¥ UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION Y DE LA
SALUD ANIMAL

“COMPARACION DE LA
ORGANIZACION GENETICA DE LOS
LOCI gsp EN 2 CEPAS DE Leptospira

interrogans SEROVARIEDAD
CANICOLA”

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS

P R E S E N T A

MVZ. LILIANA ORDONEZ LOPEZ

TUTOR:
DR. ALEJANDRO DE LA PENA-MOCTEZUMA

COMITE TUTORAL:

DR. EDMUNDO CALVA MERCADO
DR. ALFREDO SAHAGUN RUIZ

MEXICO, D.F. 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo se realizé6 en el laboratorio del Grupo de Investigacion en
Leptospira y Leptospirosis (GriLLep) del Departamento de Microbiologia e
Inmunologia pertenenciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Universidad Nacional Autbnoma de México, bajo la direccidn del Dr Alejandro de la

Pena Moctezuma.

El proyecto se realizé con apoyo del Proyecto PAPIIT IN222806 comprendido en
el periodo de Febrero del 2007 a Enero del 2009.

La alumna fue becaria del CONACYT con numero de registro 218099.



DEDICATORIA
A mis padres:

Jorge y Maria Eugenia, por su confianza, ensefianzas, consejos, carifio
incondicional, por guiarme por el buen camino y por ensefiarme el valor de la
familia. Los quiero.

A mis hermanos:

Jorge y Claudia Patricia, por estar siempre presentes en las buenas y en las

malas y por compartir tantos momentos tan bonitos desde que éramos nifios.

A Gerardo:

Por compartir su vida a mi lado, brindarme su amor y confianza y alentarme

a ser una mejor persona.
A mis amigos:
Carlos, Rocio, Pamela, Napoledn, Cristina, y a todos los que vivieron a mi

lado esta etapa, a todos ustedes gracias por sus palabras de animo, consejos y

por ofrecerme su amistad en todo momento.

A “Skiot” y “Doggie”



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Auténoma de México por brindarme la oportunidad de
formarme y crecer tanto académicamente como personalmente.

A mi tutor, Dr Alejandro de la Peha Moctezuma, por la confianza, apoyo y
paciencia que tuvo durante estos afos.

A mi comité tutoral, integrado por el Dr. Alfredo Sahagun Ruiz y el Dr. Edmundo
Calva Mercado, por el tiempo invertido en cada reunién y por creer en este
proyecto de investigacion.

Al jurado de mi examen, por el tiempo invertido en la revision de tesis y por los
comentarios proporcionados para mejorar su edicion final: Dr Francisco Suarez
Guemes, Dr Rogelio A. Alonso Morales, Dra Susana Elisa Mendoza Elvira y Dr
Jorge |. Torres Barranca

A la Dra Maria Alejandra Ayanegui Alcérreca, por siempre brindarme su apoyo,
consejos, confianza, palabras de aliento y por sus aportaciones a la escritura de
esta tesis. Gracias Ale.

A todos los profesores de posgrado, por colaborar en mi formacion académica y
por compartir sus conocimientos.

A mis companeros, amigos y doctores del Departamento de Microbiologia que de
alguna y otra forma colaboraron y me apoyaron a lo largo de mi estancia en el
departamento, Raul Segura Candelas, Fabiola Rodriguez Mijangos, Dra Cristina
Rodriguez Sanchez, Dr Roberto Cervantes Olivares, Dr Antonio Verdugo, Dra
Xochitl Vega, Pablo, Miriam, Raul, Alfredo, Jesus Sotomayor.

Al Dr E. Armando Rodriguez Reyes por iniciarme en la microbiologia, y por
ayudarme con sus consejos cuando mas lo necesité.



A mi amiga Rocio Mora Nava, por estar junto a mi en todos los momentos buenos
y malos, por brindarme su amistad incondicional durante tanto tiempo, por su
valiosa ayuda y por dibujar una sonrisa cada dia que pasamos juntas.

El mejor placer de la vida, es hacer lo que la gente te dice que no puedes
hacer.
Walter B. Gehot

Hasta el dia Dios se digne a descifrar el porvenir del hombre, todo el saber

humano estara contenido en estas dos palabras: Confiar y Esperar.

Alejandro Dumas

Si alguna vez sucede que te rebasas a ti mismo por querer complacer a otra

persona, ciertamente has perdido tu plan de vida.

Epicteto

Lo que no me mata me hace mas fuerte.

Friedrich Nietzsche






iNDICE

1. INTRODUCCION

1.1 Historia de la enfermedad

1.2 Taxonomia

1.3 Morfologia

1.4 Metabolismo y condiciones de cultivo

1.5 Sistemas de secrecion bacterianos
1.5.1 Sistema de Secrecién Tipo 1 (T1S

)
1.5.2 Sistema de Secrecién Tipo 3 (T3S)
1.5.3 Sistema de Secrecién Tipo 4 (T4S)
1.5.4 Sistema de Secrecién Tipo 5 (T5S)
1.5.5 Sistema de Secrecién Tipo 6 (T6S)
1.5.6 Sistema de Secrecién Tipo 2 (T2S)
1.5.6.1 Transporte a través de la membrana citoplasmatica
1.5.6.2 Secrecion a través de la membrana externa
1.6 Epidemiologia
1.7 Patogenia
1.8 Diagnéstico diferencial
1.9 Importancia en salud publica
1.10 Diagnéstico de laboratorio
1.10.1 Técnicas indirectas
.10.2 Aglutinacién microscoépica
.10.3 Fijacion de complemento
.10.4 ELISA
.10.5 Técnicas directas
.10.6 Observacion en microscopio de campo oscuro
.10.7 Tincién argéntica
.10.8 Aislamiento
.10.9 Inmunohistoquimica
1.10.10 Inmunofluorescencia
1.10.11 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
1.11 Tratamiento
1.12 Inmunidad
2. JUSTIFICACION
3. HIPOTESIS
4. OBJETIVOS
5. MATERIAL Y METODOS
5.1 Cultivo
5.2 Extraccion de ADN genémico
5.3 Concentracion de ADN
5.4 Sintesis de iniciadores
5.5 Reaccion en cadena de la polimerasa
5.6 Precipitacion de ADN

1
1
1
1
1
1
1
1

Pagina

© O© 0000 0NN

W NDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDDNDNDNDNDDNNDNDNDNDDNDNDNNDDNDDN =22 2 A
O W OW O NNANOOODANDWWWWDMNDNMNMNN-_2A 2200 0CO0CONON O



5.7 Secuenciacion

5.8 Analisis in silico

6. RESULTADOS

6.1 Cultivo

6.2 Concentracién de ADN genémico
6.3 PCR

6.4 Analisis in silico

7. DISCUSION

8. CONCLUSIONES

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

31
31
32
32
32
33
34
43
47
48



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Ejemplos de serovariedades y serogrupos
Cuadro 2. Clasificacién gendmica

Cuadro 3. Ejemplos de serovariedades y huésped de
mantenimiento

Cuadro 4. Descripcion de los principales signos y lesiones en
animales domeésticos

Cuadro 5. Diagndstico diferencial en animales domésticos
Cuadro 6. Identidades realizadas entre las cepas Hond Utrecht
IV, LOCaS 46 y un microorganismo Gram negativo con el

programa blast-n

Cuadro 7. Porcentajes de identidad de pares de bases de la cepa
Hond Utrecht IV con serovariedades de Leptospira

Cuadro 8. Porcentajes de identidad de pares de bases de la cepa
LOCaS46 con serovariedades de Leptospira

Cuadro 9. Porcentajes de identidad de aminoacidos de la cepa
Hond Utrecht IV con serovariedades de Leptospira

Cuadro 10. Porcentajes de identidad de aminoacidos de la cepa
LOCaS 46 con serovariedades de Leptospira

Pagina

16

18

19

38

39

40

41

42



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Morfologia de Leptospira
Figura 2. Estructura de la superficie de Leptospira

Figura 3. Translocacion de proteinas a través de la membrana
interna dado por el sistema Sec

Figura 4. Transporte de proteinas a través de La membrana
externa

Figura 5. Gel de agarosa tefido con bromuro de etidio, ADN
gendmico de la cepa Hond Utrecht IV

Figura 6. Gel de agarosa tefido con bromuro de etidio, ADN
gendémico de la cepa LOCaS 46

Figura 7. Observacion de ADN cepas Hond Utrecht IV y LOCaS
46

Figura 8. Productos de PCR

Pagina

12

14

28

28

32

33



RESUMEN

Ordofiez Lopez Liliana. Comparacion de la organizacion genética de los loci gsp
en 2 cepas de Leptospira interrogans serovariedad Canicola. (Tutor Dr Alejandro
de la Pefa Moctezuma; Comité Tutoral: Dr Edmundo Calva Mercado, Dr Alfredo
Sahagun Ruiz).

La leptospirosis es una enfermedad que afecta principalmente perros, bovinos y
cerdos; en forma accidental puede afectar al humano. En caninos, se caracteriza
por una gran diversidad de manifestaciones clinicas, desde subclinica hasta la que
incluye los sindromes hemorragico, ictérico, reproductivo y respiratorio. Esta
distribuida alrededor del mundo y es producida por serovariedades (SVs) de
Leptospira patdégenas. Mamiferos domésticos, fauna silvestre y roedores
participan en el mantenimiento de la enfermedad y eliminandolas por la orina al
medio. El agua y humedad favorecen su permanencia en el ambiente. La
prevencion se realiza mediante bacterinas y la respuesta inmune es serovariedad
especifica y dirigida contra el lipopolisacarido (LPS). La proteccion depende del
uso de bacterinas contra las SVs predominantes en la region, lo que se refleja en
resultados variables en la eficiencia de dichas bacterinas. Investigaciones
recientes se han enfocado al estudio de proteinas de membrana externa comunes
en las SVs patdgenas, para su posible uso como herramienta tanto de diagnéstico,
como de prevencion. El Sistema de Secrecion Tipo 2 es el principal sistema de
secrecion en bacterias Gram negativas, incluye proteinas transmembranales,
periplasmaticas y de membrana externa asociadas con la secrecidon de diversas
proteinas, incluyendo algunos factores de virulencia. Se han identificado 14-17
genes en los loci gsp en Leptospira, sin embargo, no existen estudios sobre su
organizacion genética en la serovariedad Canicola. En este trabajo, se obtuvieron
las secuencias de los loci gsp de dos cepas de Leptospira interrogans
serovariedad Canicola, la cepa de referencia Hond Utrecht IV y un aislado
virulento de canino denominado cepa LOCaS46. Las secuencias mostraron una
identidad del 99% entre si y con las SVs Copenhageni y Lai; del 89% con la SV
Hardjobovis y 75% con la serovariedad Patoc respectivamente.

Palabras clave: Leptospira, Sistema de Secrecion Tipo 2, serovariedades,

secuencia.



Abstract

Leptospirosis is a zoonotic bacterial infectiouis disease; most frequently infected
domestic mammals are cattle, swine and dogs. Prevalence due to the different
pathogenic Leptospira serovars (SVs) has a worldwide distribution. Different
domestic and wild mammals particularly rodents’ are the reservoirs for different
Svs. The natural habitats of pathogenic SVs are the renal tubules of its reservaoir,
from where they are shed to the environment. Environmental humidity and water
source enhance the leptospires survival in it. Several features of the disease and
its epidemiological implications in domestic or wild animals are inadequately
understood because of difficulties in diagnosis, the complexities of the host-
leptospire relationship and the varying patterns of infection. In dogs a wide variety
of clinical manifestations had been reported from asymptomatic shedder to
hemorrhagic syndrome, jaundice, renal and hepatic failures. Most Leptospira
bacterins had been centered on opsonizing antibodies directed to outer membrane
structures, particularly to lipopolysaccharide (LPS). Immunological protection from
leptospirosis is SVs specific and bacterins should contain those SVs enzootic to
the country or animal species in which they are to be used. In contrast to LPS,
leptospiral outer membrane proteins (OMPs) are highly conserved among
leptospiral serovars. Efforts have been made to identify antigens to develop a
recombinant vaccine against diverse serovars as well as diagnostic tools. Recent
research had been focus in the Type Il protein secretion system (T2S) in particular
researchers are focusing in the General Secretion Pathway (GSP) that permit the
export of proteins (including virulence factors) from within the bacterial cell to the
extracellular milieu and/or into target host cells. The present research reports on
gsp genetic loci organization of L. Canicola. Several authors had reported loci of 14
to 17 genes for some SVs. Genetic material (DNA), PRC amplications and
sequence for the gsp loci sequences from a reference strain (L. Interrogans SV
Canicola Hond Utrecht IV) and a wild strain, Mexican isolate (L. interrogans SV
Canicola LOCaS46) were obtained. With those sequence results an in silico
genomic identity analysis was done; where both Canicola strains showed a 99%
identity between them and with SVs Copenhageni and Lai and a 89% and 75%
with SV and Patoc respectively.

Keywords: Leptospira, Type |l protein secretion system, serovars, sequence.



1. INTRODUCCION

La leptospirosis es considerada como la zoonosis de mayor distribuciéon a nivel
mundial, causada por espiroquetas patdogenas del género Leptospira, las cuales
son morfologica y fisiolégicamente uniformes pero serologica vy
epidemiologicamente presentan gran diversidad (Hirsh et al., 2004). Entre los
animales que comunmente presentan la infeccion se encuentran los perros,
bovinos, cerdos y caballos encontrandose signos clinicos muy variados incluyendo
sindromes reproductivos, ictéricos, urémicos y respiratorios (Adler and De la Pefa-
Moctezuma, 2009; Ko et al., 2009).

1.1 Historia de la enfermedad.

En 1886 Adolf Weil, médico aleman fue el primero en describir una enfermedad
infecciosa en humanos acompafada de esplecnomegalia, nefritis e ictericia. Afios
después el agente etiolégico fue identificado por Inada e Ido, los cuales lo
reportaron como una espiroqueta y desde entonces varias leptospiras han sido
identificadas como el agente causal de distintos sindromes en humanos, asi como
en animales domésticos y silvestres (Faine et al., 1999; Erosa-Barbachano, 2001).
En el periodo comprendido de 1920-1960, se identificaron asociaciones
medioambientales y ocupacionales para la presentacion de la enfermedad, asi que
fue considerada como una enfermedad ocupacional (Faine et al., 1999; Ledn-Lara,
2005). Cuando Inada e Ido lograron aislar a Leptospira describieron la infeccion, la
distribucion del microorganismo en los tejidos y caracteristicas morfologicas,
mientras que las primeras observaciones afios antes fueron realizadas por
Stimson quien en secciones de rindn tefiidas con plata provenientes de un
paciente que sufria una forma de fiebre amarilla reportd la presencia de
organismos en forma de espiral (Faine et al., 1999; Ledn-Lara, 2005).
Posteriormente, se describid el papel de las ratas como portadoras del
microorganismo, esto sirvié para comprender los principios epidemioldgicos de la
transmision por reservorios, asi como su control y la busqueda de otros portadores

de Leptospira. Asi, muchas de las cepas fueron encontradas compartiéndose



entre portadores y algunas veces en portadores preferenciales (Bolin and Prescott,
1999).

Alrededor de la década de los 30 la leptospirosis fue identificada como una
enfermedad primaria en los perros, al mismo tiempo fue considerada como un
problema en la medicina veterinaria debido a las pérdidas en la produccion de
alimentos de origen animal ya que la leptospirosis causa falla reproductiva en el
ganado, como abortos y una disminucién considerable en la fertilidad, asi como
sindrome hipoagalactico (agalactia); de igual forma se consider6 como una
potencial fuente de infeccion para humanos. El factor principal para que se dé la
infeccion es siempre la exposicidn directa a tejidos de animales u orina
contaminados con leptospiras o bien agua o lodos contaminados (Faine et al.,
1999; Radostits ef al., 1999).

En humanos Uhlenhut y Fromme describieron un caso de leptospirosis anictérica
con signos clinicos menos severos. Comenzaba a ser claro que habian distintas
formas de leptospirosis, esto dependia de la serovariedad involucrada, asi, se
observé que las SVs mas comunmente asociadas con la presentacion severa de
la enfermedad, también se encontraban en pacientes infectados ya fueran
asintomaticos o con presentacion leve. (Bolin and Prescott, 1999; Faine et al.,
1999).

1.2 Taxonomia.

Las leptospiras pertenecen al orden Spirochaetales, familia Leptospiraceae y

género Leptospira (Quinn et al., 2002).

Son microorganismos con pared semejante a la de las bacterias Gram negativas
pero se tiien pobremente con esta tincion, por lo que no es la técnica de eleccidn

para ser observada; la técnica de eleccion es la microscopia en campo oscuro,



aunque también se pueden visualizar en tejidos por medio de inmunohistoquimica,

inmunofluorescencia y tinciones con plata (Hirsh et al., 2004).

El sistema tradicional de clasificacion se fundamenta en la especificidad seroldgica
basada en la estructura y composicion del lipopolisacarido (LPS), el cual es
considerado como el antigeno estructural predominante en la membrana externa.
Asi, esta clasificacion divide al género en 23 serogrupos y mas de 260
serovariedades (Brooks et al., 2004) (Cuadro 1). Asi, se define a un serogrupo
como un grupo de serovariedades que comparten similitud de antigenos, mientras
que la serovariedad se asigna por medio de pruebas de aglutinacion con sueros

hiperinmunes de conejo. (Faine et al., 1999)

Serogrupo Serovariedad
Andamana Andamana
*Australis Australis
*Autumnalis Autumnalis
*Ballum Ballum
*Bataviae Bataviae
*Canicola Canicola
*Celledoni Celledoni
Codice Codice
*Cynopteri Cynopteri
*Djasiman Djasiman
*Grippotyphosa Grippotyphosa
*Hebdomadis Hebdomadis
Holland Holland
*Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
*Javanica Javanica
*Louisiana Louisiana
Lyme Lyme
*Manhao Manhao 4
*Mini Mini
*Panama Panama
*Pomona Pomona
*Pyrogenes Pyrogenes
*Ranarum Ranarum
*Sarmin Sarmin
*Sejroe Hardjo
Semaranga Patoc
*Shermani Shermani
*Tarassovi Tarassovi

Cuadro 1. Ejemplos de serovariedades y serogrupos. (Basado en
www.pasteur.fr/recherche/Leptospira/Type Strains.html

* Patégenas


http://www.pasteur.fr/recherche/Leptospira/Type_Strains.html

Un segundo sistema de clasificacion se basa en estudios de hibridacion de ADN,
los cuales han demostrado un alto grado de heterogenicidad entre las
serovariedades patégenas y apatdgenas (Brooks et al., 2004); este método
permite analizar diferencias entre cepas de la misma serovariedad que pueden
correlacionarse con diferencias en la epidemiologia de las cepas. Este sistema de
clasificacion divide a género Leptospira en 16 especies (Institut Pasteur UBM,
2006; Levett et al., 2001; Radostits et al., 1999) (Cuadro 2).

Patégena No patégena Indeterminada
Leptospira alexanderi Leptospira biflexa Leptospira alistonii
Leptospira borgpetersenii | Leptospira meyeri Leptospira vanthielii

Leptospira interrogans | Leptospira wolbachii
Leptospira kirschneri
Leptospira noguchi Leptospira terpstrae
Leptospira santarosai
Leptospira weillii
Leptospira fainei
Leptospira inadai
Leptospira wolfii

Cuadro 2. Clasificacion genémica (adaptado de
www.pasteur.fr/recherche/Leptospira/Type_Strains.html)

1.3 Morfologia

Son espiroquetas, delgadas y flexibles, de 5
a 15 ym de longitud y 0.1 a 0.2 de diametro
(Carter y Chengappa, 1994; Brooks et al.,
2004). Con frecuencia, uno o ambos
extremos del microorganismo forman un
gancho (Adler and De la Peha-Moctezuma,

2009) (Figura 1). Presentan wuna alta

Figura 1. Morfologia de Leptospira. movilidad dada por 2 endoflagelos insertos
http://sameens.dia.uned.es/trabajos4/TLA/T1_L . )
azaroArmengolM/Agente.htm en ambos extremos del microorganismo

(Bromley and Charon, 1979). Los movimientos que realizan son de rotacién,
flexion y translacioén, los cuales se pueden observar por medio de microscopia en

campo oscuro 0 microscopia electronica (Brooks et al., 2004).



Las leptospiras son microorganismos adaptados a vivir en ambientes humedos
(Carter y Chengappa, 1994; Brooks et al., 2004). La estructura detallada de este
microorganismo es tipica de una bacteria Gram negativa, la cual consta de
membrana interna, membrana externa y la pared celular constituida de

peptidoglicano (Adler and De la Pefa-Moctezuma, 2009) (Figura 2).

El cilindro protoplasmico central contiene el citoplasma y el genoma conformado
por dos cromosomas, encontrandose limitado por la membrana plasmatica y por la

pared celular constituida de péptidoglicano (Faine et al., 1999).

La membrana externa de las leptospiras esta formada por proteinas, lipoproteinas
y lipopolisacarido (LPS); algunas de estas lipoproteinas son expuestas en la
superficie celular y pueden estar involucradas en la patogénesis e inmunidad
(Haake et al., 2000; Cullen et al., 2002).
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Figura 2. Estructura de la superficie de Leptospira WwWWw.conacyt.mx/.../Membranaexterna.htm
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1.3 Metabolismo y condiciones de cultivo.

Las leptospiras patdbgenas son microorganismos que se desarrollan in vitro en un
ambiente aerobio o microaerofilico y a una temperatura éptima de 30 C (Adler and
De la Pefia-Moctezuma, 2009). Las cepas no patdgenas se desarrollan desde los
11 C a los 13 C en un ambiente humedo, aerobio o microaerofilico (Faine et al.,
1999; Quinn et al., 2002). La fuente principal de energia y carbono tanto para las
cepas patdogenas como no patdgenas, son los acidos grasos de cadena larga 12-
18 carbonos, de los cuales la energia es derivada de la [3-oxidacién, por el
contrario, los azucares no son fermentados y no pueden ser usados como fuente
de carbono; los acidos grasos requeridos para la nutricibn y energia en el
metabolismo de las leptospiras también son toxicos, asi que para el desarrollo en
condiciones artificiales deben ser adicionados detoxificantes que los absorben y
liberan lentamente a bajas concentraciones, por ejemplo: albumina sérica bovina
(Adler and De la Pefia-Moctezuma, 2009).

Las leptospiras patdogenas y no patdgenas se desarrollan mejor en condiciones
aerdbicas, en medios semisodlidos abundantes en proteinas como el medio
Fletcher o Stuart. Después de 1 a 2 semanas, se produce una zona difusa de
desarrollo cercana al extremo superior del tubo para después formar un anillo al
nivel de la tensidén de oxigenos Optima para estos microorganismos, esta zona es
conocida como anillo de Dinger (Faine et al., 1999; Adler and De la Pefa-
Moctezuma, 2009).

El medio liquido por eleccion es el EMJH (Ellinghausen and McCullough; Johnson
and Harris) en el cual se provee el medio ambiente adecuado para el desarrollo de
las leptospiras, acidos grasos de cadena larga son adicionados en forma de un
complejo de sorbitol (Tween); el glicerol acelera el desarrollo, mientras que el
piruvato ayuda a la replicacion de algunas cepas cuando el inoculo es muy
pequeno. Los iones de amonio son provistos como sales de amonio o por

desaminacion de aminoacidos y son la unica fuente reconocida de nitrégeno. Asi



mismo, la adicién de cianocobalamina (vitamina B1;) y tiamina (vitamina B1), son
requeridas para el desarrollo de este microorganismo. Calcio, magnesio, hierro, de
igual forma son esenciales. (Johnson and Wilson, 1980; Stalheim and Wilson,
1964; Adler and De la Pefia-Moctezuma, 2009).

1.5 Sistemas de secrecion bacterianos.

Las bacterias secretan un gran numero de proteinas al medio extracelular entre las
que se incluyen toxinas, adhesinas y diversas enzimas hidroliticas que se requieren
en diferentes aspectos del ciclo de vida bacteriano, como por ejemplo, en la
biogénesis de organelos, la adquisicion de nutrientes y la expresion de factores de

virulencia (Thanassi and Hultgren, 2000).

La mayor parte de los estudios del sistema de secrecion se han desarrollado en las
bacterias Gram-negativas, en las que las proteinas a translocarse tienen que
atravesar dos barreras lipidicas separadas por el espacio periplasmico y la capa de
peptidoglicano: la membrana citosolica o membrana interna (Ml), y la membrana
externa (ME) que es una bicapa asimétrica cuya cara exterior estd compuesta
principalmente por lipopolisacarido (LPS) (Sandkvist, 2001; Gonzalez-Pedrajo y
Dreyfus, 2003) (Figura 2). En el caso de las bacterias Gram positivas la secrecion
de proteinas hacia el exterior celular requiere del transporte a través de una sola

membrana (Thanassi and Hultgren, 2000).

Las vias de secrecion en las bacterias Gram-negativas han sido clasificadas en
cinco grupos principales: secrecion tipo 1, 2, 3, 4, 5 (autotransportadores) y 6; dicha
clasificacion se basa en la naturaleza molecular de las maquinarias de transporte y
las reacciones que éstas catalizan (Stathopoulos et al., 2000; Sandkvist, 2001;
Bingle et al, 2008). Sin embargo, estos grupos se pueden subdividir en dos
grandes clases dependiendo del mecanismo que se utiliza para el transporte a
través de la membrana plasmatica: las vias Sec-dependientes, utilizan el sistema
de secrecion denominado Sec, en el que las proteinas a secretarse presentan una

secuencia sefal en el extremo amino terminal y las Sec-independientes en las



que los sustratos se pueden translocar directamente desde el citosol hasta el
exterior celular sin que exista un intermediario periplasmico, ni una secuencia senal

en el amino terminal (Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003).

1.5.1 Sistema de Secrecién Tipo 1 (T1S).

Este mecanismo es utilizado para la secrecion de toxinas, proteasas y lipasas, es
una via Sec-independiente, por o que no se requiere del procesamiento de un
péptido lider para atravesar la membrana citoplasmatica; la secrecion proteica se
da en un solo paso desde el periplasma hasta el exterior celular (Thanassi and
Hultgren, 2000). Los sustratos a exportarse por este sistema presentan una sefal
de secrecion en el extremo carboxilo terminal, la cual es especifica para ciertas
subfamilias de sustratos como por ejemplo, las proteasas; sin embargo, aun se
desconoce la naturaleza de dicha sefial y el mecanismo mediante el cual es
reconocida (Thanassi and Hultgren, 2000; Lee and Schneewind 2001). EI T1S esta
constituido por tres componentes: Un Canal en la membrana externa denominado
PME (proteina de membrana externa), un transportador ABC (de sus siglas en
inglés ATP binding cassette) en la membrana interna y una proteina anclada a la

membrana interna denominada PF (proteina de fusién) (Buchanan, 2001; Lee and

Schneewind 2001). Este mecanismo es utilizado para la secrecion de la toxina a-

hemolisina en E.coli.

1.5.2 Sistema de Secrecioén Tipo 3 (T3S).

Es una via Sec-independiente siendo identificado en una gran variedad de
bacterias patégenas para los humanos, animales y plantas, incluyendo especies de
Bordetella, Chlamydia, Erwinia, E.coli, Pseudomonas, Rhizobia, Salmonella,
Shigella, Xanthomonas y Yersinia. Mediante este sistema los factores de virulencia
se pueden translocar hasta el citosol de la célula eurcarionte (Galan and Collmer,
1999). Ademas de su papel en la patogénesis, el T3S se requiere para la

biogénesis flagelar, y es también esencial para el establecimiento de la relacidon



simbidtica entre Rhizobium y plantas leguminosas (Viprey et al., 1998; Macnab,
1999).

1.5.3 Sistema de Secrecioén Tipo 4 (T4S).

Este sistema secreta tanto acidos nucleicos como proteinas. La exportacion de la
toxina pertussis por Bordetella pertussis se lleva a cabo a través de esta via y se
han identificado sistemas homologos en diferentes bacterias como Legionella
pneumophila, Helicobacter pylori y Brucella suis. Esta via no requiere de
intermediarios periplasmaticos, por lo que la secrecidon es Sec-independiente
(Christie and Vogel, 2000).

1.5.4 Sistema de Secrecién Tipo 5 (T5S).

Es una via Sec-dependiente; sin embargo, las proteinas no requieren de factores
adicionales para transitar del espacio periplasmico hacia el exterior celular. A través
de este sistema se exportan proteinas, incluyendo proteasas, toxinas, adhesinas e
invasinas. El extremo carboxilo terminal de la proteina dirige la secrecidon de la
region amino terminal a través de la membrana externa (Koster et al., 2000;
Thanassi and Hultgren, 2000). La proteina a secretarse presenta tres diferentes
regiones funcionales: una secuencia sefal en el amino terminal para atravesar la
membrana interna, seguida de un domino B tambien llamado pasajero, que dara
origen a la proteina expuesta a la superficie celular y el dominio R en el carboxilo
terminal, que permite la secrecion a través de la membrana externa formando una

estructura de barril-R con 10-18 hebras antiparalelas (Henderson et al., 1998).

1.5.5 Sistema de Secrecién Tipo 6 (T6S).

El T6S es el mecanismo de secrecidon proteinas mas recientemente descrito en
bacterias Gram negativas, siendo identificado como un importante sistema de
translocacion de factores de virulencia en algunas bacterias patdégenas como Vibrio
cholerae, asi como en la translocacion de proteinas en células eucariontes (Bingle
et al., 2008).



1.5.6 Sistema de Secrecién Tipo 2 (T2S).

En el Grupo de Investigacion en Leptospira y Leptospirosis de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM) se tienen indicios de que GspD, la secretina del T2S, es una proteina que
se encuentra anclada en la membrana externa en bacterias Gram negativas, es
expresada in vitro asi como en tejidos de hamsteres infectados con leptospiras
patdgenas. (Alcaraz Sosa, 2008; Rodriguez Reyes, 2008). Asi mismo se han
obtenido secuencias parciales de genes del T2S en algunas serovariedades como
Icterohaemorrhagiae (Flores Popoca, 2006) y la serovariedad apatoégena Patoc
(Mena Banuelos, 2006), de esta manera se asume que los componentes del T2S

se encuentran presentes en Leptospira.

El T2S es una via Sec-dependiente; la secrecion extracelular de proteinas, entre
las cuales se incluyen proteasas, fosfolipasas, lipasas y toxinas que juegan el
algunos casos un papel importante como el principal mecanismo de virulencia en
la infeccidn bacteriana causada por bacterias Gram negativas (Thanassi, 2000;
Sandkvist, 2001).

Esta via también se conoce como sistema general de secrecién del inglés General
Secretion Pathway (Gsp) y ocurre en dos etapas (Desvaux et al., 2004). Primero,
la maquinaria Sec transloca el sustrato con péptido lider a través de la membrana
plasmatica. Dicho péptido lider es generalmente una secuencia corta (de
aproximadamente 30 aminoacidos), de los que uno o varios presentan carga
positiva, ademas de una secuencia de 10 a 20 aminoacidos hidrofobicos
(Stathopoulos et al., 2000; Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003; Cianciotto et al.,
2005).

En una segunda etapa, la proteina pierde el péptido sefal y adquiere su
conformacién nativa en el espacio periplasmico, para posteriormente ser

secretada a través de la ME por un complejo sistema multiprotéico, el sistema de



secrecion tipo 2 o secreton (Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003). A continuacion se

describen ambas etapas.

1.5.5.1 Transporte a través de la membrana citoplasmatica.

En E.coli el poro de translocacion de la via Sec consta de una chaperona
citoplasmatica (SecB), una ATPasa periférica que interviene la translocacion
(SecA), y un complejo proteico formado por al menos 6 proteinas denominadas
SecY, SecE, SecD, SecF, SecG y Ya|C, las cuales pueden aceptar sustratos de
dos diferentes fuentes. Por un lado, la proteina precursora (con el péptido sefal),
se mantiene en un estado de secrecion competente o desplegado gracias a la
unién con la proteina chaperona SecB, quien la dirige a la subunidad periférica
SecA del complejo de translocacion heterotrimérico SecYEGDFYajC, en la
membrana citoplasmica (Stathopoulos et al., 2000). La proteina periférica SecA es
una ATPasa cuya actividad de hidrolisis provee de la energia necesaria para la
exportacion. Por otro lado, un segundo mecanismo involucra una translocacion co-
traduccional (sin la participacion de secB), en donde una proteina naciente con su
péptido sefial es reconocida por la “particula de reconocimiento de la sefal” (SRP)
y su receptor. Las dos rutas eventualmente convergen en el poro de translocacion
SecYEGDFYajC que se encuentra asociado con la ATPasa periférica SecA
(Stathopoulos et al., 2000; Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003).

La seleccion de la ruta es determinada inmediatamente después de que la
secuencia sefal naciente sale del ribosoma. Una vez que los polipéptidos se
translocan, una peptidasa procesa el péptido lider, para finalmente liberar a la

proteina madura en el espacio periplasmico (Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003).

En la ruta regulada por la chaperona SecB, ésta reconoce al dominio naciente de
la preproteina; el complejo binario se dirige a SecYEGDF unido a SecA, o bien,
primero se asocia con SecA en el citosol a través de una interaccién de baja
afinidad, hasta que los sitios de translocacion en la membrana estén disponibles.

Para interactuar con la translocasa se requiere de la union de alta afinidad entre



SecB y SecA, lo cual es seguido de la unién de la secuencia sefial a SecA, lo que
a su vez estabiliza la interaccion SecA-SecB. Por ultimo, se transfiere la
preproteina de SecB a SecA, se libera SecB de la membrana y se inicia la
translocacion, proceso que se encuentra acoplado a la unién de ATP por SecA. La
energia de la hidrdlisis de ATP se utiliza para la transferencia de la preproteina de
SecA hacia SecYEG (Figura 3). Una vez que esto sucede, la translocacién hacia
el periplasma puede ser dirigida por la fuerza proton motriz. (Driessen and Nowen,
2007).

Citoplasma

Periplasma

Figura 3. Esquema del translocacion de proteinas a través de la membrana interna (Ml) dado
por el sistema Sec. A) Ruta regulada por la chaperona Sec B; reconocimiento de la preproteina
para después dirigirse al complejo Sec YEGDF y SecA, la cual libera la energia necesaria para
translocar la proteina al periplasma. B) Ruta co-traduccional, la proteina naciente con su péptido
sefal es reconocida por la particula de reconocimiento SRP. C) La proteina es llevada al complejo
Sec YEGDF y SecA para ser traslocada en el periplasma (Driessen and Nowen, 2008).



1.5.5.2 Secrecion a través de la membrana externa.

El T2S para la secrecion de proteinas a través de la ME, entre las cuales se
incluyen proteasas, lipasas y toxinas, esta constituido por entre 12 y 16 proteinas
accesorias, cuya nomenclatura incluye las siglas GSP (Sandkvist, 2001;
Cianciotto, 2005). Los genes codificantes aparecen organizados en un operdn
(gsp). Después de su traslocacion por el sistema Sec al periplasma, las proteinas
sufren modificaciones, tales como la formacién de puentes disulfuro o la
oligomerizacion y adquieren su conformacion nativa. EI T2S incluye dos
componentes en la ME: las proteinas GspD y GspS. La proteina GspD, que
pertenece a la familia de las secretinas, se inserta en la ME y por medio de
oligomerizacion formando un anillo dodecamérico con un diametro interno de entre
76 y 95 A, suficiente para transportar polipéptidos plegados (Stathopoulos et al.,
2000; Thanassi and Hultgren, 2000). Por su parte, la proteina GspS es una
lipoproteina de la ME que actua como chaperona de GspD para su correcto
plegamiento y actividad (Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003). Sin embargo, la
mayoria de las proteinas de este sistema (GspBCFHIJKLMNO) se localizan en la
Ml o en el periplasma asociadas a la MI, mientras que la ATPasa GspE, que
energiza el proceso, se localiza en la regidn citosodlica e interactua con la proteina
GspL de la Ml (Stathopoulos et al., 2000). Los T2S presentan a la sectetina GspD
conservada entre diferentes bacterias Gram negativas y también presentan
componentes homologos del T3S y del proceso de polimerizacién del pili tipo IV,
que es una estructura filamentosa de adhesion presente en algunas bacterias
patdogenas como por ejemplo, E.coli, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa; y
que también participa en la movilidad independiente de flagelo que se da sobre
superficies sélidas. Cinco de los componentes del T2S (GspGHIJK) son similares
a las subunidades estructurales del pili tipo IV, por lo que se han denominado
pseudopilinas y se exportan con una secuencia sefial de prepilina que es
procesada por GspO (Cianciotto, 2005). Se ha propuesto que estas proteinas se
ensamblan en una estructura tipo pili que atraviesa el periplasma y que pudieran

ayudar de forma directa o indirecta en el proceso de secrecion. En este sentido, se



ha demostrado que la sobreexpresion de la proteina GspG, genera el ensamblaje

de largos seudopilis. Debido a esto, se propuso que un pili en el T2S (GspG),

podria actuar como un pistdn que empujara a las proteinas a secretarse a través

del poro de la secretina conformado por el dodecamero de GspD en la ME; sin

embargo, aun no existe evidencia concluyente sobre la formacion de dicha

estructura. En este modelo, la ATPasa GspE puede proveer la energia necesaria

para la translocacion o para el ensamblaje del seudopili a través de ciclos

repetitivos de union e hidrolisis de ATP. Estas observaciones sugieren que los dos

sistemas (T2S y biogénesis del pili tipo 1V), estan evolutivamente relacionados.
(Gonzalez- Pedrajo y Dreyfus, 2003) (Figura 4).
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Figura 4. Transporte de proteinas a través de la membrana externa (Gonzalez- Pedrajo y Dreyfus,

2003).

Los genes que codifican para las proteinas que componen el T2S son altamente

conservados en todas las bacterias que presentan este sistema, por ejemplo,

Klebsiella oxytoca, Erwinia chrysanthemi,

cholerae y E. coli (Pugsley et al., 1997).

Pseudomonas aeruginosa,

Vibrio

En la actualidad, soélo algunas proteinas de la membrana externa de

serovariedades patdgenas de Leptospira han sido caracterizadas genéticamente,



dentro de las cuales se encuentra la porina OmpL1, (Haake et al., 1993) y varias
lipoproteinas: LipL41 (Shang et al., 1996), LipL36 (Haake et al., 1998), LipL32
(Haake et al., 2002), LipL21 (Cullen et al., 2003) LipL48 (Haake and Matsunaga,
2002), LigA (Palaniappan et al., 2002), LigB (Matsunaga et al., 2003). El centro de
las investigaciones hacia la busqueda de antigenos protectores se basa en el uso
de proteinas de membrana externa, las cuales debido a que son conservadas
entre las serovariedades patdgenas se cree que pueden estimular una inmunidad
heterdloga (Cullen et al., 2003).

1.6 Epidemiologia.

La leptospirosis se presenta en todo el mundo, principalmente en regiones
tropicales y donde sea que haya un riesgo de contacto directo o indirecto
principalmente con orina o tejidos de animales infectados (Bharti et al., 2003). Este
microorganismo muere con la desecacion, o en condiciones acidas, asi que la
transmision esta relacionada directamente con la presencia de humedad. La mas
frecuente fuente de infeccién es la orina o charcos y lodos contaminados con el
microorganismo; cabe sefialar que la enfermedad no se transmite por ingestion de
alimentos o por inhalacion de aerosoles. El principal riesgo de infeccion para
contraer leptospirosis no ocupacional es el contacto con roedores, perros y
animales de produccion, en los poblados rurales o con pobre urbanizacion,
especificamente en climas tropicales estando en contacto con animales
domésticos infectados (Bolin et al., 1999). La leptospirosis ocupacional se
encuentra asociada con actividades tales como la practica veterinaria,
trabajadores del sector agropecuario, pescadores, trabajadores de rastros y
frigorificos, propietarios de perros e incluso atletas que practican natacién en lagos

y lagunas contaminados con el microorganismo (Bharti et al., 2003).



Epidemiologicamente la leptospirosis, se clasifica en dos categorias:

1. Leptospirosis causada por serovariedades adaptadas al huésped.

2. Leptospirosis causada por serovariedades no adaptada al huésped.

Asi, un animal infectado con una serovariedad adaptada al huésped se denomina
huésped de mantenimiento o reservorio (Faine et al., 1999; Grooms, 2006). La
exposicion de los animales susceptibles a las serovariedades no adaptadas al
huésped producen una enfermedad accidental (Radostits et al., 1999). Algunas
serovariedades estan adaptadas a un reservorio en particular, aunque pueden
causar enfermedad en cualquier especie de mamiferos; de esta forma, una
serovariedad se comporta de manera diferente dentro de su especie de
mantenimientos que dentro de un huésped accidental (Quinn et al., 2002).

Un huésped de mantenimiento tiene las siguientes caracteristicas:

Presentar una alta susceptibilidad a la infeccion.

Transmisién endémica.

Patogenicidad relativamente baja para su huésped.

Tendencia a sufrir una enfermedad cronica.

Persistencia de la serovariedad en rifiones y aparato genital.

Respuesta baja de anticuerpos frente a la infeccidn, dificultando el diagndstico.

Baja eficacia de la vacunacién para prevenir la infeccion.

Por el contrario, un huésped incidental presenta las siguientes caracteristicas.

Frecuencia relativamente baja a la infeccidn, pero con una patogenicidad alta para
el huésped.

Tendencia de sufrir la enfermedad aguda.

Transmisién esporadica en la especie del huésped y adquisicion de la infeccidon de
otra especie, a menudo en forma epidémica.

Presentar una fase renal corta.



Respuesta de anticuerpos intensa frente a la infeccion.
La utilizacion de vacunas es mas eficaz para prevenir la infeccién. (Faine et al.,
1999; Radostits et al., 1999) (Cuadro 3).

SEROVARIEDAD HUESPED MANTENIMIENTO HUESPED ACCIDENTAL
Bratislava Equinos/Cerdos Equinos, caninos
Canicola Caninos Cerdos, bovinos, humanos

Grippotyphosa Mapache Bovinos, cerdos, equinos, caninos
Hardjo Ganado (bovinos) Humanos
Icterohaemorrhagiae Rata café Animales domésticos, humanos
Pomona Cerdos, bovinos Equinos, perros, humanos
Ballum Roedores (ratones) Caninos, humanos

Cuadro 3. Ejemplos de serovariedades y su huésped de mantenimiento (Quinn et al., 2002)

1.7 Patogenia.

Las leptospiras invaden el huésped a través de las superficies mucosas o la piel
reblandecida o con abrasiones (Radostits et al., 1999). EI microorganismo tiene la
capacidad de unirse a las células epiteliales y adherirse a los constituyentes de la
matriz extracelular a través de un proceso activo que se sugiere involucra
proteinas de superficie (Brooks et al., 2004). Las leptospiras, tanto patdégenas
como apatdégenas tienen la capacidad de desarrollar biopeliculas, lo cual puede
estar involucrado en la habilidad que tienen para sobrevivir en diversos ambientes

incluyendo el huésped (Ristow et al., 2008).

Las leptospiras invaden inmediatamente el torrente sanguineo en donde se
multiplican rapidamente, dando origen a una fase leptospirémica, que dura de 7 a
10 dias desde el inicio de la enfermedad y durante la cual es posible aislarlas de la
sangre (Bolin, 1999). Los microorganismos se establecen en O&rganos
parenquimatosos, principalmente en higado y en tubulos renales, a consecuencia
de esto ultimo se produce una fase de leptospiruria. Otros tejidos infectados
pueden ser los musculos, 0jos y meninges, en las que se pueden originar una
meningitis no supurativa (Biberstein, 1990). Una vez establecida en 6rganos se

produce una vasculitis como lesion principal, seguida de hemorragias y necrosis



(Mandell et al., 1991, Monahan et al., 2009). La infecciébn varia desde la
presentacion asintomatica, a sindrome anictérico al ictérico, con hemorragias
generalizadas, anemia y hemoglobinuria, dando lugar a la disfuncién organica de
diversos grados, lo cual conduce a la aparicion de ictericia, hemorragias
producidas por liberacién de hemolisinas y cuadros de insuficiencia renal (Bolin,
1999).

La lesidon vascular ocurre también en los rifiones y si la hemolisis es intensa se
puede producir anoxia anémica y nefrosis hemoglobinurica, la infeccion se localiza
en el parénquima renal, causando una nefritis intersticial y la persistencia de las
leptospiras en estas lesiones produce una mayor duracion de la fase de
leptospiruria; asi, la lesion renal se desarrolla porque la infeccion persiste en este
organo mucho después de que se haya eliminado de los otros tejidos,
estableciendo el estado de portador renal (Biberstein, 1990).

En esta fase aguda de la enfermedad, el animal puede morir por septicemia o
anemia hemolitica, o ambas. Posteriormente, el animal puede morir de uremia
causada por la nefritis intersticial (Brooks et al., 2004). Ejemplos de
manifestaciones clinicas por especie animal y serovariedad se presentan en el

cuadro 4.

El grado y distribucién de la afeccion en o6rganos varia en las diversas
enfermedades producidas por diferentes SVs de leptospiras en varias partes del
mundo y la relacién de los diversos huéspedes con las mismas (huésped
accidental), en donde las lesiones son leves o subclinicas (Grooms et al, 2006).
En los hospederos habituales la afeccion renal es crénica y elimina gran numero
de microorganismos en la orina, siendo la principal fuente de contaminacién hacia
el humano (Bolin, 1999). Después de los diez dias se pueden detectar

anticuerpos, principalmente IgM en la primoinfeccidén (Radostits et al., 1999).



Huésped Serovariedad Manifestaciones clinicas
Hardjobovis Enfermedad subclinica con o sin leptospiruria
Pomona, Canicola Abortos
Bovinos Hardopraijitno Infertilidad
Pomona, Icterohaemorrhagiae, Canicola | Hemoglobinuria, ictericia, fiebre en becerros,
ocasionalmente meningitis.
Pomona, Tarassovi, Bratislava Enfermedad subclinica a menudo con
leptospiruria
Porcinos Pomona Fiebre, mastitis focal no supurativa
Canicola, Icterohaemorrhagiae Fiebre, anorexia, ictericia, hemoglobinuria y
alta mortalidad en cerdos jovenes.
Canicola Enfermedad subclinica a menudo con
leptospiruria
Enfermedad aguda hemorragica, fiebre
Caninos Icterohaemorrhagiae, Pomona elevada, vomito, postracion, muerte temprana,
ictericia aguda, depresién, melena.
Icterohaemorrhagiae, Pomona, Uremia asociada con extenso dafio hepatico,
Grippotyphosa estomatitis ulcerativa y uremia.
Pomona Oftalmia periddica, uveitis, abortos
Equinos ocasionales. Raramente ictericia, fiebre o
anorexia.
Pomona, Copenhageni Ocasionalmente leptospiruria aguda con
Ovinos depresion, disnea, hemoglolbinuria, anemia y

alta mortalidad en corderos.

Hardjobovis

Infeccién subclinica con leptospiruria.

Cuadro 4. Descripcion de los principales signos y lesiones en animales domésticos (Adaptado de

Quinn, 2002)

1.8 Diagnéstico diferencial.

Un diagnéstico positivo de leptospirosis es a menudo dificil debido a la variacion

en la naturaleza de la enfermedad y a la gran gama de manifestaciones clinicas

que se presentan, por lo tanto es de suma importancia conocer el diagnostico

diferencial en las diferentes especies domésticas (Radostits et al., 1999) (Cuadro

5).




Bovinos

Babesiosis, anaplasmosis, hemoglobinuria
bacilar y del puerperio, rinotraqueitis bovina
infecciosa, toxoplasmosis, brucelosis, diarrea
viral bovina, campilobacteriosis, intoxicacion
por trébol.

Porcinos

Brucelosis, parvovirus porcino, sindrome
respiratorio reproductor porcino (PRRS),
enfermedad de Aujesky, peste porcina.

Ovinos y caprinos

Anaplasmosis, intoxicacion crénica por cobre.

Equinos Infecciones por Streptococcus
zooepidemicus, herpes virus equino, artritis
viral equina, anemia infecciosa equina,
mioglobinuria paralitica, oftalmia periddica

Caninos Parvovirosis canina, insuficiencia renal aguda

y crénica, hepatitis viral, otras hepatitis.

Cuadro 5 Diagnostico diferencial en animales domésticos (Adaptado de Quinn et al., 2002)

1.9 Importancia en salud publica.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la leptospirosis esta
catalogada como la zoonosis de mayor difusién mundial. El hombre es susceptible
a todas las serovariedades y adquiere la enfermedad por medio de contacto
directo con orina de animales excretores, animales domésticos y roedores
infectados, asi como en forma indirecta con agua, tierra y lodo contaminados
(Bolin, 1999; Ko et al., 2009). La infeccion en humanos se conoce principalmente
como enfermedad de Weil y es considerado como huésped accidental; entre las
serovariedades de Leptospira que afectan al hombre se encuentran Hardjo,
Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pomona (Carter et al., 1994). Asi, la combinacién
huésped-serovariedad debe ser considerada cuando se refiere a la epidemiologia,

transmision, signos clinicos, tratamiento y control de la leptospirosis en animales y

humanos. (Bolin, 1999).

1.10 Diagnéstico de laboratorio.

El diagndstico 6ptimo debe basarse en el aislamiento, cultivo y caracterizacion,

pero las peculiares caracteristicas de las leptospiras ‘in vitro”, tales como




desarrollo lento y aislamiento dificil, hacen que la metodologia diagnéstica de
eleccion y considerada como prueba de referencia por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) y la Oficina Internacional de Epizootias (OIE) sea la prueba
indirecta de aglutinacion microscopica (AM), la cual es una prueba serolégica; con
una alta variabilidad, asi como complicaciones en la interpretacion de resultados
(Faine et al., 1999).

1.10.1Técnicas indirectas.

Los métodos serologicos brindan un diagndstico en corto tiempo y son capaces de
detectar anticuerpos antileptospirales, principalmente IgM, ademas, son las
pruebas de laboratorio mas utilizadas en el diagndstico de la leptospirosis, al igual
que para la realizacién de estudios epidemioldgicos (Bharti et al., 2003). EI mayor
problema que presenta es los niveles de anticuerpos, aunque se mantengan
durante afos, alcanzan niveles tan bajos en animales y personas infectadas
cronicamente que no siempre se detectan. Para el diagnostico seroldgico se ha
utilizado técnicas tales como: la aglutinacion microscopica, aglutinacion

macroscopica, fijacion de complemento, ELISA y PCR (Radostits et al., 1999).

1.10.2 Aglutinaciéon microscépica.

Es el método serolégico de referencia para el diagndstico de leptospirosis, se
emplea para detectar anticuerpos en sueros de animales sospechosos o
enfermos, donde el suero del paciente reacciona con antigenos vivos de

leptospiras patégenas (Faine et al., 1982).

A pesar de ser la prueba mas recomendada y extendida, presenta una serie de
desventajas: no distingue anticuerpos vacunales de los de infeccion, resulta dificil

su estandarizacién ya que su valoracién es subjetiva; requiere el mantenimiento
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de cultivos de leptospiras y no siempre detecta a los animales infectados
(Radostits et al., 1999; Faine et al., 1999).

1.10.3 Fijaciéon del complemento (FC).

Es considerada igual de confiable que la aglutinacion microscépica para la
deteccién de animales con leptospiruria, pero detecta solo infecciones recientes.
Es una herramienta epidemioldgica para dar un diagnostico rapido. Las
desventajas son las sustancias anticomplementarias del suero, la corta vida e
inestabilidad del antigeno, no permite la diferenciacion de serovariedades y no

detecta niveles bajos de anticuerpos (Smith et al., 1994).

1.10.4 ELISA.

Este método es capaz de detectar anticuerpos durante la primera semana de la
enfermedad, ademas, se considera como mas sensible que la AM. A pesar de que
es una prueba muy eficaz, aun no estd considerada como prueba oficial, sin
embargo es una prueba de deteccion a nivel de género y no de serovariedad
(Faine et al., 1999).

1.10.5 Técnicas directas.

Se basa en la demostracion de la presencia de leptospiras, o sus componentes en

sangre, tejidos y leche de animales y humanos con signos clinicos.



1.10.6 Observacion en microscopio de campo oscuro.

Este método se realiza para la observacion de leptospiras en los fluidos organicos
en un microscopio optico de campo oscuro a 400x aumentos, sin embargo, la
interpretacion es dificil debido al gran numero de artefactos, que por su parecido

con las leptospiras, pueden crear confusion (Bharti et al., 2003).

1.10.7 Tincidn argéntica.

Dentro de este grupo podemos considerar diferentes técnicas, como: la técnica de

Warthing-Starry y sus modificaciones y la técnica de Steiner y Steiner, donde los
tejidos adquieren tonos de amarillos a café claro y las leptospiras se observan en
sepia obscuro 0 negro con su forma caracteristica de espiroqueta (Faine et al.,
1999).

1.10.8 Aislamiento.

Las leptospiras pueden ser aisladas de sangre durante los primeros 7-10 dias
postinfeccidon; asi como de orina durante la segunda y tercera semana de la
enfermedad o de tejidos como encéfalo, pulmén, higado y rifidn, siendo este ultimo
el érgano de eleccion en presentaciones cronicas o subclinicas (Barthi et al., 2003).
Es la técnica mas sensible para el diagndstico de leptospirosis, ademas es la que
confirma la presencia del microorganismo, tanto en casos agudos como cronicos; el
inconveniente que tiene, es la dificultad de desarrollo en condiciones artificiales y el
tiempo que tarda en desarrollar es muy largo y presenta un bajo porcentaje de
efectividad, entre el 11% y el 17% (Faine et al., 1999; Barthi et al., 2003).

1.10.9 Inmunohistoquimica.

Se realiza a través de secciones de tejidos embebidos en bloques de parafina
donde las leptospiras pueden visualizarse utilizando suero inmune de conejo anti-
leptospira y detectando por un anticuerpo-antilgG de conejo secundario marcado

con peroxido de hidrogeno (Faine et al., 1999). Esta técnica también ha sido



utilizada para demostrar la expresion de antigenos especificos en tejidos de

animales infectados experimentalmente (Alcaraz Sosa, 2008).

1.10.10 Inmunofluorescencia.

Es utilizada en la revision de orina, otros fluidos corporales y tejidos frescos
congelados; donde las leptospiras pueden visualizarse fluoresciendo con mayor
facilidad, en comparacion con la tincién de plata. El principio es semejante a la
inmunoperoxidasa pero el suero secundario es marcado generalmente con
isotiocianato de fluoresceina. Una desventaja de esta técnica es que se requiere la
utilizaciéon de un microscopio de fluorescencia (Smith et al., 1994; Faine et al,,
1999).

1.10.11 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La PCR es una técnica molecular usada para la deteccion de ADN de Leptospira
en muestras clinicas como sangre, orina y muestras de tejido como higado o rifion;
es una técnica muy sensible y especifica, la cual diferencia entre cepas patdégenas
y no patégenas utilizando lo iniciadores G1 y G2. Una ventaja en la utilizacion de la
PCR es que se puede realizar a partir de una muestra muy pequena de tejido o
fluido (Cameron et al., 2008).

1.11 Tratamiento.

El objetivo del tratamiento en las infecciones causadas por leptospiras consiste en
controlar la infeccién antes de que ocurran dafios irreversibles, principalmente en
higado y rifiones. Esto se logra mediante el uso de quimioterapéuticos como
penicilinas, fluoroquinolonas, tetraciclinas y estreptomicina; para que el tratamiento
sea satisfactorio debe ser administrado en etapas tempranas y en caso de

sospecha de haber estado expuesto al microorganismo (Hirsh et al, 2004).



1.12 Inmunidad.

La respuesta inmune que se genera en la infeccion causa por Leptospira es de tipo
humoral, dada por el lipopolisacarido (LPS), el cual es el mayor antigeno de
superficie en este microorganismo. Las variaciones en las cadenas de
carbohidratos del LPS son las responsables de la diversidad antigénica observada
entre las cepas de leptospiras patogenas; asi, la inmunidad esta dada
principalmente por dicho antigeno, el cual es especifico de serovariedad. Las
bacterinas actuales consisten en cepas muertas de leptospiras, las cuales inducen
la produccién de anticuerpos contra los carbohidratos de esta cadena de LPS
(Guerreiro et al., 2001; Kiozumi y Watanabe, 2005).

En la actualidad, la busqueda e identificacion de proteinas conservadas de la
membrana externa y que puedan generar una proteccion cruzada entre las
diferentes serovariedades de Leptospira es el centro de atencidbn de las

investigaciones (Guerreiro et al., 2001; Cullen et al., 2003).



2. JUSTIFICACION

Las proteinas del sistema de secrecion tipo 2 (T2S) estan codificadas por
aproximadamente 14 a 17 genes denominados con las siglas gsp, que aparecen
organizados como un operon. Las proteinas que forman el T2S, son las
encargadas del transporte de proteinas a través de la membrana externa de las
bacterias Gram negativas, dentro de las cuales se incluyen proteasas, lipasas,

fosfolipasas y toxinas. (Sandkvist, 2001).

Evidencias genéticas demostraron la existencia de genes que codifican para
proteinas del T2S en Leptospira (Flores Popoca, 2006; Mena Bafuelos, 2006;
Rodriguez Reyes, 2008), pero su existencia y organizacion genética no ha sido
evidenciada en la serovariedad Canicola. La comparacion de los loci gsp de dos
variantes de la serovariedad Canicola que incluyen: a) La cepa de referencia Hond
Utrecht IV no virulenta y b) Un aislado virulento de perros, la cepa LOCaS 46,
pudieran mostrar indicios sobre la conservaciéon de este importante sistema de

secrecion en relacion con la virulencia.



3. HIPOTESIS

La serovariedad Canicola cepas Hond Utrecht IV (referencia) y LOCaS 46
(GrlLLep) podrian presentar una organizacioén genética similar en sus genes gsp a
las que presentan las serovariedades Lai y Copenhageni y sus genes estar

conservados entre si.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general.

Describir y comparar la organizacion genética de los loci gsp entre las cepas Hond
Utrecht IV y LOCaS 46 de la serovariedad Canicola.

4.2. Objetivos especificos.

4.2.1. Secuenciacion de los genes de los loci gsp de las cepas Hond Utrech IV y

LOCaS 46 de la serovariedad Canicola

4.2.2. Comparar y analizar in silico las secuencias de los genes gsp de dichas

cepas con las de las serovariedades Lai, Copenhageni, Hardjobovis y Patoc.






5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Cultivo.

La serovariedad Canicola cepa de referencia Hond Ultrecht IV y un aislado canino
virulento para el hamster (DL50=<10) cepa LOCas 46 (Castillo Sanchez, 2008),
fueron cultivadas por separado en 100 ml de medio EMJH (Apéndice 1),
suplementado con 1% de albumina sérica bovina fracciéon V e incubadas a 30 C
por un lapso de 7 a 10 dias hasta alcanzar un desarrollo de 0.5 de turbidez segun
el nefeldémetro de McFarland, lo cual equivale aproximadamente a 10°

leptospiras/ml de cultivo.
5.2. Extraccion de ADN genémico.

Se realizé por medio del método de tiocianato de guanidina (Pitcher et al, 1991).
Brevemente, el cultivo de leptospiras se concentré por medio de centrifugacion a
10,000 xg por 10 min a 4 C. Posteriormente, se decantoé el sobrenadante y se
agregaron 275 pl de solucion de lisis (tiocianato de guanidina® 5M, EDTA 0.1 M,
Sarcosil® 0.5%) a la pastilla bacteriana, se mezclé con la solucién de lisis en el
agitador tipo vortex durante 10 minutos. Se agregaron 125 pl de solucién al 7.4 M
de acetato de amonio® y se mezclé invirtiendo el tubo de 5 a 10 veces; colocando
en hielo durante 10 minutos. Pasado este tiempo, se agregaron 250 ul de
cloroformo*-alcohol isoamilico® (24:1) y se mezcld nuevamente en el vortex
durante 5 min. Una vez mezclado, el contenido se transfirio a un tubo Eppendorf
estéril con capacidad de 1.5 ml y se centrifugé a 13,000 xg durante 5 minutos;

después se tomo el sobrenadante (fase acuosa) y se repitié el paso anterior.

! Sigma-Aldrich, EUA.

2 Signa-Aldrich, EUA.

% J.T Baker, EUA.

*J.T Baker, EUA.
®Baker Analyzed, EUA.



Al volver a tomar el sobrenadante se agregaron 750 ul de etanol al 100%, se
centrifugd a13,000 xg durante 10 min y se decantd el sobrenadante.
Posteriormente, se lavo el ADN con 1 ml de etanol al 70% y se repitidé la
centrifugacion a 13,000 xg por 10 min. Para finalizar, se dejé secar el ADN a
temperatura ambiente y se resuspendi6 con 100 ul de agua desionizada estéril. La

muestra se conservo en refrigeracion o congelacion hasta su uso.

La extraccidén se corrobord por medio de electroforesis en gel de agarosa6 al 1%
tefiido con una solucién de bromuro de etidio” (0.1 pg/ml) y se expuso a luz
ultravioleta para la visualizacion del material genético y su registro fotografico

electrénico (Figuras 5y 6).

Figura 5. Gel de agarosa tefiido con bromuro de Figura 6. Gel de agarosa tefiido con bromuro de
etidio, DNA genémico de la cepa Hond Utrecht IV. etidio, DNA gendmico de la cepa LOCaS 46.

En el carril 1 se observa el marcador de peso En el carril 1 se observa el marcador de peso
molecular 1Kb plus, en el carril 2, 3 y 4 se molecular 1Kb plus, en el carril 2 y 3 se observa
observa el material genético el material genético.

Glnvitrogen, EUA.
” Gilbco BRL, EUA.



5.3 Concentracion de ADN.

La concentracion de ADN de Ileptospira se determind por medio de
espectrofotometria (Espectrofotometro Ultrospec 3000 UV/Visible) con una
absorbancia de 260 nm. En una cubeta de cuarzo se realizé una dilucion 1/1000
del material genético con agua bidestilada estéril y se siguidé la siguiente férmula

para obtener la concentracion en ug/ml.

(lectura de la absorbancia a 260 nm) * (factor del espectofotometro = 50) * (factor de dilucién del ADN)

5.4 Sintesis de iniciadores.

Con la finalidad de amplificar el locus gsp de las cepas Hond Utrecht IV y LOCaS
46 se disenaron iniciadores con una longitud de 18 pares de bases (pb) para lo
cual se tomé como referencia la secuencia de dicho locus de Leptospira
interrogans serovariedad Copenhageni cepa Fiocruz (Nascimento et al., 2004), ya
que esta serovariedad y las estudiadas pertenecen a la misma especie. Los
iniciadores se sintetizaron en el Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad

Nacional Auténoma de México ubicado en Cuernavaca, Morelos (Apéndice 2).

5.5 Reaccién en cadena de la polimerasa.

El proceso de esta técnica consistido en una sintesis continua y bidireccional, por
medio de extension de iniciadores de una region de ADN especifica (Dieffenbach,

2003). La reaccion consta de 3 etapas:

Desnaturalizacion: Se llevé a cabo por el calentamiento del ADN blanco a 94 C
favoreciendo asi, el rompimiento de los puentes de hidrogeno que unen las bases
del ADN.

Alineamiento: Consiste en la unidon de los iniciadores al ADN molde a
temperaturas que fueron de los 48 C a 56 C para los iniciadores disefiados.



Extension: Dada por la Taq polimerasa a la temperatura 6ptima de 72 C. Para
esta fase, se tuvo como molde el ADN de las dos cepas en estudio. Las
reacciones se realizaron en un termociclador Termo PCR Sprint Therman Cycler
en volumenes de 50 pl, utilizando 2 unidades de la enzima Taq DNA Polimerasa’
en cada mezcla, 1 ul de una mezcla 10 mM de dNTPs', 2.5 ul de solucién
amortiguadora para PCR (10X)", 4 pl de una solucién de 25 Mm MgCl'y 1 ul de
cada iniciador con una concentracion aproximada de 10 pmol. Los productos de la

reaccion fueron evaluados en gel de agarosa al 1% para su posterior precipitacion.
5.6 Precipitacion de ADN.

Para un volumen de 45 pul de reaccion de PCR se agregaron 10 — 12 ul de cloruro
de sodio? (NaCl) 4M; 50 — 56 pl de una solucién al 13% polietilenglicol (PEG
80003), se mezcld e incubd en hielo durante 20 min. Posteriormente, se centrifugd
a 8,000 xg a 4 C durante 20 minutos. Se decanté y limpid el precipitado con etanol
70% frio y se centrifugd nuevamente. Seguido a este paso, se decantd
nuevamente, se seco el precipitado a temperatura ambiente y se disolvié el DNA
precipitado con 25 ul de agua bidestilada esterilizada por autoclave (Sambrook
and Rosell, 2001).

"Roche Applied Science, Alemania
2 Golden Bell, EUA
% J.T Baker, EUA



5.7 Secuenciacion.

Los productos de la PCR fueron enviados a la Unidad de Secuenciacién del

Instituto de Biotecnologia de la UNAM ubicado en Cuernavaca Morelos.

5.8 Analisis in silico.

Los resultados de las secuencias generadas fueron alineados y analizados con el
programa Sequencher 4.5. Posteriormente, el locus gsp fue analizado con el
programa Basic Local Alignment Search Tool (blast-n) del National Center for

Biotechnology Information (NCBI).

Se realizé un analisis de cada uno de los genes que componen el locus gsp
describiendo el numero de pares de bases que lo conforman, numero de
aminoacidos, funciéon de la proteina codificada, punto isoeléctrico, peso molecular,
asi como una comparacién entre las cepas de estudio asi como con las
serovariedades Lai, Copenhageni, Hardjobovis, Patoc y otro microorganismo

Gram negativo como E.coli, Vibrio y Pseudomonas.



6. RESULTADOS

6.1 Cultivo.

Cada serovariedad se cultivo en 100 ml de Medio liquido EMJH a 30 C durante
15 dias hasta que se alcanzé la turbidez de 0.5 segun el nefeldbmetro de
McFarland y se procedio a realizar la extraccion de ADN. Todos los dias se
revisaban los cultivos para corroborar el desarrollo bacteriano asi como para

verificar que no existiera contaminacion del cultivo.

6.2 Concentracion de ADN.

Después de aplicar el método de tiocianato de guanidina (Figura 7) para la
obtencién de ADN, ambas cepas se diluyeron en agua bidestilada estéril
1/1000, en el espectrofotdmetro se observé una concentraciéon de 0.013ug a
una longitud de onda de 260nm, el factor es constante, y en este caso es de
50. Por lo tanto:

(0.013) (50) (1000) = 650ug/1000pI = 0.65ug/ul
Asi, en este caso la concentracion de ADN es de 0.65ug por cada pl de

muestra.

colocaron 3 pl de MPM 1Kb plus (1pg/ul). Carril 2,
3ul de ADN gendmico de la cepa Hond Utrecht IV.
Carril 3. 3 ul de ADN aenomico de la cepa LOCaS



6.3 PCR.

Para esta técnica se amplificaron 21 productos de PCR de aproximadamente
1.5 kb secuenciados en el Instituto de Biotecnologia, UNAM (Apéndice 3).
Cada uno los cuales se alinearon y empalmaron 42 lecturas totales con el
programa Sequencher 4.5 para su posterior analisis in silico (Apéndice 4). La
visualizacion de los productos amplificados se corrobord por electroforesis en

gel de agarosa tefido con bromuro de etidio (Figura 8).

Figura 8. Observacion de productos de PCR En el
carrii 1 se colocaron 3 pl de MPM 1Kb plus
(Tpg/ul). Carril 2: 3pyl de producto de PCR,
amplificacion de 1.5 kb del gen gspD cepa Hond
Utrecht IV. Carril 3: 3ul de producto de PCR,
amplificacion de 1.5kb del gen gspD cepa
LOCaS46

6.4 Analisis in silico.

Al realizar un analisis de los genes gsp, se determind que el locus gsp tiene
una longitud de 15,346 pb, conformado por 17 genes, los cuales se describen a

continuacion.



gspA

Es el primer componente del locus gsp; lo conforman 375 pb, las cuales
codifican para una proteina de 124 aa, con un punto isoeléctrico de 5.31 y un

peso molecular de 30.7 kD.

gspB

Este gen es el segundo componente del locus gsp, consta de 1,011 pb, las
cuales codifican para un producto de 336 aa, la proteina esta clasificada como
una peptidasa con un punto isoeléctrico de 5.11 y un peso molecular de 83.7
kD.

gspC

El gen gspC es el tercero del locus gsp; se encuentra conformado por 909 pb
que codifica para un producto de 302 aa con un punto isoeléctrico de 74409.1 y

un peso molecular de 5.14 kD.

gspD

Es el cuarto gen que compone el locus gsp, consta de 1,791 pb que codifica
para un producto de 596 aa, presenta un punto isoeléctrico de 5.00 y un peso

molecular de 63kD.

gspE

Es el quinto elemento que forma el locus gsp, consta de 1674 pb, las cuales
codifican para un producto de 557 aa; dicho producto se conoce como la
proteina GspE con un punto isoeléctrico de 4.92 y un peso molecular de
139.2kD.



gspF

Es el sexto gen del locus gsp, esta constituido por 1227 pb que codifican para
un producto de 408 aa. La proteina presenta un punto isoeléctrico de 5.08 y un

peso molecular de 101.5 kD.

gspG

Es el séptimo componente del locus gsp, lo componen 477 pb que codifican
para un producto de 158 aa. La proteina presenta un punto isoeléctrico de 5.07

y un peso molecular de 38.9 kD

gspH

Es el octavo gen que compone el locus gsp, esta formado por 570 pb que
codifican para un producto de 189 aa. La proteina H presenta un punto

isoeléctrico de 5.22 y un peso molecular de 47.3 kD.

gspl

Es el noveno gen gsp, que consta de 537 pb, las cuales codifican para un
producto de 178 aa. Esta proteina presente un punto isoeléctrico de 5.22 y un

peso molecular de 44 kD.

gspJd

Es el décimo gen del locus gsp, esta formado por 645 pb que codifican para un
producto de 214 aa. La proteina presenta un punto isoeléctrico de 5.21 y un

peso molecular de 53.3 kD.

gspK

Es el gen once del locus gsp, compuesto por 1176 pb, las cuales codifican para
un producto de 391 aa. Esta proteina presenta un punto isoeléctrico de 5.00 y

un peso molecular de 96.5 kD.



Espl

Es el doceavo gen que compone el locus gsp, esta formado por 1623 pb, que
codifican para un producto de 540 pb, con un punto isoeléctrico de 5.05 y un

peso molecular de 134.7 kD.

gspM

Es el treceavo componente del locus gsp, consta de 528 pares de bases que
codifican para un producto de 175 aa, con un punto isoeléctrico de 5.26 y un

peso molecular de 42.9 kD.

gspN

Es el gen numero 14 del locus gsp, formado por 942 pb que codifican para un
producto de 313 aa, tiene un punto isoeléctrico de 5.15 y un peso molecular de
78 kD.

gspO

Es el componente 15 del locus gsp, esto en las serovariedades Lai,
Copenhageni y las cepas Hond Utrecht IV y LOCaS 46, ya que en la
serovariedad Hardjobovis y Patoc sélo esta compuesto por 14 genes. Este gen
esta conformado por 744 pb que codifican para un producto de 247aa con un

punto isoeléctrico de 5.18 y un peso molecular de 61.5 kD.

gspP

Es el penultimo gen que compone el locus gsp, consta de 228 pb que codifica
para un producto de 76 aa con un punto isoeléctrico de 5.15 y un peso
molecular de 19.3 kD.



gspQ

Es el ultimo gen que compone el locus gsp, conformado por 267 pb que
codifican para un producto de 89 aa con un punto isoeléctrico de 5.39 y un

peso molecular de 21.9 kD.

Al realizar las comparaciones entre ambas cepas mostraron una identidad del
99% entre si, al igual que con las SVs Copenhageni y Lai, del 89% con la SV
Hardjobovis y 75% con la serovariedad Patoc. Al realizar los alineamientos de
las 2 cepas a estudiar se realizaron comparaciones con el programa blast-n de
cada gen con las serovariedades Copenhageni, Lai, Hardjobovis, Patoc y otro
microorganismo Gram negativo. A continuacién se mencionan las identidades
encontradas entre las cepas estudiadas y otro microorganismo Gram negativo
(Cuadro 6), asi mismo en los cuadros 7, 8, 9 y 10 se muestran las identidades

observadas de pb y aa con otras serovariedades de Leptospira.



Identidad entre cepas
Gen Hond Utrecht IV y Microorganismo Gram negativo
LOCaS 46
gspA 99% E.coli: 22%
gspB 100% E.coli: 25%
gspC 99% E.coli: 27%
gspD 100% E.coli41% | 33% | 38% | 36% | 40% | 31% | 66%
gspE 99% E.coli: 43%
gspF 100% Pseudomonas sp: 29%
gspG 99% Pseudomonas aeruginosa: 51%
gspH 99% Vibrio fischeri: 34%
gspl 99% Pseudomonas fluorescens: 33%
gspJ 100% Vibrio sp: 24%
gspK 99% E.coli: 27%
gspL 99% E.coli: 22%
gspM 99% E.coli: 31%
gspN 100% Vibrio sp: 23%
gspO 99% Sin identidad
gspP 99% Sin identidad
gspQ 99% Sin identidad

Cuadro 6. Identidades realizadas entre las cepas Hond Utrecht IV,
LOCaS 46 y un microorganismo Gram negativo con el programa blast-n




Gen | Copenhageni Lai Hardjobovis Patoc
Blast-n Blast-n Blast-n Blast-n

gspA | 99% | 99% |98% | 99% | 86% | 82% S/l

gspB 99% 99% 83% S/l

gspC 98% 98% 81% 76%

gspD 99% 99% 82% 75% | 75% | 87% [ 72%

gspE 99% 99% 84% 73%

gspF 98% 98% 83% 77% | 80% | 77%

gspG 98% 98% 85% S/l

gspH 98% 99% 83% S/l

gspl! 99% 98% 83% S/l

gspJ 99% 99% 81% 81%

gspK 99% 99% 83% 79% | 76%

gspL | 99% | 99% [99% | 99% 80% S/l

gspM 99% 99% 82% S/l

gspN 99% 99% 82% 81%

gspO 99% 99% S/ S/l

gspP 99% 99% S/ S/l

gspQ 99% 99% S/l S/l

Cuadro 7. Porcentajes de identidad de pares de bases de la cepa Hond Utrecht IV
con serovariedades de Leptospira

S/I: Sin Identidad




Gen | Copenhageni Lai | Hardjobovis Patoc
Blast-n Blast-n Blast-n Blast-n

gspA | 99% | 99% [98% |99% | 86% | 82% S/

gspB 99% 99% 83% S/

gspC 98% 98% 82% 76%

gspD 99% 99% 82% 75% | 75% | 87% | 72%

gspE 99% 99% 84% 73%

gspF 98% 98% 83% 77% | 80% | 77%

gspG 98% 97% 85% S/

gspH 98% 98% 83% S/

gsp! 99% 98% 83% S/

gspJ 99% 99% 81% 81%

gspK 99% 99% 83% 79% | 76%

gspL | 99% | 99% | 99% | 99% 81% S/

gspM 99% 99% 83% S/

gspN 99% 99% 82% 81%

gspO 99% 99% S/ S/

gspP 99% 99% S/ S/

gspQ 99% 99% S/l S/l

Cuadro 8. Porcentajes de identidad de pares de bases de la cepa LOCaS 46 con
serovariedades de Leptospira

S/I: Sin Identidad




Proteina Copenhageni Lai | Hardjobivis | Patoc
Blast-n Blast-n Blast-n Blast-n

GspA 100% 99% 90% 39%
GspB 99% 99% 88% 44%
GspC 99% 99% 86% 52%
GspD 99% 99% 92% 62%
GspE 99% 99% 94% 71%
GspF 99% 99% 95% 65%
GspG 98% 98% 96% 48%
GspH 100% 99% 91% 31%
Gspl 98% 98% 88% 48%
Gspd 99% 99% 87% 56%
GspK 99% 99% 89% 66%
GspL 99% 99% 87% 43%
GspM 100% 100% 91% 49%
GspN 100% 100% 87% 33%
GspO 99% 99% S/ S/

GspP 99% 99% S/ S/

GspQ 99% 99% S/ S/

serovariedades de Leptospira

S/I: Sin Identidad

Cuadro 9. Porcentajes de identidad de aminoacidos de la cepa Hond Utrecht IV con
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Proteina Copenhageni | Lai Hardjobovis | Patoc
Blast-n Blast-n Blast-n Blast-n

GspA 100% 99% 90% 39%
GspB 99% 99% 88% 44%
GspC 99% 99% 86% 52%
GspD 99% 99% 92% 62%
GspE 99% 99% 94% 71%
GspF 99% 99% 95% 65%
GspG 97% 97% 95% 47%
GspH 100% 99% 91% 31%
Gspl 98% 98% 88% 48%
GspJ 99% 99% 87% 56%
GSpK 99% 99% 89% 66%
GspL 99% 99% 87% 43%
GspM 100% 100% 91% 49%
GspN 100% 100% 87% 33%
GspO 99% 99% S/l S/l

GspP 99% 99% S/l S/l

GspQ 99% 99% S/l S/l

Cuadro 10. Porcentajes de identidad de aminoacidos de la cepa LOCaS 46 con
serovariedades de Leptospira

S/I: Sin Identidad



7. DISCUSION

La obtencién del genoma completo de la especie patdgena Leptospira interrogans
serovariedades Copenhageni cepa Fiocruz (Nascimento et al., 2004), Lai cepa
56601 (Ren et al., 2003) y Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjobovis
cepa L550 (Bulach et al., 2006), asi como de la especie saprofita Leptospira
biflexa serovariedad Patoc cepa Patoc 1 (Picardeu et al., 2008); son importantes
herramientas de investigacion para el avance de los estudios y entendimiento
sobre las propiedades antigénicas, las bases patogénicas y otras propiedades de

este género bacteriano.

En este trabajo se obtuvo la secuencia completa del locus gsp de Leptospira
interrogans serovaredad Canicola cepas Hond Utrecht IV y LOCaS 46, el cual
codifica para las proteinas pertenecientes al Sistema de Secrecion Tipo 2. Asi
mismo, se realizé un estudio comparativo con las serovaredades Copenhageni,
Lai, Hardjobovis y Patoc para determinar la organizacion genética de este grupo

de genes.

Se ha reportado la existencia de este locus en varios géneros bacterianos, entre
los cuales se pueden mencionar Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Vibrio
cholerae, Pseudomonas aeruginosa, entre otras; en donde la translocacion de
proteinas a través del Sistema de Secrecion Tipo 2 requiere de 12 a 16 proteinas
codificadas por el locus gsp, dependiendo de la especie (Johnson et al., 2006,
Sandkvist, 2001).

En Leptospira interrogans serovareidad Canicola cepas Hond Utrecht IV y LOCaS
46, el locus gsp esta conformado por 17 genes al igual que la serovariead
Copenhageni y Lai, mientras que en las serovareidades Patoc y Hardjobovis este

locus solo esta conformado por 14 genes.

La proteina GspA es un componente de la membrana interna identificada como
una lipoproteina en las serovariedades Lai, Copenhageni, Hardjobovis y Patoc
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(Ren et al., 2003; Nascimento et al., 2004; Bulach et al., 2006; Picardeau et al.,
2008). La proteina GspA, tiene cierta actividad de ATPasa, y s6lo se ha detectado
en Escherichia coli y A. hydrophila (exeA) (Condemine and Shevchik, 2000). Ahora
se sabe que el género Leptospira también presenta este gen que conforma el T2S.
Cabe senalar que GspA junto con la proteina GspB forman un complejo

indispensable para que se lleve a cabo la secrecidn por este sistema.

La paroteina GspB se encuentra anclada a la membrana interna y en contacto con
la secretina GspD, sirviendo también como soporte y estabilizacion y buen
funcionamiento de las proteinas que componen al T2S (Condemine and Shevchik,
2000; Sandkvist, 2001). En Erwinia chrysanthemi se sugiere que esta proteina
regula la secrecion por medio del paso de energia junto con GspA, para asi

ayudar a abrir el poro de secrecién (Howard et al., 1996).

La proteina GspC del T2S interactia con membranas tanto de la membrana
interna como de la membrana externa, esta interaccidon se cree puede estar
involucrada en el paso de energia para la exportacion de las proteinas entre gspS
y gspD, asi como en el reconocimiento del sustrato y la formacion de un puente
entre la membrana interna y la membrana externa (Johnson et al., 1999; Possot et
al., 1999 Sandkvist, 2001).

En Vibrio cholerae, se ha estudiado esta proteina asi como su estructura
tridimensional y se reporta la presencia de 2 dominios, el dominio HR, el cual es el
responsable de la interaccion con la secretina GspD, y la region PDZ, la cual se

cree interactua con las proteinas que se van a secretar (Korotkov et al.,2006).

La proteina GspD forma parte de la familia de las secretinas y se encuentra
anclada en la membrana externa en forma de anillo compuesto por 12 estructuras
con un diametro interno de 7.6nm (Nowen et al., 1999). Se encuentra conservada
entre los diferentes sistemas tipo 2, el cual también es un componente del T3S y
del proceso de polimerizacion del Pili tipo IV (Sankvist, 2001; Lee and
Schneewind, 2001).

13



La insercion de la secretina en la membrana externa depende de la interaccion
con la lipoproteina GspS especificamente en los aminoacidos 62 C- terminal
interviniendo también en la inhibicion de la degradacion proteolitica; se ha
propuesto que GspS tambien puede ser parte del complejo de la secretina. Nowen
et al., 1999). También se sugiere que GspD interviene de manera directa en el
reconocimiento del sustrato por medio del dominio N-terminal (Shevchik et al.,
1997).

GspE es una proteina catalogada como una ATPasa, se encuentra en 2 formas,
una asociada a la membrana citoplasmatica y otra en el citoplasma; la forma
asociada a la membrana se encuentra interaccionando directamente con la
proteina GspL en el dominio N-terminal, esta interaccion se ha reportado
incrementa la actividad de hidrélisis de ATP en Xanthomonas campestris
(Sandkvist, 2001; Shiue et al, 2006). En Vibrio cholerae también se ha
demostrado esta interaccion, la cual es fundamental para la translocacion de
toxinas a través de la membrana externa (Sandkvist et al., 1995). La proteina
GspE se encuentra en el citoplasma en forma de mondémero y una vez que se una
al ATP se une a GspL en la membrana citoplasmatica, esta unién permite la
fosforilaciéon del ATP asi como la estabilizacion de los componentes del T2S
(Shiue et al., 2006).

Estudios hechos con Erwinia chrysanthemi muestran que GspF es una proteina
que se encuentra anclada a la membrana citoplasmatica con un dominio N-
terminal citoplasmatico seguido de una pequefia asa citoplasmatica y un largo
dominio C-terminal citoplasmatico. La proteina GspF se encuentra relacionada con
GspE, GspL y GspM formando una plataforma, la cual presumiblemente es usada
para el ensamblaje de otros componentes del T2S (Py et al., 2001).
Recientemente Abendroth et al., publicaron la estructura tridimensional de los

dominios citoplasmaticos de GspF en Vibrio cholerae.

Las proteinas GspG, H, |, J, K son similares a las subunidades estructurales del
pili tipo IV llamadas pilinas, por lo que se han denominado seudopilinas. Estos
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componenetes son esenciales para la translocacion de proteinas del periplasma al
espacio extracelular dado por el T2S en bacterias Gram negativas (Nien-Tai et al.,
2002). Estas proteinas se ensamblan para formar una estructura que se propone
es la que conecta a la membrana citoplasmatica con la superficie celular, asi como
la responsable de conducir las proteinas a través de la secretina GspD, actuando
como un piston que empuja las proteinas a través de la secretina; la proteina
GspG es el componente mayoritario de este complejo; estos estudios se han
realizado en Klebsiella oxytoca, Xanthomonas campestres y Vibrio cholerae. El
modelo del piston fue propuesto por primera vez por Hobbs y Mattick en 1993
(Nien-Tai et al., 2002; Yanez et al., 2008).

GspL es una proteina forma parte de la plataforma formada por las proteinas E, F
y M localizadas en la membrana interna, interactua directamente con la ATPasa
GspE en su dominio N-terminal (Sandkvist et al., 1995; Py et al., 1999).

Se ha demostrado que en Xanthomonas campestres, Vibrio cholerae y Erwinia
chrysanthemi la funcién principal de esta proteina es estimular la hidrélisis de ATP
por medio de la proteina GspE (Sandkvist et al., 1995; Shiue et al., 2002; Py et al.,
2001).

Se demostr6 que en Xanthomonas campestres, Vibrio cholerae, GspM se
encuentra localizada en la membrana interna formando parte de la plataforma
junto con las proteinas GsPL, E y F, esta proteina es la encargada de regular la
secrecion extracelular comunicando la informacion de hidrdlisis de ATP entre la

membrana interna y la secretina GspD (Py, et al., 2001; Sandkvist, 2001).

GspN es otro componente de la membrana interna y en contacto con la Proteina
My la secretina GspD (Sandkvist, 2001).

15



GspO es una proteina situada en la membrana interna y su funcién es procesar a
las proteinas GspG, H, |, J y K para formar una estructura en forma de pilus y cuyo

componente mayoritario GspG.

No se ha reportado la funcién de GspP, sin embargo forma parte de este
importante grupo de proteinas que componen el T2S, de igual forma se desconoce
la funcion de GspQ en el funcionamiento del T2S, se muestra como una proteina

hipotética perteneciente al locus gsp.
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8. CONCLUSIONES

Con lo anterior se concluye que existe una diferencia significativa entre las cepas
patdogenas y apatdgenas, en el caso de la serovariedad Hardjobovis, a pesar de
ser patdgena, muestra un decremento en su porcentaje de identidad y se cree que
s debido a la pérdida de material genético que ha sufrido durante su evolucién asi

como el hecho de que pertenece a la especie borgpetersenii.

En cuanto a las cepas Hond Utrecht IV y LOCaS 46 los 17 genes que componen
el locus gsp se encuentran altamente conservados debido a que pertenecen a la

especie interrogans.
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APENDICE 1

Medio de cultivo Ellinghausen-McCullough modificado por Johnson y
Harrison (EMJH)

Para 1 litro:

Base.
En 800ml de agua destilada estéril, agregar:

1.0 gr de fosfato de sodio (NaHPO,)

0.3 gr de fosfato monopotasico (KH2PO4)

1.0 gr de cloruro de sodio (NaCl)

1.0 ml de cloruro de amonio (NH4CI) (2.5gr/10ml)
1.0 ml de piruvato de sodio (1.0gr/10ml)

1.0 ml de glicerina 10% (1.0ml/10ml)

Solucién Albumina y Tween 80.

0.7 ml de cloruro de calcio (CaCl) (0.15gr/10ml)

1.0 ml de sulfato de zinc (ZnSO4) (0.04gr/10ml)

1.0 ml de sulfato de manganeso (MnSQOy) (0.01gr/10ml)
1.0 ml de tiamina (0.05gr/10ml)

0.7 ml de cloruro de magnesio (MgCl) (0.15gr/10ml)
0.5 ml de glicerol 20% (2.0ml/10ml)

0.2 ml de cianocobalamina (Vit. B12) (0.02gr/10ml)

0.1 ml de sulfato de cobre (CuSQO4) (0.03gr/10ml)

0.2 gr de piruvato de sodio (CH3COCO,Na)

0.1 gr de acetato de sodio (CH3COONa)

Soluciéon Tween 80 y Sulfato ferroso.

60 ml de agua destilada estéril
0.01 gr de sulfato ferroso (FeSOy)
1.25 ml de Tween 80

Nota: Antes de adicionar la solucion Tween 80 y Sulfato Ferroso, anadir
10.0 gr de Albumina Sérica Bovina fraccién 5 (ABS V) y dejar que se
disuelva completamente.

Ajustar el pH a 7.2 — 7.4 y filtrar de manera no estéril con prefiltro de 0.65 uym,
0.45 uymy 0.22 ym.

Filtrar en la campana de extraccion con filtro de 0.22 ym. Dejar en prueba de
esterilidad por 2 dias en estufa a 37°C.



APENDICE 2

Lista de iniciadores utilizados para la PCR

Clave Orientaciéon Composicion nucleotidica 5°- 3~ pb
MILL2464 A TGATTC GTA AAG ACG CGG 18
MILL2465 R TTACCATTG ATC AAC GCG 18
BAP2377 A GAG TCG TAT CCT TTG CCG 18
BAP2367 R TCT TTATGG CCA ACC GCC 18
MILL2468 A AGA AGC TCAGAATTT GCG 18
MILL2469 A GAA AGA AAG CCT CCA CCG 18
MILL2470 R TTT CGT TGA CCG CTT GGG 18
BAP2380 R GAA GTA ATC AGA TAG GGC 18
BAP2379 A AAC GGATCG TAATGA GGC 18
BAP2369 R ATC AAA AGA CCC ATAACC 18
BAP2402 A ACT TCG GAACTAGAG TCC 18
BAP2401 R AGT TCC TGA ATC TGA GGG 18
MILL2471 A AGT TTC CGT CTC TCG TCG 18
MILL2472 R TTT AAAGTT TGT GCC GCG 18
MILL2473 A TCC GGA AAG GAT TTA CCC 18
MILL2474 R TCC AGT AAA GAT AAC GCC 18
BAP2381 A GTT ACG ATC AAA TAT CCC 18
BAP2371 R ACT TGA CCA ACC GCT ACG 18
BAP2398 R TTT TCT CGT TTG ATA CCG 18
MILL2475 A AAC TCT TGC GTT TCC TGG 18
MILL2476 R GTATTC GTT CCATAATCG 18
BAP2397 A AAG AGT CAA AAC CAA AGG 18
BAP2396 R AAATTC GTT CAC TCT TCC 18
MILL2477 A TCT AAC GGA TCA GAT CGC 18
MILL2478 R TCAGCG CAGTTT CTT CCG 18
MILL2464 A TGATTC GTA AAG ACG CGG 18
MILL2465 R TTACCATTG ATC AAC GCG 18
BAP2377 A GAG TCG TAT CCT TTG CCG 18
BAP2367 R TCT TTATGG CCA ACC GCC 18
MILL2468 A AGA AGC TCAGAATTT GCG 18
MILL2469 A GAA AGA AAG CCT CCA CCG 18
MILL2470 R TTT CGT TGA CCG CTT GGG 18
MILL2466 A TAATAC ATCTTC TGC CGC 18
BAP2380 R GAA GTA ATC AGA TAG GGC 18
BAP2371 R ACT TGA CCA ACC GCT ACG 18
MILL2474 R TCC AGT AAA GAT AAC GCC 18
BAP2381 A GTT ACG ATC AAA TAT CCC 18
BAP2371 R ACT TGA CCA ACC GCT ACG 18
MILL2475 A AAC TCT TGC GTT TCC TGG 18
MILL2476 R GTATTC GTT CCATAATCG 18
BAP2397 A AAG AGT CAA AAC CAA AGG 18
BAP2396 R AAATTC GTT CAC TCT TCC 18

MAL: Marco Abierto de Lectura
MILL: Microbiologia e Inmunologia. Leptospira y Leptospirosis
BAP: Ben Adler Project




APENDICE 3

Secuencias obtenidas de los genes de los loci gsp de Leptospira
interrogans serovariedad Canicola cepas LOCas46 y Hond Utrecht IV

gspA

LOCaS 46
ATGTTTCGTATTGCCGTTTTCCTGCTTCCCTCAGTTTTTATTTTTCTGGCAGGTTGCGGTAACAGATTGA
TTCGTAAAGACGCGGTRGCTCAGATTAATGAGCATTATTCGGAAAAAATTTATTACCTAACAAAAGATAA
AAAGGTTTCTAATACAGAAACCTTTAAGAAAGGGATGCTCGTTCGGATTTACGTGGAATCAACTCCTTCG
ATGGTGAAAATTAAATGTTACCCTGCGGATCATAAAAGAGAATACGCCATCGGAAGAATGATCCTTTATC
AATTGAATGACGAATATAGCGGTAAAAAAATTACTGTAGAAGATTTGGATAAACTTATAGCCAATGAACT
TGTGGAATACAAAAAGAAAAAATAA

MFRIAVFLLPSVFIFLAGCGNRLIRKDAVAQINEHYSEKIYYLTKDKKVSNTETFKKGMLVRIYVESTPS
MVKIKCYPADHKREYAIGRMILYQLNDEYSGKKITVEDLDKLIANELVEYKKKK

Hond Utrecht IV
ATGTTTCGTATTGCCGTTTTCCTGCTTCCCTCAGTTTTTATTTTTCTGGCAGGTTGCGGTAACAGATTGA
TTCGTAAAGACGCGGTRGCTCAGATTAATGAGCATTATTCGGAAAAAATTTATTACCTAACAAAAGATAA
AAAGGTTTCTAATACAGAAACCTTTAARAAAGGGATGCTCGTTCGGATTTACGTGGAATCRACTCCTTCG
ATGGTGAAAATTAAATGTTACCCTGCGGATCATAAAAGAGAATACGCCATCGGAAGAATGATCCTTTATC
AATTGAATGACGAATATAGCGGTAAAAAAATTACTGTAGAAGATTTGGATAAACTTATAGCCAATGAACT
TGTGGAATACAAAAAGAAAAAATAA

MFRIAVFLLPSVFIFLAGCGNRLIRKDAVAQINEHYSEKIYYLTKDKKVSNTETFKKGMLVRIYVESTPS
MVKIKCYPADHKREYAIGRMILYQLNDEYSGKKITVEDLDKLIANELVEY

gspB

LOCaS 46
ATGAACTTGTGGAATACAAAAAGAAAAAATAAATCCTCGAGAAGTGGAGGATCAAGATCGGATGTATCTG
AATCCGATACTAAAAAAGTGAACGGGAAACTTTTTTTTATTTTTTTGATTTCCTACTTGGTGTTCGGTTC
TATTTTTGCGGACCCTCTGAAAAATTACGACGCAGAAATTTCAGAATATACCAATAAGGATTCTTCCTTT
TTTTCCGATAAGGAAGAACGTAAAATTAAACAACTATTTTCTCAATCTCCTGAAAATTGGCAGGAAGAAA
AATATTCTCTCAATTATCACAAAGACAAATCTAACTTAGAACTTCCCAGTTTTATCAATGTCAATAGGAT
TATCTCTTCTAAGATCGTTAACCACAGTGGAATCATATATAAAAATTATGTAGTCAAACCCAAGGATTCT
CTTTCTAAAATTGCAAGAGAAATGAAAACTTCGGTTCAAAAAATCGTTTCTGCCAACGGCTTGAAAAAGA
ATTCAACTCTTCAAGTGGGGCTGAATCTTTCCATTCCGGTGCAGGTTCGTAACGCGAGTCGAGAAAAAGT
AGAATTCCATAAATTATTTGTACATCCTGTTTTAAATGCAAGAGTCACTTCTCGTTATGGAAGAAGAAAA
GATCCGTTTCATACTGGTTCGGGTGGCTTYCATACCGGTTTGGATTTTGCTGGGGCTCAAGGCGCTCCGA
TCCTTGCGTCTGCCGATGGARTCGTATCCTTTGCCGGGGTGAACGGAGGATATGGAAATACTGTAATYAT
AGATCATGATAACGGCTATAAAACAATGTATGCTCACTGCTCTAAAATTACAATTGAACAGGGAACTAGA
GTGAGTACTGGAACGGTCATAGGTGCAATCGGCAGGACCGGGTCGGCTACGGGACCTCATCTTCATTTTG
AAGTCTTTTTAAATGGGAATAGAGTAAATCCAGACGTCGCTTTGAAAAAAGCGTTAAAGATTGTGACTCC
TTTAGACCCTGGTAAATTTGCTAGATTGTGA

MNLWNTKRKNKSSRSGGSRSDVSESDTKKVNGKLFEFIFLISYLVEGSIFADPLKNYDAEISEYTNKDSSFE
FSDKEERKIKQLFSQSPENWQEEKYSLNYHKDKSNLELPSFINVNRIISSKIVNHSGITIYKNYVVKPKDS
LSKIAREMKTSVQOKIVSANGLKKNSTLOQVGLNLSIPVQVRNASREKVEFHKLEFVHPVLNARVTSRYGRRK
DPFHTGSGGFHTGLDFAGAQGAPILASADGXVSFAGVNGGYGNTVIIDHDNGYKTMYAHCSKITIEQGTR
VSTGTVIGAIGRTGSATGPHLHFEVFLNGNRVNPDVALKKALKIVTPLDPGKFARL

Hond Utrecht IV

ATGAACTTGTGGAATACAAAAAGAAAAAATAAATCCTCGAGAAGTGGAGGATCAAGATCGGATGTATCTG
AATCCGATACTAAAAAAGTGAACGGGAAACTTTTTTTTATTTTTTTGATTTCCTACTTGGTGTTCGGTTC
TATTTTTGCGGACCCTCTGAAAAATTACGACGCAGAAATTTCAGAATATACCAATAAGGATTCTTCCTTT
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TTTTCCGATAAGGAAGAACGTAAAATTAAACAACTATTTTCTCAATCTCCTGAAAATTGGCAGGAAGAAA
AATATTCTCTCAATTATCACAAAGACAAATCTAACTTAGAACTTCCCAGTTTTATCAATGTCAATAGGAT
TATCTCTTCTAAGATCGTTAACCACAGTGGAATCATATATAAAAATTATGTAGTCAAACCCAAGGATTCT
CTTTCTAAAATTGCAAGAGAAATGAAAACTTCGGTTCAAAAAATCGTTTCTGCCAACGGCTTGAAAAAGA
ATTCAACTCTTCAAGTGGGGCTGAATCTTTCCATTCCGGTGCAGGTTCGTAACGCGAGTCGAGAAAAAGT
AGAATTCCATAAATTATTTGTACATCCTGTTTTAAATGCAAGAGTCACTTCTCGTTATGGAAGAAGAAAA
GATCCGTTTCATACTGGTTCGGGTGGCTTYCATACCGGTTTGGATTTTGCTGGGGCTCAAGGCGCTCCGA
TCCTTGCGTCTGCCGATGGARTCGTATCCTTTGCCGGGGTGAACGGAGGATATGGAAATACTGTAATYAT
AGATCATGATAACGGCTATAAAACAATGTATGCTCACTGCTCTAAAATTACAATTGAACAGGGAACTAGA
GTGAGTACTGGAACGGTCATAGGTGCAATCGGCAGGACCGGGTCGGCTACGGGACCTCATCTTCATTTTG
AAGTCTTTTTAAATGGGAATAGAGTAAATCCAGACGTCGCTTTGAAAAAAGCGTTAAAGATTGTGACTCC
TTTAGACCCTGGTAAATTTGCTAGATTGTGA

MNLWNTKRKNKSSRSGGSRSDVSESDTKKVNGKLFFIFLISYLVEGSIFADPLKNYDAEISEYTNKDSSF
FSDKEERKIKQLEFSQSPENWQEEKYSLNYHKDKSNLELPSFINVNRIISSKIVNHSGITIYKNYVVKPKDS
LSKIAREMKTSVQOKIVSANGLKKNSTLOQVGLNLSIPVQVRNASREKVEFHKLEFVHPVLNARVTSRYGRRK
DPFHTGSGGFHTGLDFAGAQGAPILASADGXVSFAGVNGGYGNTVIIDHDNGYKTMYAHCSKITIEQGTR
VSTGTVIGAIGRTGSATGPHLHFEVFLNGNRVNPDVALKKALKIVTPLDPGKFARL

gspC

LOCaS 46

ATGAACGCGATTTTTTTAGAACTCAGGAAAAATACATTTTATACTCTCATTCCAGTTATTTTATTTTTTT
CTTATTCACTTTCTTATCTTTTAAGAGCGGTGATTCTTGCCTTTTTGAATCCGAGTATTCAGGCCGCGAG
TTCCGGAACAAATCCGATTCGCAAAGTAGGTTTGGAAACTACAAATCGATCTCTTTCTTCTTATGAGGAA
ATGGTTCAAGGAAATTTAATTCGTGGAATGATTCCTAAAGAAGGAGAAATTTCTACAGAAGGAGAAATTT
CTGCGGCTTCTGCTCCACCAGATACGGGAGAAGGAGAAGAAATGAAAATTACCGGAACCTTAAGTGGTCA
TTGGTCTTTTGCTCGTGTTACGATTGTAGAAAAAGGAAAAGCAGAAGCTCAGGAATTTGCGATTGGAGAA
ACAGTAGGTGGGTATAAAATCCGTTCTATTTCTCTCAACTATGTAGTTTTGGAAAAAAGTGGAATTTCTC
TCAAAGTAGAAATCGGTCAAACTCCGGGGGAAGCAAGGGCCAAGTTGAATTTAGACGCTGGTCCAAAAAC
GGAAGGTGGACCTCTCGCGGGTGATACGGTTCGTAAAGTTCTTTCTAGGCAAGATGTAAACCGTAAGTTG
AAAGACCAAGCGGCGATCTTTAAAAATGCGAGATTTGGCCCCGCGTTGATCAATGGTAAAATTTCCGGTT
ATAAAATCTATAGTGTTACTCCGGAACATATCTTTTATTCCTTAGGAGCTAGAAATGGAGATATTATCAA
ACGAGTAAATGGAATGCCGTTGACCGAAACCGAAAAAATGTTAGAGATCTGGGGAGCTGTAAAAACTGCC
GATAAGATTACAGTAGATGTGGAAAGAGGTAGCCAGATTCTCACCTACGAATTTATTATCAGAAACTAA

MNATIFLELRKNTEFYTLIPVILFFSYSLSYLLRAVILAFLNPSIQAASSGTNPIRKVGLETTNRS
LSSYEEMVQGNLIRGMIPKEGEISTEGEISAASAPPDTGEGEEMKITGTLSGHWSFARVTIVEK
GKAEAQEFAIGETVGGYKIRSISLNYVVLEKSGISLKVEIGQTPGEARAKLNLDAGPKTEGGPL
AGDTVRKVLSRODVNRKLKDQAATFKNARFGPALINGKISGYKIYSVTPEHIFYSLGARNGDII
KRVNGMPLTETEKMLEIWGAVKTADKITVDVERGSQILTYEFIIRN

Hond Utrecht IV
ATGAACGCGATTTTTTTAGAACTCAGGAAAAATACATTTTATACTCTCATTCCAGTTATTTTATTTTTTT
CTTATTCACTTTCTTATCTTTTAAGAGCGGTGATTCTTGCCTTTTTGAATCCGAGTATTCAGGCCGCGAG
TTCCGGAACAAATCCGATTCGCAAAGTAGGTTTGGAAACTACAAATCGATCTCTTTCTTCTTATGAGGAA
ATGGTTCAAGGAAATTTAATTCGTGGAATGATTCCTAAAGAAGGAGAAATTTCTACAGAAGGAGAAATTT
CKGCGGCTTCTGCTCCACCAGATACGGGAGAAGGAGAAGAAATGAAAATTACCGGAACCTTAAGTGGTCA
TTGGTCTTTTGCTCGTGYTACGATTGTAGAAAAAGGAAAAGCAGAAGCKCAGGAATTTGCGATTGGAGAA
ACRGTAGGTGGGTATAAAATCCGTTCTATTTCTCTCAACTATGTAGTTTTGGAAAAAAGTGGAATTTCTC
TCAAAGTAGAAATCGGTCAAACTCCGGGGGAAGCAAGGGCCAAGTTGAATTTAGACGCTGGTCCAAAAAC
GGAAGGTGGACCTCTCGCGGGTGATACGGTTCGTAAAGTTCTTTCTAGGCAAGATGTAAACCGTAAGTTG
AAAGACCAAGCGGCGATCTTTAAAAATGCGAGATTTGGCCCCGCGTTGATCAATGGTAAAATTTCCGGTT
ATAAAATCTATAGTGTTACTCCGGAACATATCTTTTATTCCTTAGGAGCTAGAAATGGAGATATTATCAA
ACGAGTAAATGGAATGCCGTTGACCGAAACCGAAAAAATGTTAGAGATCTGGGGAGCTGTAAAAACTGCC
GATAAGATTACAGTAGATGTGGAAAGAGGTAGCCAGATTCTCACCTACGAATTTATTATCAGAAACTAA
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MNATIFLELRRKNTEYTLIPVILFEFSYSLSYLLRAVILAFLNPSIQAASSGTNPIRKVGLETTNRS
LSSYEEMVQGNLIRGMIPKEGEISTEGEISAASAPPDTGEGEEMKITGTLSGHWSFARXTIVEK
GKAEAQEFAIGETVGGYKIRSISLNYVVLEKSGISLKVEIGQTPGEARAKLNLDAGPKTEGGPL
AGDTVRKVLSRQODVNRKLKDQAATIFKNARFGPALINGKISGYKIYSVTPEHIFYSLGARNGDII
KRVNGMPLTETEKMLEIWGAVKTADKITVDVERGSQILTYEFTIIRN

gspD

LOCaS 46
ATGTCCGGAACAATCAGTCAACTTTCAATCTTTAGAATATTCTCCCTTCTCATACTTTTGTTTTTAGTAT
GGGACAAACCAGTCTTTCCTCAAAGTAAGAAAAAAACTTCCGCAAAGACAAAATCGGTTACTCAAGAAGA
ACCTTCGGAAAAAACTTTCTATGCAAATTGGAGAGATACAGAACTAAACGACTTTCTCAAAGGAATGAGC
GCCATTTTAAAGAAAAATATTCTTTTAGATGAAAGTTTAAAAGGTAAAAAAATTACGATCATTTCTCAAA
AGGAAATTCCGATCAAAAATGGATTTATCTTTATGAAATCTGTTTTAGAATCCCTAGGTTTCGGAGTAGT
AGAAGAACCGGATCTCATTTCGATTGTTAAAATTAAAGATGCGCTTGCTAGATCTCCTATCGTTAGGGTC
GGAAAAGAATTGATTCCCGAAGAGGAAGTTGGAGATTATAGAACGATTACTCAGGTCATTCCTATTGAAA
ATGTAAAACCAGAAGAATTAGAACCTATTTTAAAACGTCTTACTTCTCCTAATACGGATGTGATCGTTTA
TAGAAATACAAATACGATTGTACTTTCAGGTTCCGCCGCAGACATCAATAAATTGTTGGTACTTGTAAGC
GAATTTGACGTCAAAATCGAAGAGGCGACTCCAGGATCGATTTCATCGGCAGGTGATATTCATATTTATA
CTTTGGAATACAGTGAGGCTGAAAAAATCGCGGCGACTTTAGTTAAGTTAGACAATCCTGTGATTCAGTC
TGAAGATCTGAGTTCTGAAAGAAAGCCTCCACCGCCAGGGCAACCTATGCCTAAGGTAGATAAGATCAAG
GCGGTTGGCCATAAAGAATCCAATTCTGTGATTGTTACGGCGACAAATGCGGAATGGGCAGAAATCCGTA
AAATCATTAAGGTTTTGGATTCAGCTAGAAAACAGGTTTTATTAGAAGTTTTGATCGTGGAACTTACTTC
CAGCGATTTAAACGATTTCGGGATCGATTGGAGATATAAGGGGGAAGCTTTCGGTCAATTCAATTCTGGT
CTTTCTAAAGAAGCGAATATTATCAATTCGAACGGTCAGGTCAATCCGAACATAAACACTCTGAGTGGTT
TCTCTTTAGGATTTTTAAAAGCTGGTTCGGAACAAATCATAGGAATTTTAAGCGCCAATCAAGGAAATGA
AAACTTTAACGTGTTATCTGCTCCTCAAGTGCTTACAGTAGATAATCAAGAAGCAGAAATCAGTGTGGGT
CAAGACGTGCCCGTTCGAACTCAGAGTAGGAACGCAGGTACTGGTGGAACGAACGCTGTAACCGTGGACA
ATTACGAATATCGTCCTACTGGTATCAAACTTAAGTTTACTCCTCACGTGAACAAAAATAATAAGATCAC
TCTCGAACTCTTTCAGGAGATTAAAAATATCGCAGAGATTGCTCTCGCCGGAGGAAACCCTACTTTCAAT
CGAAGAGAAATTAAAACTTCTATCTCAATTGAAAACACTCAATCTATCGTGATCGGTGGATTGATTTCGA
ACGATAAACAAAAAAGAATCATTAAAATTCCTTTTCTAGGAGACATTCCGTATTTAGGTCATCTTTTTAA
AAGAACTACTGAAAAAATTAAAAAGACCAACTTGATGGTTTTTATTACGCCGCATATACTCGATAGTAGA
GAGACTGCGGATAAGATGACTGTTAAGAAAAAAATGCAGCARGAACGTTACGAACTCGAGAGAGAAAGAA
TCCTCAACAAAGAAAGAGAAATCAGAGAAAGAGGGGATTAA

MSGTISQLSIFRIFSLLILLFLVWDKPVFPOSKKKTSAKTKSVTIQEEPSEKTFYANWRDTELND
FLKGMSAILKKNILLDESLKGKKITIISQKEIPIKNGFIFMKSVLESLGFGVVEEPDLISIVKI
KDALARSPIVRVGKELIPEEEVGDYRTITQVIPIENVKPEELEPILKRLTSPNTDVIVYRNTNT
IVLSGSAADINKLLVLVSEFDVKIEEATPGSISSAGDIHIYTLEYSEAEKTIAATLVKLDNPVIQ
SEDLSSERKPPPPGQPMPKVDKIKAVGHKESNSVIVTATNAEWAEIRKIIKVLDSARKQVLLEV
LIVELTSSDLNDFGIDWRYKGEAFGQENSGLSKEANIINSNGQVNPNINTLSGESLGEFLKAGSE
QITIGILSANQGNENENVLSAPQVLTVDNQEAEISVGODVPVRTQSRNAGTGGTNAVIVDNYEYR
PTGIKLKEFTPHVNKNNKITLELFQETKNIAETALAGGNPTENRREIKTSISIENTQSIVIGGLI
SNDKOKRIIKIPFLGDIPYLGHLFKRTTEKIKKTNLMVEITPHILDSRETADKMTVKKKMQQOER
YELERERILNKEREIRERGD

Hond Utrecht IV

ATGTCCGGAACAATCAGTCAACTTTCAATCTTTAGAATATTCTCCCTTCTCATACTTTTGTTTTTAGTAT
GGGACAAACCAGTCTTTCCTCAAAGTAAGAAAAAAACTTCCGCAAAGACAAAATCGGTTACTCAAGAAGA
ACCTTCGGAAAAAACTTTCTATGCAAATTGGAGAGATACAGAACTAAACGACTTTCTCAAAGGAATGAGC
GCCATTTTAAAGAAAAATATTCTTTTAGATGAAAGTTTAAAAGGTAAAAAAATTACGATCATTTCTCAAA
AGGAAATTCCGATCAAAAATGGATTTATCTTTATGAAATCTGTTTTAGAATCCCTAGGTTTCGGAGTAGT
AGAAGAACCGGATCTCATTTCGATTGTTAAAATTAAAGATGCGCTTGCTAGATCTCCTATCGTTAGGGTC
GGAAAAGAATTGATTCCCGAAGAGGAAGTTGGAGATTATAGAACGATTACTCAGGTCATTCCTATTGAAA
ATGTAAAACCAGAAGAATTAGAACCTATTTTAAAACGTCTTACTTCTCCTAATACGGATGTGATCGTTTA
TAGAAATACAAATACGATTGTACTTTCAGGTTCCGCCGCAGACATCAATAAATTGTTGGTACTTGTAAGC
GAATTTGACGTCAAAATCGAAGAGGCGACTCCAGGATCGATTTCATCGGCAGGTGATATTCATATTTATA
CTTTGGAATACAGTGAGGCTGAAAAAATCGCGGCGACTTTAGTTAAGTTAGACAATCCTGTGATTCAGTC
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TGAAGATCTGAGTTCTGAAAGAAAGCCTCCACCGCCAGGGCAACCTATGCCTAAGGTAGATAAGATCAAG
GCGGTTGGCCATAAAGAATCCAATTCTGTGATTGTTACGGCGACAAATGCGGAATGGGCAGAAATCCGTA
AAATCATTAAGGTTTTGGATTCAGCTAGAAAACAGGTTTTATTAGAAGTTTTGATCGTGGAACTTACTTC
CAGCGATTTAAACGATTTCGGGATCGATTGGAGATATAAGGGGGAAGCTTTCGGTCAATTCAATTCTGGT
CTTTCTAAAGAAGCGAATATTATCAATTCGAACGGTCAGGTCAATCCGAACATAAACACTCTGAGTGGTT
TCTCTTTAGGATTTTTAAAAGCTGGTTCGGAACAAATCATAGGAATTTTAAGCGCCAATCAAGGAAATGA
AAACTTTAACGTGTTATCTGCTCCTCAAGTGCTTACAGTAGATAATCAAGAAGCAGAAATCAGTGTGGGT
CAAGACGTGCCCGTTCGAACTCAGAGTAGGAACGCAGGTACTGGTGGAACGAACGCTGTAACCGTGGACA
ATTACGAATATCGTCCTACTGGTATCAAACTTAAGTTTACTCCTCACGTGAACAAAAATAATAAGATCAC
TCTCGAACTCTTTCAGGAGATTAAAAATATCGCAGAGATTGCTCTCGCCGGAGGAAACCCTACTTTCAAT
CGAAGAGAAATTAAAACTTCTATCTCAATTGAAAACACTCAATCTATCGTGATCGGTGGATTGATTTCGA
ACGATAAACAAAAAAGAATCATTAAAATTCCTTTTCTAGGAGACATTCCGTATTTAGGTCATCTTTTTAA
AAGAACTACTGAAAAAATTAAAAAGACCAACTTGATGGTTTTTATTACGCCGCATATACTCGATAGTAGA
GAGACTGCGGATAAGATGACTGTTAAGAAAAAAATGCAGCARGAACGTTACGAACTCGAGAGAGAAAGAA
TCCTCAACAAAGAAAGAGAAATCAGAGAAAGAGGGGATTAA

MSGTISQLSIFRIFSLLILLFLVWDKPVFPQSKKKTSAKTKSVIQEEPSEKTFYANWRDTELND
FLKGMSAILKKNILLDESLKGKKITIISQKEIPIKNGFIFMKSVLESLGFGVVEEPDLISIVKI
KDALARSPIVRVGKELIPEEEVGDYRTITQVIPIENVKPEELEPILKRLTSPNTDVIVYRNTNT
IVLSGSAADINKLLVLVSEFDVKIEEATPGSISSAGDIHIYTLEYSEAEKTIAATLVKLDNPVIQ
SEDLSSERKPPPPGQPMPKVDKIKAVGHKESNSVIVTATNAEWAEIRKIIKVLDSARKQVLLEV
LIVELTSSDLNDFGIDWRYKGEAFGQENSGLSKEANIINSNGQVNPNINTLSGESLGELKAGSE
QITGILSANQGNENENVLSAPQVLTVDNQEAEISVGODVPVRTQSRNAGTGGTNAVITVDNYEYR
PTGIKLKEFTPHVNKNNKITLELFQETKNIAETALAGGNPTENRREIKTSISIENTQSIVIGGLI
SNDKOKRIIKIPFLGDIPYLGHLEFKRTTEKIKKTNLMVEITPHILDSRETADKMTVKKKMQOQOER
YELERERILNKEREIRERGD

gspE

LOCaS 46
TTGAAAACTCTCGGAGATATCCTAATCGAAGAGGGGATCATATCTGAAAAAGATCTGGAAGATTCCCTAA
AGGTTCAGAAAAAAAACAACCTTCCACTCAGTCATATCATTCAGAAAAAAGGAATCGCCGGAGAAGCAGA
TATTCTCCGCGCCCTATCCAAACTCTATCAACTCGARTTCAGAGAAAAGTTAGAGTTTACGGGTATGGAA
GAAATATTTTTACAAATTCCTCTAAAACTCATTCAGAAAAGTAGAATCGTTCCGTTTTCTCTTTCTAAAA
AAACAATTCGAATTGCTGTATCCGATCCTTCTGATTTACATCCGATGGATGACGCTCGTAACTTTCTAAA
AGGTTACAACGTRGAATTTATTCTCGCTCCGGAACCGGAGATCATGAGAATTATTCATTCTCATTTTGAT
AATACATCTTCTGCCGCCAAAGAGATGTTAAATGAGATGGAGGGAAGTTTTTCAGAACTTGCGGAAGCCT
TTGAAAATGAAACCCTGGATCTAAGCGATGACGCTCCGATCATCAAAATGGTCAACGTGATCCTTTCCCA
AGCGGTCAACGAAAGGGCTTCGGATATTCACATTGAACCTTACGAAAAGTCTCTCGTGGTTCGCTATCGT
GTGGATGGTATTTTGCATAACGTGCTTAGTCCTCCTAAATCGTATCACGCGGGTATTTCTTCCAGAATCA
AGATCATGTCTAATTTGAACATCGCTGAAAATAGACTTCCTCAAGACGGAAGGATCAAACTTAGATTGGC
TGGTAAGGATATAGATATCCGGGTTTCCACCATTCCTTGTCAGTTCGGAGAACGGATCGTAATGAGGCTT
TTGAATAAAACGGATCAAAAGTATTCTTTAGATACGATGGGTTTTTATCCAGAATTAATCCAGTCTTTGC
GTTCGTTAATTTACGAACCTCATGGAATCATTTTAGTAACGGGACCGACCGGATCGGGTAAGTCTACTAC
ATTATATTCTGCGTTAAGCGAACTCAATACAGAAGAAAGAAACATCATCACCTGCGAAGATCCTGTGGAA
TATCAGATTGAAGGAATTTCTCAAATGCAAATGCAGGAAAAAATTGGTCTTACGTTTGCAACTGGACTTC
GAGCCATCCTTCGACAAGACCCGGACGTTATCATGGTAGGTGAGATTCGAGATGAAGAAACCGCAAGAAT
CGCGATCCAAGCTTCTCTGACCGGTCACCTTGTTTTTTCTACGCTTCACACAAACGATGCAGCAAGTGCC
GCGACTCGTTTGATCGATATGGGAATCGAGCCCTATCTGATTACTTCCACAGTATTAGGATTTATGGCTC
AAAGACTTGTAAGAGTTATCTGCACTCAATGTAAAGAAACGTATAAACCTACCACTTCGGAACTAGAGTC
CATTGGCATCTCTAAAAAATTTTTAAAGAACGGTAACTTACATCGTGGTAAAGGTTGTTCTCATTGTATG
GGAACTGGTTTTAAAGGTAGAATCGGAATTTATGAACTTTTACTTGTAAATTCTCCTCTCAAACAAGCAA
TTCTTCATGGTAAAGACGCTGGACAGTTAAACGAAATCGCCCTCGAACATGAGTTTCAAACTCTAAAAGA
TTATGGAATTAGAAAGGTAATCGATGGTGTAACTACAATCGACGAAGTTCTCAGGGTAACTTAA

LKTLGDILIEEGIISEKDLEDSLKVQKKNNLPLSHITQKKGIAGEADILRALSKLYQLEFREKL
EFTGMEEIFLOIPLKLIQKSRIVPEFSLSKKTIRIAVSDPSDLHPMDDARNFLKGYNVEFILAPE
PEIMRITHSHFDNTSSAAKEMLNEMEGSFSELAEAFENETLDLSDDAPITKMVNVILSQAVNER
ASDIHIEPYEKSLVVRYRVDGILHNVLSPPKSYHAGISSRIKIMSNLNIAENRLPQODGRIKLRL



AGKDIDIRVSTIPCQFGERIVMRLLNKTDOKYSLDTMGFYPELIQSLRSLIYEPHGIILVTGPT
GSGKSTTLYSALSELNTEERNIITCEDPVEYQIEGISOMOMOEKIGLTFATGLRAILRQDPDVI
MVGEIRDEETARIATIQASLTGHLVEFSTLHTNDAASAATRLIDMGIEPYLITSTVLGEFMAQRLVR
VICTQCKETYKPTTSELESIGISKKFLKNGNLHRGKGCSHCMGTGFKGRIGIYELLLVNSPLKQ
ATLHGKDAGQLNETIALEHEFQTLKDYGIRKVIDGVTTIDEVLRVT

Hond Utrecht IV
TTGAAAACTCTCGGAGATATCCTAATCGAAGAGGGGATCATATCTGAAAAAGATCTGGAAGATTCCCTAA
AGGTTCAGAAAAAAAACAACCTTCCACTCAGTCATATCATTCAGAAAAAAGGAATCGCCGGAGAAGCAGA
TATTCTCCGCGCCCTATCCAAACTCTATCAACTCGARTTCAGAGAAAAGTTAGAGTTTACGGGTATGGAA
GAAATATTTTTACAAATTCCTCTAAAACTCATTCAGARAAAGTAGAATCGTTCCGTTTTCTCTTTCTARAA
AAACAATTCGAATTGCTGTATCCGATCCTTCTGATTTACATCCGATGGATGACGCTCGTAACTTTCTAAA
AGGTTACAACGTRGAATTTATTCTCGCTCCGGAACCGGAGATCATGAGAATTATTCATTCTCATTTTGAT
AATACATCTTCTGCCGCCAAAGAGATGTTAAATGAGATGGAGGGAAGTTTTTCAGAACTTGCGGAAGCCT
TTGARAAATGAAACCCTGGATCTAAGCGATGACGCTCCGATCATCAAAATGGTCAACGTGATCCTTTCCCA
AGCGGTCAACGAAAGGGCTTCGGATATTCACATTGAACCTTACGAAAAGTCTCTCGTGGTTCGCTATCGT
GTGGATGGTATTTTGCATAACGTGCTTAGTCCTCCTAAATCGTATCACGCGGGTATTTCTTCCAGAATCA
AGATCATGTCTAATTTGAACATCGCTGAAAATAGACTTCCTCAAGACGGAAGGATCAAACTTAGATTGGC
TGGTAAGGATATAGATATCCGGGTTTCCACCATTCCTTGTCAGTTCGGAGAACGGATCGTAATGAGGCTT
TTGAATAARAACGGATCAAAAGTATTCTTTAGATACGATGGGTTTTTATCCAGAATTAATCCAGTCTTTGC
GTTCGTTAATTTACGAACCTCATGGAATCATTTTAGTAACGGGACCGACCGGATCGGGTAAGTCTACTAC
ATTATATTCTGCGTTAAGCGAACTCAATACAGAAGAAAGAAACATCATCACCTGCGAAGATCCTGTGGAA
TATCAGATTGAAGGAATTTCTCAAATGCAAATGCAGGAAAAAATTGGTCTTACGTTTGCAACTGGACTTC
GAGCCATCCTTCGACAAGACCCGGACGTTATCATGGTAGGTGAGATTCGAGATGAAGAAACCGCAAGAAT
CGCGATCCAAGCTTCTCTGACCGGTCACCTTGTTTTTTCTACGCTTCACACAAACGATGCAGCAAGTGCC
GCGACTCGTTTGATCGATATGGGAATCGAGCCCTATCTGATTACTTCCACAGTATTAGGATTTATGGCTC
AAAGACTTGTAAGAGTTATCTGCACTCAATGTAAAGAAACGTATAAACCTACCACTTCGGAACTAGAGTC
CATTGGCATCTCTAAAAAATTTTTAAAGAACGGTAACTTACATCGTGGTAAAGGTTGTTCTCATTGTATG
GGAACTGGTTTTAAAGGTAGAATCGGAATTTATGAACTTTTACTTGTAAATTCTCCTCTCARACAAGCAA
TTCTTCATGGTAAAGACGCTGGACAGTTAAACGARAATCGCYCTCGAACATGAGTTTCARACTCTAAAAGA
TTATGGAATTAGARAAGGTAATCGATGGTGTAACTACAATCGACGAAGTTCTCAGGGTAACTTAA

LKTLGDILIEEGIISEKDLEDSLKVQKKNNLPLSHITQKKGIAGEADILRALSKLYQLEFREKL
EFTGMEEIFLQIPLKLIQKSRIVPESLSKKTIRIAVSDPSDLHPMDDARNFLKGYNVEFILAPE
PEIMRIIHSHEDNTSSAAKEMLNEMEGSEFSELAEAFENETLDLSDDAPITIKMVNVILSQAVNER
ASDIHIEPYEKSLVVRYRVDGILHNVLSPPKSYHAGISSRIKIMSNLNIAENRLPODGRIKLRL
AGKDIDIRVSTIPCQFGERIVMRLLNKTDQKYSLDTMGFYPELIQSLRSLIYEPHGIILVTGPT
GSGKSTTLYSALSELNTEERNIITCEDPVEYQIEGISOMOMOEKIGLTFATGLRAILRQDPDVI
MVGEIRDEETARIATIQASLTGHLVEFSTLHTNDAASAATRLIDMGIEPYLITSTVLGEFMAQRLVR
VICTQCKETYKPTTSELESIGISKKFLKNGNLHRGKGCSHCMGTGEFKGRIGIYELLLVNSPLKQ
ATLHGKDAGQLNETALEHEFQTLKDYGIRKVIDGVTTIDEVLRVT

gspF

LOCaS 46

ATGGCGATTTATTCTTACGTTGCATTTAATAAGAAGGGTAAAGAAGAAAAAGGAATTATAGACGCGGCTT
CTCTTCAAGCTGCAAGATCTAAATTAAAAAACAAAGGTCTTTATGTTCGTAGTATTTCCGAAGATTCCGA
AAGAAAGGATCGGGAACTATTTCCTTTTTTAGCAAAATATCTTTATCGAATCCCACGTAAAGAAGTAGGT
CTTTTTTCAAGACAACTGGCCACGTTACTTGGGGCAGGGATTCCACTTGATAAATCTTTATCGAGTATCG
TAGAACAAACTGAAAATCAGAATTTCAGAAAAGTAATTACCGGAATGCAAGCAAACATTACGGAAGGTTC
TTCCTTGTCCGAAGCGATGAAAAAACATCCAGATGTGTTTCCGAGTCAGTTTCCGTCTCTCGTCGCGGTT
GGTGAAAAAACAGGAGATTATGAAGCTACTCTCACGCGACTTGCGGAACTAGAAGAAAAATCCAGCGAAC
TAAAAGCGAAAGTACAAGTGGCAATGGTGTATCCATTTATTATGGGTTCCTTATCTATTTTTGTGACGAT
TTTTTTATTAACCGTAGTTATCCCTCAGATTCAGGAACTGTTTTTACAATTCGATGCAAAACTTCCTCTG
ATTACCAGAATTGTAATCGGAGTTTCTGACTTTCTCATTGGGTTTTGGTGGTTAATTCTTACTTTGGGTT
TTGGGGGAATTGTAGGTTTTATCTATTATAAAAACACTCCTAAAGGAAAACGAAACTGGGACGAGTTCGT
TTTGAAAATTCCAATATTAGGATCTCTTGCGCGTAAGGTTTTAGTTAGTAGTTTTGCAAGAAACATCGGA
ATTCTTTTGAGCAACCGAGTTCCTCTGATTACTACTCTTGTCATCGTAGAAAAGATAGTAGATCATTCTA
TCTTTGGTGAGGAAATTAAAAACGCGGTGGAAAAAATCAAAGAAGGGGAAAAACTTTCTTCTTCCTTTGG



TGGATCGGTGATTTTACCTCAGATGGTTTTAGGTATGATTTCCGCCGGAGAGGTTTCGGATCGAGTTCCG
GAAATGATGAATAAACTCGCGGATATTTACGATTCGGAAGTGGATACCGCAATCAAAACAATGACTCAAT
CGATGGAACCTCTAATGATTGTGGTTATGGGTCTTTTGATTGGAACGATTATGGCTTCGATCATGGTCCC
AATGTACAACTTGACGCAACAACTTCAAAATATATAG

MATYSYVAFNKKGKEEKGIIDAASLOQAARSKLKNKGLYVRSISEDSERKDRELFPFLAKYLYRI
PRKEVGLESROLATLLGAGIPLDKSLSSIVEQTENQONFRKVITGMOANITEGSSLSEAMKKHPD
VEPSQFPSLVAVGEKTGDYEATLTRLAELEEKSSELKAKVQVAMVYPEFIMGSLSIEFVTIFLLTV
VIPQIQELFLOFDAKLPLITRIVIGVSDFLIGFWWLILTLGFGGIVGFIYYKNTPKGKRNWDEF
VLKIPILGSLARKVLVSSFARNIGILLSNRVPLITTLVIVEKIVDHSIFGEEIKNAVEKIKEGE
KLSSSEFGGSVILPOMVLGMISAGEVSDRVPEMMNKLADIYDSEVDTAIKTMTQSMEPLMIVVMG
LLIGTIMASIMVPMYNLTQQLONI

Hond Utrecht IV
ATGGCGATTTATTCTTACGTTGCATTTAATAAGAAGGGTAAAGAAGAAAAAGGAATTATAGACGCGGCTT
CTCTTCAAGCTGCAAGATCTAAATTAAAAAACAAAGGTCTTTATGTTCGTAGTATTTCCGAAGATTCCGA
AAGAAAGGATCGGGAACTATTTCCTTTTTTAGCAAAATATCTTTATCGAATCCCACGTAAAGAAGTAGGT
CTTTTTTCAAGACAACTGGCCACGTTACTTGGGGCAGGGATTCCACTTGATAAATCTTTATCGAGTATCG
TAGAACAAACTGAAAATCAGAAYTTCAGAAAAGTAATTACCGGAATGCAAGCAAACATTACGGAAGGTTC
TTCCTTGTCCGAAGCGATGAAAAAACATCCAGATGTGTTTCCGAGTCAGTTTCCGTCTCTCGTCGCGGTT
GGTGAAAAAACAGGAGATTATGAAGCTACTCTCACGCGACTTGCGGAACTAGAAGAAAAATCCAGCGAAC
TAAAAGCGAAAGTACAAGTGGCAATGGTGTATCCATTTATTATGGGTTCCTTATCTATTTTTGTGACGAT
TTTTTTATTAACCGTAGTTATCCCTCAGATTCAGGAACTGTTTTTACAATTCGATGCAAAACTTCCTCTG
ATTACCAGAATTGTAATCGGAGTTTCTGACTTTCTCATTGGGTTTTGGTGGTTAATTCTTACTTTGGGTT
TTGGGGGAATTGTAGGTTTTATCTATTATARAAACACTCCTAAAGGAAAACGARAACTGGGACGAGTTCGT
TTTGAAAATTCCAATATTAGGATCTCTTGCGCGTAAGGTTTTAGTTAGTAGTTTTGCAAGARACATCGGA
ATTCTTTTGAGCAACCGAGTTCCTCTGATTACTACTCTTGTCATCGTAGAARAGATAGTAGATCATTCTA
TCTTTGGTGAGGAAATTAAAAACGCGGTGGARAAAAATCAAAGAAGGGGAAAAACTTTCTTCTTCCTTTGG
TGGATCGGTGATTTTACCTCAGATGGTTTTAGGTATGATTTCCGCCGGAGAGGTTTCGGATCGAGTTCCG
GAAATGATGAATAAACTCGCGGATATTTACGATTCGGAAGTGGATACCGCAATCAAAACAATGACTCAAT
CGATGGAACCTCTAATGATTGTGGTTATGGGTCTTTTGATTGGAACGATTATGGCTTCGATCATGGTCCC
AATGTACAACTTGACGCAACAACTTCAAAATATATAG

MAIYSYVAFNKKGKEEKGIIDAASLOAARSKLKNKGLYVRSISEDSERKDRELFPFLAKYLYRI
PRKEVGLEFSROLATLLGAGIPLDKSLSSIVEQTENQONFRKVITGMOANITEGSSLSEAMKKHPD
VEPSQFPSLVAVGEKTGDYEATLTRLAELEEKSSELKAKVQVAMVYPEFIMGSLSIEFVTIFLLTV
VIPOQIQELFLOFDAKLPLITRIVIGVSDFLIGFWWLILTLGFGGIVGFIYYKNTPKGKRNWDEF
VLKIPILGSLARKVLVSSFARNIGILLSNRVPLITTLVIVEKIVDHSIFGEEIKNAVEKIKEGE
KLSSSEGGSVILPOMVLGMISAGEVSDRVPEMMNKLADIYDSEVDTAIKTMTQSMEPLMIVVMG
LLIGTIMASIMVPMYNLTQQLONI

gspG

LOCaS 46
TTGAATCTGTCCAAATTAAAAAGAAAATATAGAAARGGTCTAACGCTGATCGAACTYGCAGTCGTAGTGA
TTWTCCTAGGCGCTCTGATCGCMCTCGTTTATTCCAATTTTCGYCCAGGTGAAATCAGCGATGATACGGC
TGCACTCAAACTAAAAAAAGACGCKTACGAACTTCAGTCTCATCTAGAAAGATATGCACAACGTTATGGG
ACGTATCCTTCTGATGAACAGGGACTGGAAGCTCTGGTTGAAAAGCCCACCACGGGAGACGTTCCTGAAA
GATTGGAAACCTATCCTAACTAAAAAAGCCGCAATCAACGATCCTTGGGGAACTACCTATAAACTTAAGA
GAGACGTAAACGGAGAAATTCAAATCGTAACTATGGGTAAGGATAAAAAAGACGGCGGAGAGGGTAAAAA
TGCTGACTTTAACATTCTCAACGAAGACGAATATCCTTCCGATTTCCGTAGAAAATA

LNLSKLKRKYRKGLTLIELAVVVIXLGALTIALVYSNFRPGEISDDTAALKLKKDAYELQSHLERYAQRYG
TYPSDEQGLEALVEKPTTGDVPERLETYPN*KSRNQRSLGNYL* T*ERRKRRNSNRNYG*G*KRRRRG*K
C*L*HSQRRRISFREFP*KI

Hond Utrecht IV
TTGAATCTGTCCAAATTAAAAAGAAAATATAGAAARGGTCTAACGCTGATCGAACTYGCAGTCGTAGTGA
TTATCCTAGGCGCTCTGATCGCACTCGTTTATTCCAATTTTCGYCCAGGTGAAATCAGCGATGATACGGC
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TGCACTCAAACTAAAAAAAGACGCKTACGAACTTCAGTCTCATCTAGAAAGATATGCACAACGTTATGGG
ACGTATCCTTCTGATGAACAGGGACTGGAAGCTCTGGTTGAAAAGCCCACCACGGGAGACGTTCCTGAAA
GATTGGAAACCTATCCTAACTAAAAAAGCCGCAATCAACGATCCTTGGGGAACTACCTATAAACTTAAGA
GAGACGTAAACGGAGAAATTCAAATCGTAACTATGGGTAAGGATAAAAAAGACGGCGGAGAGGGTAAAAA
TGCTGACTTTAACATTCTCAACGAAGACGAATATCCTTCCGATTTCCGTAGAAAATA

LNLSKLKRKYRKGLTLIELAVVVIILGALIALVYSNFRPGEISDDTAALKLKKDAYELQSHLERYAQRYG
TYPSDEQGLEALVEKPTTGDVPERLETYPN*KSRNQRSLGNYL* T*ERRKRRNSNRNYG*G*KRRRRG*K
C*L*HSQRRRISFREFP*KI

gspH

LOCaS 46
ATGAAGGTTAAAAATATCCGGAAAGGATTTACCCTGATCGAGTTGATCGTGGTTATCGCGATCCTCGCGG
GGTTAATTAGTATTCTTGCAAGTACCGCTGCAAACTTTATCATTCCTTCGGGAAGTGACGCGGCACAAAC
TTTAAAACAAGCCGCTGAATTCTGTTATCGAAAATCCATTCTTACAAACACCACTATGGTTTTAGARCTG
GATATAGACAACGATACCTATTCTATCAAAAAATTACTTCGAGACGAAAGTGGAATTAAAGAAGTTTTGG
TTTTTAAACCTCAGAAACTTCCTTATACTTCCGAAATTATAGATATAACWGATATTAGAGGTTTTAGATA
TACGAAAGGAATTATTAAAGTTCCCTATACCTATCTTGGGATCTCGGCAGACTAYAGYGTACATTTRGGA
AGTGATCCTTCCATTTATAGAACTTTGATTCTTTATAGATACGGCGGAAAGGTTTCCGTTGTGGAAGGAG
AGCAGTTTCATACTTCTTCGAATTTGGCAACCGATAAAAATTGGAAAGAACAGGATGATAACGAACAACA
ACAGCCCTAA

MKVENIRKGFTLIELIVVIAILAGLISILASTAANFIIPSGSDAAQTLKOQAAEFCYRKSI
LTNTTMVLELDIDNDTYSIKKLLRDESGIKEVLVFKPOQKLPYTSEIIDITDIRGEFRYTKG
ITIKVPYTYLGISADYSVHLGSDPSIYRTLILYRYGGKVSVVEGEQFHTSSNLATDKNWKE

QDDNEQQQP

Hond Utrecht IV
ATGAAGGTTAAAAATATCCGGAAAGGATTTACCCTGATCGAGTTGATCGTGGTTATCGCGATCCTCGCGG
GGTTAATTAGTATTCTTGCAAGTACCGCTGCAAACTTTATCATTCCTTCGGGAAGTGACGCGGCACAAAC
TTTAAAACAAGCCGCTGAATTCTGTTATCGAAAATCCATTCTTACAAACACCACTATGGTTTTAGARCTG
GATATAGACAACGATACCTATTCTATCAAAAAATTACTTCGAGACGAAAGTGGAATTAAAGAAGTTTTGG
TTTTTAAACCTCAGAAACTTCCTTATACTTCCGAAATTATAGATATAACAGATATTAGAGGTTTTAGATA
TACGAAAGGAATTATTAAAGTTCCCTATACCTATCTTGGGATCTCGGCAGACTATAGCGTACATTTGGGA
AGTGATCCTTCCATTTATAGAACTTTGATTCTTTATAGATACGGCGGAAAGGTTTCCGTTGTGGAAGGAG
AGCAGTTTCATACTTCTTCGAATTTGGCAACCGATAAAAATTGGAAAGAACAGGATGATAACGAACAACA
ACAGCCCTAA

MKVKNIRKGFTLIELIVVIAILAGLISILASTAANFIIPSGSDAAQTLKQAAEFCYRKSILTNT
TMVLELDIDNDTYSIKKLLRDESGIKEVLVFKPOKLPYTSEIIDITDIRGFRYTKGIIKVPYTY
LGISADYSVHLGSDPSIYRTLILYRYGGKVSVVEGEQFHTSSNLATDKNWKEQDDNEQQQP

gspl

LOCasS 46
ATGATAACGAACAACAACAGCCCTAAGATTCTTGTTTCTAAATTTTCAGTTCGAAGAGGTTTTAATTTAA
TCGAGGTTTCCATCGCTCTTGCGTTAGCCGGAATTGCTATGACATATACTTACATGGTGATTTCAAACGG
GATCAAACAACAGAGAATGGCTACTGTGATCTCAAACGCGGTTCATTTAGCTAAAATTAAAATGGCTCAG
ATCGATTCCGTATCCGTACTTCAGTCTGATAAAACTTCGGGAGATATTCCGGGTTATCCAGGTTACGGCT
TTGAAACCTCGATTAATGAGGAAGACATGGATCTTTTGAAACTTTCTGGAAAGGACAGTCAAAAGCCGGA
AGATTTACTCGGAGGTAGAGATTCGGAGATGAATAAATTGATCATGAGAAGATCTGGTCAAGCTAGTCAA
GGAGCTGCCACGGCGGGGATTATCCGAGTTTTTAGAATYAAAGTTACGATCAAATATCCCACTGGAAGTG
GAACCGAATCTTACACAGCGGAGACGTTTAAGTCCGCACAATATTAA

MITNNNSPKILVSKEFSVRRGEFNLIEVSIALALAGIAMTYTYMVISNGIKQOQORMATVISNAVHLA
KIKMAQIDSVSVLQSDKTSGDIPGYPGYGFETSINEEDMDLLKLSGKDSQKPEDLLGGRDSEMN
KLIMRRSGQASQGAATAGIIRVFRIKVTIKYPTGSGTESYTAETFKSAQY



Hond Utrecht IV
ATGATAACGAACAACAACAGCCCTAAGATTCTTGTTTCTAAATTTTCAGTTCGAAGAGGTTTTAATTTAA
TCGAGGTTTCCATCGCTCTTGCGTTAGCCGGAATTGCTATGACATATACTTACATGGTGATTTCAAACGG
GATCAAACAACAGAGAATGGCTACTGTGATCTCAAACGCGGTTCATTTAGCTAAAATTAAAATGGCTCAG
ATCGATTCCGTATCCGTACTTCAGTCTGATAAAACTWCGGGAGATATTCCGGGTTATCCAGGTTACGGCT
TTGAAACCTCGATYAATGAGGAAGAYATGGATCTTTTGAAACTTTCTGGAAAGGACAGTCAAAAGCCGGA
AGATTTACTCGGAGGTAGAGATTCGGAGATGAATAAATTGATCATGAGAAGATCTGGTCAAGCTAGTCAA
GGAGCTGCCACGGCGGGGATTATCCGAGTTTTTAGAATYAAAGTTACGATCAAATATCCCACTGGAAGTG
GAACCGAATCTTACACAGCGGAGACGTTTAAGTCCGCACAATATTAA

MITNNNSPKILVSKESVRRGEFNLIEVSIALALAGIAMTYTYMVISNGIKQQRMATVISNAVHLA
KIKMAQIDSVSVLQSDKTXGDIPGYPGYGFETSINEEDMDLLKLSGKDSQKPEDLLGGRDSEMN
KLIMRRSGQASQGAATAGIIRVFRIKVTIKYPTGSGTESYTAETEFKSAQY

gspJ

LOCaS 46
ATGAACTTAAGAGACGTCAAATTTAAGCGAAACGGTTTTACATTGATCGAAATCTCGATCGTTGTGATGA
TTTTAGGCGTTATCTTTACTGGAATTTTTTCCACCTATTATACTGCTCTTAGAATTTCCAGAGAATCTTC
TTCTCCCGGAGGTGCAGCAAAAAGRGATATTTTACTCGCAATGGAAAATGTACGAAGTACGATTTCTATG
ACGTATTTTCATCAAAATCAAAGAAGATTAATTTTTATCGGTAAAAGTGAAGGTAGAGGTGCGGTCCGTA
AGGATCGATTGGATTTTGCGGCTACTCATCCTAACTCTGAGGAAGTTTCCTTACCGGAGGTGCGTGAAGT
TTCTTTTTACTTAAAACCTATGCCGGACGATTCAAATTACAATTTTTTAATACGYAGAGAGGACGAGATG
GTGGATCGTTATCCTAAATCGGGAGGAACGGAATACACCTTGTTGACTCACGTAAAAAGTTTTCAACTTA
AGTATTCTAGAACCGGAACGAAATGGGAAGACGAGTGGGATTCTAAACTCGCTAAAGCAATTCCTAGGTT
GATTCGAATTGAGTTGATCGTAAATTCTGGGAAAAAGGAGGTCCGTTATGAAACTCTTGCGTTTCCTGGA
ATTCTTTTTAAGTAA

MNLRDVKFKRNGFTLIEISIVVMILGVIFTGIFSTYYTALRISRESSSPGGAAKRDILLAMENV
RSTISMTYFHONQRRLIFIGKSEGRGAVRKDRLDFAATHPNSEEVSLPEVREVSEYLKPMPDDS
NYNFLTRREDEMVDRYPKSGGTEYTLLTHVKSFQLKYSRTGTKWEDEWDSKLAKATIPRLIRIEL
IVNSGKKEVRYETLAFPGILFK

Hond Utrecht IV
ATGAACTTAAGAGACGTCAAATTTAAGCGAAACGGTTTTACATTGATCGAAATCTCGATCGTTGTGATGA
TTTTAGGCGTTATCTTTACTGGAATTTTTTCCACCTATTATACTGCTCTTAGAATTTCCAGAGAATCTTC
TTCTCCCGGAGGTGCAGCAAAAAGRGATATTTTACTCGCAATGGAAAATGTACGAAGTACGATTTCTATG
ACGTATTTTCATCAAAATCAAAGAAGATTAATTTTTATCGGTAAAAGTGAAGGTAGAGGTGCGGTCCGTA
AGGATCGATTGGATTTTGCGGCTACTCATCCTAACTCTGAGGAAGTTTCCTTACCGGAGGTGCGTGAAGT
TTCTTTTTACTTAAAACCTATGCCGGACGATTCAAATTACAATTTTTTAATACGYAGAGAGGACGAGATG
GTGGATCGTTATCCTAAATCGGGAGGAACGGAATACACCTTGTTGACTCACGTAAAAAGTTTTCAACTTA
AGTATTCTAGAACCGGAACGAAATGGGAAGACGAGTGGGATTCTAAACTCGCTAAAGCAATTCCTAGGTT
GATTCGAATTGAGTTGATCGTAAATTCTGGGAAAAAGGAGGTCCGTTATGAAACTCTTGCGTTTCCTGGA
ATTCTTTTTAAGTAA

MNLRDVKEFKRNGFTLIEISIVVMILGVIFTGIFSTYYTALRISRESSSPGGAAKRDILLAMENV
RSTISMTYFHONQRRLIFIGKSEGRGAVRKDRLDFAATHPNSEEVSLPEVREVSEYLKPMPDDS
NYNFLIRREDEMVDRYPKSGGTEYTLLTHVKSFQLKYSRTGTKWEDEWDSKLAKAIPRLIRIEL
IVNSGKKEVRYETLAFPGILF

gspK

LOCaS 46

TTGTATGAGTTTACACAGTTTCAGTTTTTCGCACAAATTCTCCATTGGGTACGGAACAATTCCACTTACA
AAACAAAAAAGAATTCTTGGCGAGCTCTATCTTCTTATAGACTTAGAAAATCTAGAAAAGGTTTTATGGT
CGTAATTTTAGTAATGGCGATTGGGACCGCATCGTTTTATACCGCTACTGAATTCGGAGAACGTTCCTTA
GGTGAAAGAAGAATTGCACAAGCGGATGCAGATGGATTTAGAGCGCTCTTACTGGCCAAGGCAGGTTTTC
AAGGTGCTTTGGGTGCGTTAAAAAAAATACCAGAAGAATATCTTTACAAAAGTGGGATTGCACTTAATCC
TCCACCTTTGCCGTTGGGAGGTGGAACGATTTATTATAAGATCAGTTCGGAAGACGGAAAGATTAATTTA
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AATTCTCTTTTGAACCAAGATGATAATCAGCAAAATCTTCGTTCTGTCGAGATGCTTTCCAGACTTTTTG
ATCACTTCGGTATCAAACGAGAAAAGATTTTTCCGATTTTTGATTGGATGGATACGGACCTTCAAGAAAT
GGGAGGAGGTGCAGAAGATGCATATTATTCTTCTTTAAAACCTCCTAGGAAAAATAAGAATTCTTTTATG
TATTCTATTTCGGAACTGGTTTCCGTAAAGGGGTTTGATAGAGCTACAGTTTACGGCTCTTTAAAACCGG
CGGATTTTGATCAAAAATATTCCAAAGCGTTTCAATCGGAAGAAGAAAAGGCATTGATCGGAGACAGTGA
TTTTGTATTGGCAAATAACGTAACCGCATACATTCCTTCGGGGCAAAACTCGGATGATAGAATCAACTTG
AACGGTGCACCATATTTTGTTTTGATGTCTTTATCCGATTTTATGACTAAACAGGCCGCCATGAGAATTC
TAAAATTCAAATTGGAGCAGGGCGGTTTTATCAAAGAACTGAAGGATCTGGAAAAATTTCAGGAATTTCA
AATTCCTACGTCAGGTGGGTTGACTCTTTATAAAGAGCTTGCGGGGGAAGGAACCGAAGTTTCCGGAGGA
AGAGTCAARACCAAAGGAGAAATTTTTAGAATCGTAGCGGTTGGTCAAGTAGGGAAAACGATTCGAAGGA
TTACTGGGATTTTTGATCTGACTAACAATCAAATGCTCTATTATATGGAAGATTAA

LYEFTQFQFFAQILHWVRNNSTYKTKKNSWRALSSYRLRKSRKGEMVVILVMAIGTASEFYTATE
FGERSLGERRIAQADADGFRALLLAKAGFQGALGALKKIPEEYLYKSGIALNPPPLPLGGGTIY
YKISSEDGKINLNSLLNQDDNQONLRSVEMLSRLFDHFGIKREKIFPIFDWMDTDLOEMGGGAE
DAYYSSLKPPRKNKNSEFMYSISELVSVKGEFDRATVYGSLKPADEDOKYSKAFQSEEEKALIGDS
DEVLANNVTAYIPSGONSDDRINLNGAPYEFVLMSLSDEFMTKQAAMRILKFKLEQGGEFIKELKDL
EKFQEFQIPTSGGLTLYKELAGEGTEVSGGRVKTKGEIFRIVAVGQVGKTIRRITGIEFDLTNNQ
MLYYMED

Hond Utrecht IV
TTGTATGAGTTTACACAGTTTCAGTTTTTCGCACAAATTCTCYATTGGGTACGGAACAATTCCACTTACA
AAACAAAAAAGAATTCTTGGCGAGCTCTATCTTCTTATAGACTTAGAAAATCTAGAAAAGGTTTTATGGT
CGTAATTTTAGTAATGGCGATTGGGACCGCATCGTTTTATACCGCTACTGAATTCGGAGAACGTTCCTTA
GGTGAAAGAAGAATTGCACAAGCGGATGCAGATGGATTTAGAGCGCTCTTACTGGCCAAGGCAGGTTTTC
AAGGTGCTTTGGGTGCGTTAAAAAAAATACCAGAAGAATATCTTTACAAAAGTGGGATTGCACTTAATCC
TCCACCTTTGCCGTTGGGAGGTGGAACGATTTATTATAAGATCAGTTCGGAAGACGGAAAGATTAATTTA
AATTCTCTTTTGAACCAAGATGATAATCAGCAAAATCTTCGTTCTGTCGAGATGCTTTCCAGACTTTTTG
ATCACTTCGGTATCAAACGAGAAAAGATTTTTCCGATTTTTGATTGGATGGATACGGACCTTCAAGARAAT
GGGAGGAGGTGCAGAAGATGCATATTATTCTTCTTTAAAACCTCCTAGGAAAAATAAGAATTCTTTTATG
TATTCTATTTCGGAACTGGTTTCCGTAAAGGGGTTTGATAGAGCTACAGTTTACGGCTCTTTAAAACCGG
CGGATTTTGATCAAAAATATTCCAAAGCGTTTCAATCGGAAGAAGAAAAGGCATTGATCGGAGACAGTGA
TTTTGTATTGGCAAATAACGTAACCGCATACATTCCTTCGGGGCAAAACTCGGATGATAGAATCAACTTG
AACGGTGCACCATATTTTGTTTTGATGTCTTTATCCGATTTTATGACTAAACAGGCCGCCATGAGAATTC
TAAAATTCAAATTGGAGCAGGGCGGTTTTATCAAAGAACTGAAGGATCTGGAAAAATTTCAGGAATTTCA
AATTCCTACGTCAGGTGGGTTGACTCTTTATAAAGAGCTTGCGGGGGAAGGAACCGAAGTTTCCGGAGGA
AGAGTCAARACCAAAGGAGAAATTTTTAGAATCGTAGCGGTTGGTCAAGTAGGGAAAACGATTCGAAGGA
TTACTGGGATTTTTGATCTGACTAACAATCAAATGCTCTATTATATGGAAGATTAA

LYEFTQFQFFAQILXWVRNNSTYKTKKNSWRALSSYRLRKSRKGFMVVILVMAIGTASEYTATE
FGERSLGERRIAQADADGFRALLLAKAGFQGALGALKKIPEEYLYKSGIALNPPPLPLGGGTIY
YKISSEDGKINLNSLLNQDDNQONLRSVEMLSRLFDHFGIKREKIFPIFDWMDTDLOEMGGGAE
DAYYSSLKPPRKNKNSFMYSISELVSVKGFDRATVYGSLKPADFDOKYSKAFQSEEEKALIGDS
DEVLANNVTAYIPSGONSDDRINLNGAPYEFVLMSLSDEFMTKQAAMRILKFKLEQGGEFIKELKDL
EKFQEFQIPTSGGLTLYKELAGEGTEVSGGRVKTKGEIFRIVAVGQVGKTIRRITGIEFDLTNNQ
MLYYMED

gspL

LOCasS 46

ATGTTTATTTATGATCAATTTCTMGCAGTCGATTATGGAACGAATACAATCAAAGGTGTTCTCTTTCAAA
AAGTTCTAGGAAAGTTGACCATTCTTCGTTCTGAAATCATGAGTATTTCTCATGGAGAAGAAGAGGAGTA
TAGGCATAATGTTCTTCGTTTTATCAATTCCTATTTTCCAGGCGAAACCAGTATTCTTTTAAATCTTCCT
TTAGATCGTCTTTTTGTAAGGGAACTTCATATCCCTCTAACRACTGTAAAAGCGATTCGAGAAGTAATCC
CTTTCGAAGTAGAAAGTAGAATTCCATTTCCCATGGAAACAGTGGAAGTAACGGGGAATATATGGAGAAT
CGATCAGGAAAAATCRGACGTGATCGCGTATTCTGCGCATCATAGCGAATTGGATTTTATCACMGCACCT
TTTTTAGACAGTAACATCGTRTTTAGAGGTTTGTTTGTAGATTCGGTCAGTCTTTCTTCTGTTATTACAC
AACATTCTAATAAAGAAATTCAAAGTAAGAACTGCACTCAAGTAGATATAGGTGGAAGAGTTACAATCTT
AAATATTTTGAGCGATGGAAAAGTTGCACATACAAGATACATTTCTATGGGAGGGGACACTCTAACGGAT
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CAGATCGCTTCCGATCTCAAAATCCCTTTTGAAAAAGCAGAAGCAATTAAACTTTCACTTCAATTTGAAC
CTTTTTCGGAAGAAGAAGACGATCTCAATTTATTCGCGAAAGAATTCAAACTCAAAGAGGCGGATATTAA
AAAAGCATTTCAAAGTGCGGGAAAATTTTTAGAAAAACTTTCTTCTGAAATTCAAAGAAGTATTGTATCT
ATGAATGAAACCGAAAGGCCAGAAGTTTTATATCTTTCGGGTGGTGGTGGCAAAATTCGTGGGATCGAAT
CTTTTTTTAATGATTCTCTTGGTTTGATTACTCATAGATACGATTTTCTTTCTTTGAACGGGGATTCCTT
TGCGACCTGTTTAGGAATGGGGTATCATTTTGGTTTTCCTAAAAAAGATAAAGTAGATTTTATCGACACA
CCTCACGTAAAACGGATTAATAAGAATATTCTAAACTTAGATCAATTTAGACATCATTTGATCTTTTCTG
GAATTTCTTTATTCATTTTAACTACCGTTTTTTTTGTAGGAATCGTAGTAGATAAACGTAAACTTAACGC
GAGTGATAAAATGCTCGCAGAAAAATTTCAAAAAGGTTTTGGTAGACCTGCTCCCGAAGACGAAGATATA
TTAGAATATGCTGCTAAACTTAAAAACGACGAGAAGAAAAAAACAGAGATCTACAGACTTTACTTAAGTA
AACCGAGTATTTTAGATATTTTATTTGAACTTTCCATGAATTTTCCATCTGCGGATATGCAGCCGTTTCA
ACTGGATCAGTTTGACTACGATCAGGATTTGGTCAAGATAGGCGGAAGAGTGAACGAATTCAGTGAGATC
GGTGTAGTACAAAGATCTTTGGAAAAATCTACTATGTTCAAAGACATAGAGATTGTGGATAAAAAATTGA
TGCAGGGTGTCAAAAATTATAAAGTTTCTTTTATCATTAAAATGAAAGTCACCAATAAGCCAACTTCTGA
GGAGTCTTTTTAA

MEFIYDQFLAVDYGTNTIKGVLEFQKVLGKLTILRSEIMSISHGEEEEYRHNVLREFINSYEFPGETS
ILLNLPLDRLEVRELHIPLTTVKAIREVIPFEVESRIPFPMETVEVTGNIWRIDQEKSDVIAYS
AHHSELDFITAPFLDSNIVFRGLEFVDSVSLSSVITQHSNKEIQSKNCTQVDIGGRVTILNILSD
GKVAHTRYISMGGDTLTDQIASDLKIPFEKAEATIKLSLOFEPFSEEEDDLNLFAKEFKLKEADT
KKAFQSAGKFLEKLSSEIQRSIVSMNETERPEVLYLSGGGGKIRGIESFFNDSLGLITHRYDFEL
SLNGDSFATCLGMGYHFGFPKKDKVDFIDTPHVKRINKNILNLDQFRHHLIFSGISLEILTTVE
FVGIVVDKRKLNASDKMLAEKFQKGFGRPAPEDEDILEYAAKLKNDEKKKTEIYRLYLSKPSIL
DILFELSMNFPSADMOPFQLDQFDYDQDLVKIGGRVNEFSEIGVVQRSLEKSTMEFKDIEIVDKK
LMOGVKNYKVSEFIIKMKVINKPTSEESFE

Hond Utrecht IV

ATGTTTATTTATGATCAATTTCTMGCAGTCGATTATGGAACGAATACAATCAAAGGTGTTCTCTTTCAAA
AAGTTCTAGGAAAGTTGACCATTCTTCGTTCTGAAATCATGAGTATTTCTCATGGAGAAGAAGAGGAGTA
TAGGCATAATGTTCTTCGTTTTATCAATTCCTATTTTCCAGGCGAAACCAGTATTCTTTTAAATCTTCCT
TTAGATCGTCTTTTTGTAAGGGAACTTCATATCCCTCTAACRACTGTAAAAGCGATTCGAGAAGTAATCC
CTTTCGAAGTAGAAAGTAGAATTCCATTTCCCATGGAAACAGTGGAAGTAACGGGGAATATATGGAGAAT
CGATCAGGAAAAATCRGACGTGATCGCGTATTCTGCGCATCATAGCGAATTGGATTTTATCACMGCACCT
TTTTTAGACAGTAACATCGTRTTTAGAGGTTTGTTTGTAGATTCGGTCAGTCTTTCTTCTGTTATTACAC
AACATTCTAATAAAGAAATTCAAAGTAAGAACTGCACTCAAGTAGATATAGGTGGAAGAGTTACAATCTT
AAATATTTTGAGCGATGGAAAAGTTGCACATACAAGATACATTTCTATGGGAGGGGACACTCTAACGGAT
CAGATCGCTTCCGATCTCAAAATCCCTTTTGAAAAAGCAGAAGCAATTAAACTTTCACTTCAATTTGAAC
CTTTTTCGGAAGAAGAAGACGATCTCAATTTATTCGCGAAAGAATTCAAACTCAAAGAGGCGGATATTAA
AAAAGCATTTCAAAGTGCGGGRAAATTTTTAGAAAAACTTTCTTCTGAAATTCAAAGAAGTATTGTATCT
ATGAATGAAACCGAAAGGCCAGAAGTTTTATATCTTTCGGGTGGTGGTGGCAAAATTCGTGGGATCGAAT
CTTTTTTTAATGATTCTCTTGGTTTGATTACTCATAGATACGATTTTCTTTCTTTGAACGGGGATTCCTT
TGCGACCTGTTTAGGAATGGGGTATCATTTTGGTTTTCCTAAAAAAGATAAAGTAGATTTTATCGACACA
CCTCACGTAAAACGGATTAATAAGAATATTCTAAACTTAGATCAATTTAGACATCATTTGATYTTTTCTG
GAATTTCTTTATTCATTTTAACTACCGTTTTTTTTGTAGGAATCGTAGTAGATAAACGTAAACTTARCGC
GAGTGATAAAATGCTCGCAGAAAAATTTCAAAAAGGTTTTGGTAGACCTGCTCCCGAAGACGAAGATATA
TTAGAATATGCTGCTAAACTTAAAAACGACGAGAAGAAAAAAACAGAGATCTACAGACTTTACTTAAGTA
AACCGAGTATTTTAGATATTTTATTTGAACTTTCCATGAATTTTCCATCTGCGGATATGCAGCCGTTTCA
ACTGGATCAGTTTGACTACGATCAGGATTTGGTCAAGATAGGCGGAAGAGTGAACGAATTYAGTGAGATC
GGTGTAGTACAAAGATCTTTGGAAAAATCTACTATGTTCARAGACATAGAGATTGTGGATAAAAAATTGA
TGCAGGGTGTCAAAAATTATAAAGTTTCTTTTATCATTAAAATGAAAGTCACCAATAAGCCAACTTCTGA
GGAGTCTTTTTAA

MFIYDQFLAVDYGTNTIKGVLFQKVLGKLTILRSEIMSISHGEEEEYRHNVLRFINSYFPGETS
ILLNLPLDRLFVRELHIPLTTVKAIREVIPFEVESRIPFPMETVEVTGNIWRIDQEKSDVIAYS
AHHSELDFITAPFLDSNIVFRGLEFVDSVSLSSVITQHSNKEIQSKNCTQVDIGGRVTILNILSD
GKVAHTRYISMGGDTLTDQIASDLKIPFERKAEAIKLSLQFEPFSEEEDDLNLFAKEFKLKEADIT
KKAFQSAGKFLEKLSSEIQRSIVSMNETERPEVLYLSGGGGKIRGIESFFNDSLGLITHRYDFL
SLNGDSFATCLGMGYHFGFPKKDKVDFIDTPHVKRINKNILNLDQFRHHLIFSGISLEILTTVE
FVGIVVDKRKLXASDKMLAEKFQKGFGRPAPEDEDILEYAAKLKNDEKKKTEIYRLYLSKPSIL
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DILFELSMNEPSADMOPFOQLDQEFDYDQDLVKIGGRVNEFSEIGVVQRSLEKSTMEKDIEIVDKK
LMOGVKNYKVSEFIIKMKVTNKPTSEESE

gspM

LOCaS 46
ATGTTTGATAAATTAGAGCCAAGAGAAAGACTGATCGTATTGGGAGGAATCGGGTTGATTCTTTTGCTGG
TCGTGTTTTTGGCGATCAGGAAAGTGGTGACTCTTCGTCAAGGGCTGACTGAAAAAGTACAGGATTCCAG
AACTGCACCCGTAAAACTCGACAAGATTATTCAAGAATTCAACGAATTTAGATCTTTAGATTCTTCCGGC
GGGGAAACCGATGTAAGCGCCGTTTACGCAAAGTTAGACGAAATTTTCATAAGATATAGTCTGAAAGAGA
AAATTTCCACAATGAAGGATTTTAACTCGATTGAAGATAAAAAATACAATCGGATCACGATCGATATTAA
TTTTCGATCCGTAACCTTGGATAATATTTTTCGACTGATCTACGATATAGAAAAGAATAAGATGATTAAC
GCCAGAGTGGAATATTTAAATTTTAAAAAACCATTTCAAGGTAAGGAAGTATATGATGTAAATCTAAAAC
TTTCTACCTACAGTCGAGTGGCGGGCGCAAAACGATGA

MFDKLEPRERLIVLGGIGLILLLVVFLAIRKVVTLROGLTEKVQODSRTAPVKLDKIIQEFNEEFR
SLDSSGGETDVSAVYAKLDEIFIRYSLKEKISTMKDENSIEDKKYNRITIDINFRSVTLDNIFR
LIYDIEKNKMINARVEYLNFKKPFQGKEVYDVNLKLSTYSRVAGAKR

Hond Utrecht IV
ATGTTTGATAAATTAGAGCCAAGAGAAAGACTGATCGTATTGGGAGGAATCGGGTTGATTCTTTTGCTGG
TCGTGTTTTTGGCGATCAGGAAAGTGGTGACYCTTCGTCAAGGGCTGACTGAAAAAGTACAGGATTCCAG
AACTGCACCCGTAAAACTCGACAAGATTATTCAAGAATTCAACGAATTTAGATCTTTAGATTCTTCCGGC
GGGGAAACCGATGTAAGCGCCGTTTACGCAAAGTTAGACGAAATTTTCATAAGATATAGTCTGAAAGAGA
AAATTTCCACAATGAAGGATTTTAACTCGATTGAAGATAAAAAATACAATCGGATYACGATYGATATTAA
TTTTCGATCCGTAACCTTGGATAATATTTTTCGACTGATCTACGATATAGAAAAGAATAAGATGATTAAC
GCCAGAGTGGAATATTTAAATTTTAAAAAACCATTTCAAGGTAAGGAAGTATATGATGTAAATCTAAAAC
TTTCTACCTACAGTCGAGTGGCGGGCGCAAAACGATGA

MFDKLEPRERLIVLGGIGLILLLVVFLAIRKVVTLROGLTEKVQDSRTAPVKLDKIIQEFNEFR
SLDSSGGETDVSAVYAKLDEIFIRYSLKEKISTMKDENSIEDKKYNRITIDINFRSVTLDNIFEFR
LIYDIEKNKMINARVEYLNFKKPFQGKEVYDVNLKLSTYSRVAGAKR

gspN

LOCasS 46
ATGAAAAAAGAAAAAGAGTTTCCGGAAGAAACTGCGCTGACCCCAGAAGAAGAAGAGTTTTTGACTCTGG
AGCTTCAGGAAGAGGAAGAAGCTGTTTCTCGTTTTACGTTCAAACAAAAATTAATTCTGATCGGAACCGG
AATTTTTTCGTTTCTCATTTTTACGGTTTGGCTTTTTCCTTTAGAYGAGATTGTACGTAGTTCTYTGTAT
TCTTCATCCGTAAAAACGGGAACGATTATTAATTTTAGAGATCTGAGTATTTCCGTTTTGGGAAATGTAA
CTTTAGATTCTCTCGAAGTYACAACTTCTTCCAATCTCAAAATCAAAGCGGAAGAAGCGGTTCTAAAGAC
TTCTTTGTTTGGTTTGATTAAGAAAAAATTCGATGGGAAATTTAAATTGGTTTCCTTAAAAATCGATACC
GAAAATGGACCTTTAGCAAAGATACGTAACTTTGARGGYAAAGGAAAATTTGATAACTTAGACCAAGGTA
TTTCTAGAATAAATGGTGCGTTGGATTTGGAAATTCCTGCAGGGCCTTCTTCGGGAATGATTCAGGAGCT
TCCGGAAATTCCACTTTTAGGTGAACTGAAAAATATAACGATTAAAAAATTTCTTACAAAAGTGAATCTT
CAAGGTGGAAATCTGATTTTCAACGATTTTACGTTAGATACATCGATTGCACGTTTTGATATTACTGGAA
ATATTCGATTATCGGAAAATATGTCTTTTTCTCAACTGAATCTTAGAATTTGTCTAGAACTCGATCGCAA
CTTTGCTTTGGAAAGACAAGATATAGCGGATATGTTGACTCTTTTAGAAAAACAAAGTGGAAGTAAATGT
ATTCCTGTGATGGGAACCTTTGGTAAACCGGATGTAAAAATTCCAGGACTTACTGGRCCGCCTGCGCTGC
CGGGAACTCCGCCAGTTCCTGGAAGTCCGTAA

MKKEKEFPEETALTPEEEEFLTLELQEEEEAVSRFTFKOKLILIGTGIFSFLIFTVWLFPLDET
VRSSLYSSSVKTGTIINFRDLSISVLGNVTLDSLEVTTSSNLKIKAEEAVLKTSLEFGLIKKKED
GKEFKLVSLKIDTENGPLAKIRNFEGKGKFDNLDQGISRINGALDLEIPAGPSSGMIQELPEIPL
LGELKNITIKKEFLTKVNLQGGNLIFNDFTLDTSIARFDITGNIRLSENMSESQLNLRICLELDR
NFALERQDIADMLTLLEKQSGSKCIPVMGTFGKPDVKIPGLTGPPALPGTPPVPGSP

Hond Utrecht IV



GAAAAAAGAAAAAGAGTTTCCGGAAGAAACTGCGCTGACCCCAGAAGAAGAAGAGTTTTTGACTCTGGAG
CTTCAGGAAGAGGAAGAAGCTGTTTCTCGTTTTACGTTCAAACAAAAATTAATTCTGATCGGAACCGGAA
TTTTTTCGTTTCTCATTTTTACGGTTTGGCTTTTTCCTTTAGAYGAGATTGTACGTAGTTCTYTGTATTC
TTCATCCGTAAAAACGGGAACGATTATTAATTTTAGAGATCTGAGTATTTCCGTTTTGGGAAATGTAACT
TTAGATTCTCTCGAAGTYACAACTTCTTCCAATCTCAAAATCAAAGCGGAAGAAGCGGTTCTAAAGACTT
CTTTGTTTGGTTTGATTAAGAAAAAATTCGATGGGAAATTTAAATTGGTTTCCTTAAAAATCGATACCGA
AAATGGACCTTTAGCAAAGATACGTAACTTTGARGGYAAAGGAAAATTTGATAACTTAGACCAAGGTATT
TCTAGAATAAATGGTGCGTTGGATTTGGAAATTCCTGCAGGGCCTTCTTCGGGAATGATTCAGGAGCTTC
CGGAAATTCCACTTTTAGGTGAACTGAAAAATATAACGATTAAAAAATTTCTTACAAAAGTGAATCTTCA
AGGTGGAAATCTGATTTTCAACGATTTTACGTTAGATACATCGATTGCACGTTTTGATATTACTGGAAAT
ATTCGATTATCGGAAAATATGTCTTTTTCTCAACTGAATCTTAGAATTTGTCTAGAACTCGATCGCAACT
TTGCTTTGGAAAGACAAGATATAGCGGATATGTTGACTCTTTTAGAAAAACAAAGTGGAAGTAAATGTAT
TCCTGTGATGGGAACCTTTGGTAAACCGGATGTAAAAATTCCAGGACTTACTGGRCCGCCTGCGCTGCCG
GGAACTCCGCCAGTTCCTGGAAGTCCGTAA

MKKEKEFPEETALTPEEEEFLTLELQEEEEAVSREFTFKOQKLILIGTGIFSFLIFTVWLEPLDEL
VRSSLYSSSVKTGTIINFRDLSISVLGNVTLDSLEVTTSSNLKIKAEEAVLKTSLEGLIKKKED
GKEFKLVSLKIDTENGPLAKIRNFEGKGKFDNLDQGISRINGALDLEIPAGPSSGMIQELPEIPL
LGELKNITIKKFLTKVNLOGGNLIFNDFTLDTSIARFDITGNIRLSENMSESQLNLRICLELDR
NFALERQDIADMLTLLEKQSGSKCIPVMGTFGKPDVKIPGLTGPPALPGTPPVPGSP

gspO

LOCaS 46
ATGGGAAAGGTAAAATTTTCTGAAAGGGATTTAATCCTGTTTGTTGATTGGAAAAAAATGCTACCACTGA
TCTTAGGAATTTACTTTTTGTATTCAAGCGAAACGATGTCGGAACCAAATTCTTTTCGTTGGAAGGACGG
AGAAATTGTTGTAAACGGTAAAGCTTATAATCGGCAGATCTATTTCCGGCACAAAAAACTGAGTCACTTT
GCAAATTGGGAAAATATCGAAAAACTATTCCTATCACCCGATAAAAAAAGTTTAGTCGTTTATCATCGGG
CCGACAAAGAAAAATTTTATCGTCTGACTCTTTTTCGTTTTGAAACGCGAAATCATACTTTAGTTCGCAG
CATCCAACCGGGAATGGCTTGTCACGATCTATTCTGGTATAGGGATAAAATTATATTTAAAACCGGCACG
ACGGGAGGTGGAACATATCTAACCTACTATGATAAAAATCTAAAAAAGATAAACGAAATCAATTCTTATC
ACTTTTATGTGGATCGTAGCTTAGGAATCGCTCTTGCATCTCCCGTCTATGGGCCCGATGACGGAAAATT
TTGGATCTACAGTTTATATTCCGGTAAAATAATTGAAACTTTCGATTACAAAAAAGAAATGAATGAGAAT
TACACAATTACGGATTTGAAAAAAATTGGCGCTCATAAATTTATGATCCGAATTTCCGGTTACCATACAG
AACGAACGAAGACTTTTATTAATATATTCCGAAAATGCGTTAA

MGKVKEFSERDLILEVDWKKMLPLILGIYFLYSSETMSEPNSFRWKDGEIVVNGKAYNRQIYFRHKKLSHF
ANWENIEKLFLSPDKKSLVVYHRADKEKFYRLTLFRFETRNHTLVRSIQPGMACHDLEWYRDKITIFKTGT
TGGGTYLTYYDKNLKKINEINSYHFYVDRSLGIALASPVYGPDDGKFWIYSLYSGKIIETFDYKKEMNEN
YTITDLKKIGAHKFMIRISGYHTERTKTFIKNIPKMR

Hond Utrecht IV
ATGGGAAAGGTAAAATTTTCTGAAAGGGATTTAATCCTGTTTGTTGATTGGAAAAAAATGCTACCACTGA
TCTTAGGAATTTACTTTTTGTATTCAAGCGAAACGATGTCGGAACCAAATTCTTTTCGTTGGAAGGACGG
AGAAATTGTTGTAAACGGTAAAGCTTATAATCGGCAGATCTATTTCCGGCACAAAAAACTGAGTCACTTT
GCAAATTGGGAAAATATCGAAAAACTATTCCTATCACCCGATAAAAAAAGTTTAGTCGTTTATCATCGGG
CCGACAAAGAAAAATTTTATCGTCTGACTCTTTTTCGTTTTGAAACGCGAAATCATACTTTAGTTCGCAG
CATCCAACCGGGAATGGCTTGTCACGATCTATTCTGGTATAGGGATAAAATTATATTTAAAACCGGCACG
ACGGGAGGTGGAACATATCTAACCTACTATGATAAAAATCTAAAAAAGATAAACGAAATCAATTCTTATC
ACTTTTATGTGGATCGTAGCTTAGGAATCGCTCTTGCATCTCCCGTCTATGGGCCCGATGACGGAAAATT
TTGGATCTACAGTTTATATTCCGGTAAAATAATTGAAACTTTCGATTACAAAAAAGAAATGAATGAGAAT
TACACAATTACGGATTTGAAAAAAATTGGCGCTCATAAATTTATGATCCGAATTTCCGGTTACCATACAG
AACGAACGAAGACTTTTATTAATATATTCCGAAAATGCGTTAA

MGKVKEFSERDLILEVDWKKMLPLILGIYFLYSSETMSEPNSFRWKDGEIVVNGKAYNRQIYFRHKKLSHE
ANWENIEKLFLSPDKKSLVVYHRADKEKFYRLTLFRFETRNHTLVRSIQPGMACHDLEWYRDKITFKTGT
TGGGTYLTYYDKNLKKINEINSYHEFYVDRSLGIALASPVYGPDDGKEFWIYSLYSGKITIETFDYKKEMNEN
YTITDLKKIGAHKFMIRISGYHTERTKTFIKNIPKMR



gspP

LOCaS 46
TTGGATTTCATTTTTATTAAAATAAACTTTAATATTTTTGAATCTATACTGAATTGGTTTTATAACGAGA
TATGTATTTTGATGAATAAAAATTTAAAATCAATTATAGACGTTACGGATTTTTTAATCAAAAACGACGT
TTCCGGTGCTAAAGAAATCATTAATGTTCATTATCCGCATAAATTTATTTCATATTAAAAAAAGTTATCC
ACCTTTAAAAAACTGA

Hond Utrecht IV
TTGGATTTCATTTTTATTAAAATAAACTTTAATATTTTTGAATCTATACTGAATTGGTTTTATAACGAGA
TATGTATTTTGATGAATAAAAATTTAAAATCAATTATAGACGTTACGGATTTTTTAATCAAAAACGACGT
TTCCGGTGCTAAAGAAATCATTAATGTTCATTATCCGCATAAATTTATTTCATATTAAAAAAAGTTATCC
ACCTTTAAAAAACTGA

gspQ

LOCaS 46
GTGATCGTTCCGATCGCGAAAGGCGGTTCTGATTCTTATGAAAATTTAATTACTACCTCTATGGAAAATA
ATTTATTAAAATTTAATTTTCTATTAAATGAGATTGAGTTTGTAATTAAGGAAAAAGGAAATCTTAAAAA
TTGGAATGGCTTAATTGACTGGTATAAATCTTACATTCAAGATAAATCGATAGAATTTTTTGACGATTCC
ATGAAGAGATGGCATAATGCTTTGATTCGTTATGAAAAAGAAAATGGTGAAATGTAA

Hond Utrecht IV
GTGATCGTTCCGATCGCGARAAGGCGGTTCTGATTCTTATGAAAATTTAATTACTACCTCTATGGARAATA
ATTTATTAAAATTTAATTTTCTATTAAATGAGATTGAGTTTGTAATTAAGGAARAAGGAAATCTTAAAAA
TTGGAATGGCTTAATTGACTGGTATAAATCTTACATTCAAGATAAATCGATAGAATTTTTTGACGATTCC
ATGAAGAGATGGCATAATGCTTTGATTCGTTATGAAAAAGAAAATGGTGAAATGTAA



Apéndice 4 ALINEACIONES DE LAS CEPAS LOCaS 46 Y HOND UTRECHT IV CON EL PROGRAMA SEQUENCHER

Copenhageni gspD plus

7980LOC-MILL2479F
—_——
7980LOC-MILL2480R
1887.LOC6465.MILL 2464
—_
1886.LOC6465.MILL 2465
20200
1881.LOC6777.BAP2377ab1
roe—
1880.LOC6777.BAP2367ab 1
LOC6867.MILL2468ab1
—_—
LOC6867.BAP2367ab1
8182LOC-MILL2481F
—_—
8182LOC-MILL2482R
paaLLL
LOC6970.MILL2469ab1
—_—
LOC6970.MILL2470ab1
6680LOC-MILL2466F
—
3114.L0C6680.BAP2380ab1
1894.L0C6979.BAP2379
e
1895.L0C6979.BAP2369
3109.LOC0102.BAP2402ab1
ey
3108.L0C0102.BAP2401ab1
LOC7172.MILL2471ab1
—_—
LOC7172.MILL2472ab1
LOC7374.MILL2473ab1
LOC7374.MILL2474ab1
1892.L0C7181.BAP2381
———
1893.LOC7181.BAP2371
3120.L0C9899.BAP2398ab1
LOC7576.MILL2475ab1
 —
LOC7576.MILL2476ab1
3119.L0C9796.BAP2397ab1
—o
3118.L0C9796.BAP2396ab1
LOC7778.MILL2477ab1
LOC7778.MILL2478ab1
LA
8384LOC-MILL2483F
—_—
8384LOC-MILL2484R
8586LOC-MILL2485F
—_
8586LOC-MILL2486R

$ (] Hale in contig = S—
EX] Single fragment Diagram Key, Eurmnps on
E=A Multiple fragments same direction fragrents
I Eioth strands shew rnotifs
I Eioth strands plus heallamw !

*+-Start codon frame 1 rectangles
I'P:F,_,—Ston codon frame 2 showr festures:




Copenhageni gspD plus

7980CAN-MILL2479F
—
1885.CAN6465.MILL2464
—_—
7980CAN-MILL2480R
—
1883.CAN6777.BAP2377
—
1884.CﬁN6465.MILL2465
CANG867.MILL2468ab1
———
CAN6867.BAP2367ab1
———a——d
1882.CAN6777.BAP2367ab1
—a—
8182CAN-MILL2481F
CANG970.MILL2469ab1
—_—
8182CAN-MILL2482R
—

CAN6970.MILL2470ab1
3112.CAN6680.BAP2380ab1
3113.CAN6680.MILL2466ab1

o—————3
6979CAN-BAP2379F
e
0102CAN-BAP2401R
e
CAN7172.MILL2471ab1
—_—
6979CAN-BAP2369R
7172CAN-MILL2472R

7374CAN-MILL2473F
—
CAN7374.MILL2474ab1

1891.CAN7181.BAP2381
CAN7576.MILL2475ab1
—_—
1890.CAN7181.BAP2371
0
CAN7576.MILL2476ab1

3117.CAN9796.BAP2397ab1
—_—
3116.CAN9796.BAP2396ab1
—

8384CAN-MILL2483F
AL
8384CAN-MILL2484R
e

8586CAN-MILL2485F
—_—
8586CAN-MILL2486R

[ Hole in cantig
=] Single fragment
F=A Multiple fragrments same direction
B Both strands

I Eoth strands plus

*-Start codon frame 1
E—r,_~Stop codon frame 2

Diagram Key

Burnps on
fragrents
show matifs,
hollow
rectangles
show features!
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