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RESUMEN

En este proyecto se estudid a “Candidatus Midichloria mitochondrii”, un
organismo que pertenece a la clase Alphaproteobacteria, muy cercana a la familia
Rickettsiaceae, organismos relacionados con el ancestro de la mitocondria. Se
caracterizan por ser bacterias simbiontes que complementan la dieta de sus
hospederos, muchas de ellas son simbiontes de hospederos causantes de
enfermedades, tienen genomas reducidos y muestran evidencia de transferencia
horizontal de genes, particularmente la transferencia de genes por endosimbiosis.
“Ca. M. mitochondrii” es la primera bacteria intramitocondrial descrita, tiene un
genoma reducido, producto de evolucion reductiva, presenta una disminucion de
sus rutas metabdlicas. “Ca. M. mitochondrii es endosimbionte de Ixodes ricinus,
una garrapata de importancia meédica por ser vector de la enfermedad de Lyme.
Todas estas caracteristicas la hacen un modelo bioldgico importante para poder
afrontar varias hipotesis sobre evolucion, ciencias gendmicas, salud y genética
bacteriana. Sin embargo, es una bacteria no cultivable, esto dificulta su analisis
experimental, a pesar de esto, se puede analizar por métodos in silico, por medio
de la comparacién, modelaje y prediccion a partir de su genoma, mediante
algoritmos computacionales que permitan resolver hipotesis sobre las
caracteristicas bioldégicas de esta bacteria. En este estudio se compararon las
caracteristicas metabdlicas y gendmicas de “Ca. M. mitochondrii” con especies
cercanas filogenéticamente y especies de estilos de vida diferentes, se reafirma
que su capacidad metabdlica y caracteristicas gendmicas son producto del tipo de
vida endosimbionte. Se encontraron indicios de transferencia horizontal de genes,
bacteria-eucarionte, al comparar el genoma de /. ricinus con el genoma de “Ca. M.
mitochondrii”, se descubrieron secuencias de genes de origen bacteriano en el

genoma parcial de /. ricinus.



INTRODUCCION
Evolucion y simbiogénesis

Hace aproximadamente 50 afios que se descubri6 ‘DNA dentro de
cloroplastos y mitocondrias. Esto fue realizado por Hans Ris, que retomo la teoria
del cientifico ruso Konstantin Mereschkowsky, donde explicaba que los
cloroplastos se originaron a partir de la fusion de una cianobacteria y un
protozoario. Mereschkowsky invento el término simbiogénesis para referirse a
fusiones entre organismos filogenéticamente distintos, en un solo organismo. Su
idea se sumo a la de Ivan Wallin, que explico el origen de la mitocondria a partir de
un origen bacteriano, ambas ideas fueron tomadas con relevancia cientifica, por lo
tanto se tiene la idea que la simbiogénesis tiene un papel clave en la evolucion
(Margulis 1990; Cavalier-Smith 2003).

En la naturaleza estan presentes asociaciones simbidticas entre distintos
organismos, que en su conjunto forman consorcios, esto implica un nuevo
conocimiento del mundo natural, con la simbiosis como clave para la adquisicién
de genomas y capacidades metabdlicas, esto impulsa la evolucion y la generacion
de biodiversidad. Entonces “Simbiosis es simplemente la convivencia de
organismos que son diferentes entre si” (Margulis y Sagan 2002) y la
simbiogénesis puede interpretarse como “Origen de una novedad evolutiva a

través de simbiosis” (Margulis 1990), (Carrapigo 2015).

El término simbiosis fue acunado por Heinrich Anton de Bary para describir la
convivencia de "organismos de distinto nombre". La simbiosis es una asociacion
fisica a largo plazo de dos o mas organismos. Simbiogénesis se refiere a la
aparicion de nuevas morfologias, tejidos, vias metabdlicas, comportamientos, u
otras novedades evolutivas reconocibles en holobiontes. La simbiogénesis es el
resultado de la coexistencia permanente de diversos biontes para formar el
holobionte, es decir, el organismo hospedero y su microbioma (Guerrero et al.
2013). El hologenoma es la suma total de los genomas de los componentes en un

organismo eucariota; que comprende el genoma de un miembro individual de un
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determinado taxén (el genoma del huésped) y todos los genomas que componen
el microbioma (bacterias, arqueas, hongos y/o virus) (Rosenberg et al. 2009;

Cerqueda-Garcia y Falcon 2016).

Conforme a la localizacién de los organismos en la relaciéon simbidtica, ésta
puede ser ectosimbiosis o endosimbiosis. Entre las simbiosis intracelulares hay
diferencias que dependen del tiempo de la asociacion entre el huésped y el
simbionte, por lo que existen endosimbiontes obligados primarios y simbiontes
facultativos secundarios, los endosimbiontes primarios generalmente han tenido
una larga historia evolutiva junto a sus hospederos, mientras que los
endosimbiontes secundarios han establecido su relacidon de forma mas reciente,
por lo que estos mantienen su capacidad de regresar a la condicion de vida libre
(Moya et al. 2008).

La mayoria de las asociaciones simbidticas tienen como base el intercambio
bioquimico (Moran et al. 2008). Las asociaciones de insectos con bacterias son de
las mas estudiadas y el establecimiento de esta asociacién simbidtica se calcula
que surgid hace ~300 Ma., estas asociaciones permiten visualizar historias
evolutivas y las adaptaciones especificas de bacterias hacia la simbiosis (Gil et al.
2004; Moya et al. 2008).

Evolucién reductiva del genoma

Muchas especies bacterianas intracelulares ya sean patdogenas o
mutualistas, tienen genomas reducidos comparados con especies de vida libre con
las que estan filogenéticamente relacionadas. Esta reduccion se relaciona con la
pérdida de un gran numero de genes como una adaptacion a las nuevas
condiciones, donde muchas moléculas pueden ser obtenidas del hospedero sin
requerir ser sintetizadas. La mayoria de los genomas con tamafios de ~500 kb se
han encontrado en simbiontes obligados de varios insectos que han desarrollado
asociaciones con diversos linajes bacterianos, principalmente con Proteobacteria y
Bacteroidetes; estas bacterias proveen nutrimentos a sus hospederos a pesar de
tener genomas reducidos (Moran y Bennett 2014).
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Varios estudios han corroborado que la capacidad metabdlica entre los
miembros del holobionte, principalmente en insectos - consorcios bacterianos, se
ve complementada. Por ejemplo, hospederos fitofagos tienen una dieta rica en
azucares, compuestos inorganicos y minerales, pero deficiente o pobre en
compuestos nitrogenados como aminoacidos, vitaminas y/o cofactores. Otros
hospederos de dietas basadas en hematofagia y omnivoria presentan deficiencia
en vitaminas, cofactores, grupos prostéticos y acarreadores. Estos compuestos
son suministrados por los endosimbiontes; a cambio los endosimbiontes reciben
compuestos que no pueden sintetizar debido a la reduccién de sus capacidades
metabdlicas, por ejemplo compuestos organicos sulfurados, compuestos
intermediarios de rutas metabdlicas centrales, aminoacidos no esenciales,
compuestos para la sintesis de envoltura celular, entre otros (Gosalbes et al.
2010).

Las posibles causas de la reduccion del genoma de las bacterias
endosimbidticas son: la transicion entre el estilo de vida simbionte facultativa a
endosimbionte obligada, la ausencia de recombinacién, mayor tasa de sustitucion
de nucledtidos, alto contenido de A+T, acumulacion de mutaciones deletéreas por
deriva génica, la preferencia coddnica hacia A o T y la rapida evolucion en sus
secuencias (Moran 2002; Gil et al. 2004; Moran et al. 2008). Esto se debe al
cambio de un ambiente de vida libre a uno intracelular y protegido, lo que implica
que muchos genes se vuelven innecesarios y otros se vuelven redundantes,
debido a que sus funciones pueden ser suministradas por el hospedero (Moya
et al. 2008).

Durante el proceso, el endosimbionte es obligado a depender
irreversiblemente de su huésped para la supervivencia, debido a que se han
perdido muchos genes (Gil etal. 2004). Incluso genes aparentemente
fundamentales (reparacion de ADN, regulacién de la transcripcion y los
mecanismos de replicacion de ADN). Por lo que la reduccion del genoma se dirige
especificamente a los genes de menor importancia selectiva o menos esenciales

para la supervivencia de la asociacion hospedero/simbionte (Delmotte et al. 2006).
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Hay dos momentos importantes en la reduccion del genoma, el primero
cuando el genoma se erosiona y pierde genes de forma masiva, debido a la
restriccion del nuevo habitat, es decir cuando se establece la simbiosis. El
segundo momento es donde la reduccion del genoma es mas gradual y ya se ha
establecido un intercambio metabdlico complementario entre el simbionte y el
hospedero (Moya et al. 2008; Moran y Bennett 2014).

Transferencia horizontal de genes

La transferencia horizontal de genes (‘HGT’-Horizontal gene transfer) es la
comparticién de material genético entre organismos que no tienen una relacion de
descendencia directa. Es ampliamente reconocida como un mecanismo para la
adaptacion de bacterias y arqueas; se da con mayor frecuencia entre especies
que estan relacionadas con caracteristicas genomicas similares. Los tres
mecanismos mas reconocidos para la transferencia horizontal de genes en

bacterias y arqueas son la conjugacion, transformacion y la transduccién (Figura

1),

Figura 1. Representacion de las diferentes formas de transferencia horizontal en bacterias y arqueas. En la
conjugacion se transfiere material genético entre dos bacterias, en este caso por medio de un plasmido. En
la transduccién una particula viral (fago) incorpora DNA a la célula receptora. En la transformacion la célula
receptora incorpora DNA externo. Modificado de Stewart (2013).
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Se sabe que organismos eucariontes pueden evolucionar a través de la
adquisicion de genes por parte de sus microbiomas, en este caso hay
transferencia de genes endosimbioticos. Este tipo de transferencia genética se da
cuando el material genético del endosimbionte u organelo se incorpora al genoma
del hospedero (Figura 2). La transferencia horizontal de genes permite la
explotacion de nuevos nichos, lo que permite la explotacion de recursos sin

competencia alguna (Soucy et al. 2015).

La transferencia horizontal de genes (‘HGT’) de bacteria a eucarionte se
divide en dos posibilidades; las originadas por bacterias de vida libre y las de
bacterias endosimbiontes. La ‘HGT-endosimbiontes a eucariontes son
probablemente mas frecuentes, debido a la proximidad entre las células de ambos
organismos. Estas transferencias podrian ser aun mas comunes para
endosimbiontes que viven en células germinales susceptibles a pasar a las
siguientes generaciones. Las mitocondrias y los cloroplastos son ejemplos de
estos escenarios, la mayoria de los casos de ‘HGT’ endosimbionte a eucariontes

se han descritos en bacterias del género Wolbachia (Dunning Hotopp 2011).

Figura 2. Representacion de transferencia intracelular o endosimbidtica de genes donde los organismos
endosimbiontes transfieren material genético al genoma del organismo hospedero debido a la estrecha
cercania de ambas células, modificado de Soucy et al., (2015).
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Existen mecanismos como T4SS o sistema de secrecion tipo IV, que son
cruciales para la transferencia horizontal de genes (transformacion y conjugacion),
donde las <células son capaces de transportar diversos sustratos
macromoleculares, proteinas, factores de virulencia y secuencias de DNA, por lo
general estan asociados a bacterias patdgenas simbiontes. Sin embargo, se
desconoce el mecanismo por el cual ocurre la transferencia horizontal de bacterias
a eucariontes (Le et al. 2014; Juhas 2015; Soucy et al. 2015).

La identificacién de la transferencia horizontal de genes se basa en la
composicién de sus secuencias o de su historia evolutiva. Los métodos basados
en la composicion de la secuencia ("paramétricos") buscan diferencias en el
promedio gendmico (GC%, uso de codones, ‘ORF’), mientras que los enfoques
evolutivos basados en la historia evolutiva ("filogenéticos") identifican genes cuya
historia evolutiva difiere significativamente del genoma que los contiene
(Ravenhall et al. 2015).

El analisis de transferencia horizontal por medio de evidencia filogenética es
poco practico debido a la cantidad de informacidon genémica a analizar y al tiempo
de consumo de coémputo (Podell et al. 2008). Actualmente existe una herramienta
bioinformatica capaz de identificar sistematicamente todos los genes adquiridos
lateralmente (THG) en un genoma completo (‘DarkHorse’, Podell y Gaasterland
2007), la cual utiliza un enfoque heuristico, es decir encontrar la solucion a un
problema por medio de ‘atajos’. Una definicion formal seria “Un heuristico, es un
algoritmo que es capaz de producir una solucion aceptable a un problema en
muchos escenarios practicos, pero para los que no hay una prueba formal que sea

la correcta” (Simpson 2009).

El enfoque heuristico es aplicable para reducir la complejidad de un
problema, cuando esta complejidad rebasa la capacidad computacional para
resolverlo, en este caso identificar los eventos de transferencia horizontal de todo

un genoma.



Existe un método integrado en el algoritmo del programa ‘DarkHorse’ que es
rapido, cuantitativo, reproducible y de baja demanda de computo. EI método
identifica posibles proteinas candidatas a transferencia horizontal en el genoma
completo de un organismo; se ha demostrado en ejemplos de bacterias, arqueas y
eucariontes. Los resultados pueden utilizarse para caracterizar el perfil historico de
actividad de transferencia horizontal de un organismo, la cobertura de la base de
datos para especies cercanas filogenéticamente y las proteinas menos probables
de haber sido heredadas verticalmente. El algoritmo ‘DarkHorse’ combina
probabilidad, seleccion ponderada de linajes y un filtro de busqueda que ajusta el
numero total de posibles candidatos a transferencia horizontal comparando las
secuencias del genoma contra la base de datos que se utilice (Podell y
Gaasterland 2007).

El algoritmo selecciona coincidencias homologas y recupera la informacién
taxondmica de la base de datos donde compara las secuencias, para formar el
indice de probabilidad de linaje ‘LPI'. El indice es un métrico que indica la
posibilidad de transferencia horizontal, toma valores entre 0 y 1, clasifica las
secuencias de aminoacidos coincidentes en la base de datos que pertenecen al
genoma de busqueda. Los valores ‘LPI' son inversamente proporcionales a la
distancia filogenética entre las secuencias que coinciden entre el genoma vy la
base de datos. El indice unicamente asigna valores de probabilidad donde se
encuentran las secuencias coincidentes, los valores mas altos se dan a los linajes
donde las coincidencias entre secuencias ocurren con mayor frecuencia y valores
mas bajos a linajes que ocurren rara vez. La figura 3 muestra el esquema general

del proceso del algoritmo.



Figura 3. El esquema general del proceso del algoritmo de ‘DarkHorse’. Comienza con una busqueda no
rigurosa (BLAST) de las secuencias de proteinas del genoma contra una base de datos, después se
forman grupos de las secuencias de proteinas coincidentes en linajes distintos, se hace un calculo de
probabilidad de linaje, usando informacion taxonémica de las secuencias, basado en los mejores valores de
los grupos formados de las secuencias de proteinas se eligen las mejores probabilidades y se calcula de
nueva cuenta la probabilidad de linaje ‘LPI' para formar una tabla con los resultados finales.



“Candidatus Midichloria mitochondrii”.

En este proyecto estudiamos a la bacteria “Ca. M. mitochondrii” como modelo
endosimbionte. Esta bacteria es un bacilo Gram-negativo perteneciente al phylum
Proteobacteria, clase Alphaproteobacteria, dentro del orden de las Rickettsiales.
Tiene la caracteristica unica de ser endosimbionte de las mitocondrias del ovario

de la garrapata Ixodes ricinus (Tabla 1, Figura 4) (Sassera et al. 2006).

I. ricinus es una especie de garrapata de importancia médica en Europa,
debido a que es un vector de organismos patogenos. Ademas de estos patogenos,
I. ricinus alberga a “Ca. M. mitochondrii” como la bacteria dominante en simbiosis,
sin embargo aun se desconoce su papel biolégico. La mayoria de las células de
“Ca. M. mitochondrii” se localizan en los ovarios de la garrapata. Se calcula que
hay alrededor de 15 millones de bacterias en un solo ejemplar de [I. ricinus,
principalmente en los ovarios y primordios, sin embargo también se han detectado
en las glandulas salivales, en la saliva de la garrapata y en la sangre de
vertebrados hospederos de |I. ricinus (Di Venere etal. 2015). Aunque “Ca. M.
mitochondrii” se descubrié primero en . ricinus, también se ha detectado en otras
garrapatas como Ixodes holocyclus, también en tabanidos (Tabanidae), chinches

(Cimicidae) y acaros (Acari) (Gofton et al. 2015).

El genoma de “Ca. M. mitochondrii” esta secuenciado y consiste en un
cromosoma circular de ~ 1.18Mb con un contenido de G+C de 36.6%. La mayoria
del contenido del genoma es similar a miembros del grupo de las Rickettsiales,
caracterizados por la escasez de genes que codifican las rutas de biosintesis de
aminoacidos y nucleétidos. Aunque “Ca. M. mitochondrii” tiene disminuida su
capacidad de biosintesis, posee genes para la produccion de varios cofactores
(coenzima A, biotina, acido lipdico, tetrahidrofolato, pantotenato, heme vy
ubiquinona) que posiblemente suministra a las células de su hospedero (Sassera
et al. 2011).
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Tabla 1. Descripcion taxondmica de “Ca. M. mitochondrii”, tabla basada de Sassera, et al. (2006)
Descripcién Caracteristica

De acuerdo a los lineamientos del ‘ICSB’ las bacterias no cultivables se clasifican

Candidatus .
como Candidatus
mi.di.chlo’ria. N.L. fem. n.

Midichloria Nombre derivado de los ‘midiclorianos’, son entes ficticios de la saga ‘Star Wars’.
Los ‘midiclorianos’ son endosimbiontes celulares que pueden comunicarse con
‘La Fuerza'.

mi.to’chon.drii N.L. n. mitochondrium, mitocondria; N.L. gen. n. mitochondrii, de
mitochondrii una mitocondria
Epiteto especifico que se refiere al estilo intramitocondrial Unico de esta bacteria.

Figura 4. 1) Mitocondria de un oocito de /. ricinus “infectada” por “Ca. M. mitochondrii” modificada de Pistone et
al., (2012). 2) Imagen de microscopia electronica de transmision que muestra en (A) inicio de la infeccién de
la bacteria [b] entre las membranas de la mitocondria [m] y (B) dos bacterias dentro de la mitocondria
modificada de Sassera et al., (2011). 3) Micrografias electronicas de células de ovario de /. ricinus con “Ca.
M. mitochondrii” modificada de Sassera et al., (2006).
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HIPOTESIS

El modo de vida endosimbionte tiene como consecuencia la pérdida de
genes por evolucion reductiva y la transferencia horizontal de genes, si analizamos
el genoma de “Candidatus Midichloria mitochondrii”, habra pérdida de funciones

metabdlicas y genes heterdlogos.
OBJETIVOS

e -Comparar las capacidades metabdlicas de “Candidatus Midichloria
mitochondrii” con especies relacionadas filogenéticamente, simbiontes y de

vida libre.

e -Buscar transferencia horizontal en “Candidatus Midichloria mitochondrii”.
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MATERIALES Y METODOS

Genomas utilizados

Tabla 2. Organismos utilizados para los andlisis con los cddigos de acceso de las bases de datos a las que

pertenecen.

Organismo

Agrobacterium sp. H13-3

Anaplasma phagocytophilum HZ
Bacillus subtfilis subtilis 168
Bartonella henselae Houston-1

Brucella abortus A13334

‘Candidatus Carsonella ruddii’ HT isolate Thao2000
“Ca. M. mitochondrii” IricVA

‘Candidatus Nasuia deltocephalinicola’ NAS-ALF
‘Candidatus Pelagibacter ubique’ HTCC1062
Ehrlichia sp. HF

Escherichia coli K-12 substr. MG1655

Orientia tsutsugamushi Boryong

Rickettsia prowazekii Madrid E

Sinorhizobium meliloti 1021

Wolbachia sp. wRi
endosymbiont of Acanthamoeba sp. UWC8

Genoma

Ixodes. ricinus strain Charles River,

whole genome shotgun sequencing project
“Ca. M. mitochondrii” IricVA,

complete genome

Estudio

PGDB BioCyc

GCF_000192635

APHA212042
BSUB
BHEN283166

BABO1104320

CCAR1202539
CMID696127
CNAS1343077
CPEL335992
GCF_000632845
ECOLI
OTSU357244
RPRO272947

SMEL266834

WSP66084
GCF_000730245

midgut transcriptome shotgun sequencing from unfed /xodes ricinus

females

Ixodes ricinus strain:Charles River Genome sequencing
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RefSeq

pAspH13-3 NC_015184.1
Chr linear NC_015508.1
Chr circular NC_015183.1
NC_007797.1
NC_000964.3
NC_005956.1
Chr1 NC_016795.1
Chr2 NC_016777.1
NC _018417.1
NC_015722.1
NC_021919.1
NC_007205.1
NZ_CP007474.1
NZ_CP012868.1
NC_009488.1
NC_000963.1
Chr NC_003047.1
pSymA NC_003037.1
pSymB NC_003078.1
NC_012416.1
NZ_CP004403.1

GenBank
JXMZ00000000.2

CP002130.1

SRA

SRP051469, SRX821392

35,343,347

SRP051465, SRX821226

998,100,906



Comparacion de capacidades metabolicas y genomas

Se compararon las capacidades metabdlicas de los organismos listados en la
Tabla 2. Para cada organismo se obtuvo el total de las rutas metabdlicas del
metabolismo central en la base de datos ‘BioCyc Database Collection’
(http:/biocyc.org/comp-genomics) (Caspi et al. 2016). El total de cada una de las
categorias metabdlicas que son representativas del metabolismo central se

encuentran en el Apéndice A, Categorias metabdlicas (Tabla 4 y Tabla 5).

La base de datos ‘BioCyc’ es generada a partir de ‘Pathway Tools software’,
este contiene el programa ‘PatholLogic’ que predice e infiere las rutas metabdlicas
a partir de la anotacion de un genoma, el programa evalua las enzimas presentes
en la anotacion del genoma y las contrasta con la base de datos ‘MetaCyc’. Esta
base de datos contiene la anotacion funcional de mas de 450 rutas metabdlicas de

todos los dominios de la vida (Karp et al. 2002; Karp et al. 2016).

Las rutas metabdlicas a comparar fueron elegidas en base a la clasificaciéon
jerarquica de las rutas metabdlicas en la base de datos ‘MetaCyc’
(http:/metacyc.org META/Class-ree ?object=Pathways): Biosintesis, Degradacion  /
Utilizacidon / Asimilacion y Generacién de Metabolitos Precursores y Energia. De
estas jerarquias se eligieron, de forma manual, las rutas de los principales grupos
de moléculas en el metabolismo: nucledtidos, aminoacidos, carbohidratos, acidos
grasos y lipidos, precursores de energia y cofactores (Caspi etal. 2016). Los
resultados se graficaron en un ‘heatmap’ (Figura 5) con la libreria gplots (Warnes
et al. 2016) del entorno del lenguaje R (R Core Team 2016).

De la base de datos de secuencias de referencias (RefSeq)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/refseq) (Pruitt et al. 2002; Tatusova et al. 2014) se
extrajo la informacién de los organismos referente a: tamafio del genoma, % GC,
nuamero de genes y proteinas codificantes (Apéndice B. Resumen de genomas.
Tabla 6).
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Los datos se graficaron en R, se compararon estas caracteristicas entre
todos los organismos y su forma de vida por medio del paquete 'ggplot2' (Wickham
2009). La forma de vida de cada organismo fue tomada de la literatura disponible
(Gosalbes et al. 2010; Martinez-Cano et al. 2014; Moran y Bennett 2014; Cramaro
et al. 2015; Di Venere et al. 2015).

Analisis de transferencia horizontal de genes

Se hizo el analisis de transferencia horizontal de genes al genoma de “Ca. M.
mitochondrii” en el programa DarkHorse-1.5 rev170 (Podell y Gaasterland 2007;
Podell et al. 2008) con los siguientes parametros: corte de 0.3, la exclusion de los
términos: clone, cloning, construct, contaminant, cosmid, expression, synthetic,

unidentified, unknown, unspecified, untyped, vector.

El resultado fue una tabla que resume las proteinas homodlogas que se
encuentran en otros organismos con sus respectivos estadisticos: longitud de
alineamiento, porcentaje de identidad, ‘E-value’, ‘bitscore’ y el porcentaje de
cobertura del alineamiento; la clasificacion de coincidencias, las frecuencias de
probabilidad y la clasificacion por géneros y especies de las posibles especies

candidatas de transferencia horizontal (Apéndice C. Resultados ‘DarkHorse’. Tabla 7).

De estos resultados se realizé un histograma con las especies de mayor
coincidencia encontrada en el andlisis de transferencia y una grafica con las

frecuencias de probabilidad (Figura 6) se uso el paquete 'ggplot2' (Wickham 2009).

El genoma de [. ricinus fue parcialmente secuenciado recientemente, junto
con un analisis transcriptémico (Cramaro et al. 2015), los ‘contigs’ se encuentran
depositados en DDBJ / EMBL / GenBank (codigo de acceso: JXMZ00000000.2,
204,516 contigs, 514,506,549 bp).

Se descargaron los ‘contigs’ y se buscaron los marcos de lectura (‘orf’) con el
programa ‘Exonerate’  (http/Mww.ebi.ac.uk/aboutivertebratE-genomics/software/exonerate)
(Slater y Birney 2005). Se hizo una busqueda de homologia localmente (en un
servidor GNU/Linux con 32 nucleos y 120 gb de memoria) de los marcos de
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lectura abiertos (‘Open Reading Frames’-‘ORF’) con el programa ‘GHOSTX
(Suzuki et al. 2014) contra la base de datos no redundante (nr) de BLAST (Altschul
etal. 1990; Madden 2003). Las proteinas de “Ca. M. mitochondrii” que dieron
positivo en los ‘orfs’ de I. ricinus fueron identificadas y se hizo una busqueda de
homologia en la plataforma web de BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
contra la anotacion del genoma y los transcritos de [ ricinus (SRX821226,
SRX821392).

Analisis filogenético

Los genes potencialmente transferidos de “Ca. M. mitochondrii” a . ricinus se
analizaron con el programa ‘HMMER' en su plataforma web
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/) (Finn et al. 2015) contra la base de datos de
‘UniProt’  (http://www.uniprot.org/) (UniProt Consortium 2015) para buscar

homologos.

Las secuencias peptidicas de los homoélogos identificados se descargaron, y
se alinearon con el programa ‘MUSCLE’ (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/ )
(Edgar 2004; McWilliam et al. 2013). El analisis filogenético se hizo en el programa
‘PhyML’ (filogenia por maxima verosimilitud) (Guindon et al. 2010), con 1000
‘bootstraps’ (con los modelos de sustitucion generados en ProtTest3 (Darriba et al.
2011) LG+I+G+F y LG+I+G basados en el criterio de informacién de Akaike ‘AlIC’).
Los arboles filogenéticos se dibujaron con el programa ‘FigTree’
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree), con los parametros ‘midpoint root’, nodos

de forma creciente y las ramas transformadas en cladograma (Figura 11y 12).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Capacidades metabdlicas y genomas

La mayor cantidad de rutas en todos los organismos corresponde a la
biosintesis de cofactores, grupos prostéticos y acarreadores de electrones; la
categoria degradacion de acidos grasos y lipidos tiene el menor numero de rutas.
La Figura 5 muestra la agrupacion de los organismos en funcion de la cantidad de
rutas metabdlicas. Se puede apreciar un incremento en la cantidad de rutas en
funcion del tamafio del genoma de los organismos, ‘Candidatus Nasuia
deltocephalinicola’ es el organismo con el tamafio del genoma mas pequefio y la
menor cantidad de rutas metabdlicas en contraste con Escherichia coli K12 con el
mayor numero de rutas metabdlicas (Apéndice A. Categorias metabdlicas. Tabla 4

y 5. Apéndice B. Resumen de genomas. Tabla 6).

Se visualizan dos grupos principales (Figura 5): el primero de ‘Candidatus
Nasuia deltocephalinicola’ hasta Bartonella henselae y el segundo de ‘Candidatus
Pelagibacter ubique’ hasta Escherichia coli K12. El primer grupo posee pocas
rutas metabdlicas de degradacion y biosintesis de metabolitos no esenciales y
corresponde a los organismos de forma de vida obligada intracelular y facultativa.
Probablemente estos organismos han perdido la capacidad metabdlica de
degradar compuestos no esenciales y solo poseen rutas metabdlicas de
biosintesis de compuestos indispensables para sus funciones celulares (Batut et
al., 2014). Las probables causas: una estrecha relacion con su hospedero en el
intercambio metabdlico y la reduccion del nicho que favorece la reduccion del
genoma y por ende de las capacidades metabdlicas (Dunning Hotopp et al. 2006;
Moran et al. 2008; Sassera et al. 2011; Moran y Bennett 2014).

El segundo grupo ‘Candidatus Pelagibacter ubique’ hasta Escherichia coli
K12, representan a organismos que son de vida libre y patégenos, tienen mayor
numero de rutas en las categorias metabdlicas. En general se ve la relacion del

tamano del genoma respecto al numero de rutas metabdlicas.
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“Ca. M. mitochondrii”, posee varias rutas de biosintesis principalmente
cofactores, grupos prostéticos y acarreadores de electrones, nucleétidos vy
nucleodsidos, aminoacidos, y rutas generadoras de energia, dato que concuerda

con lo analizado en Dunning Hotopp et al., 2006; (Sassera et al. 2011).

Figura 5. ‘Heatmap’ que muestra el nimero de rutas en distintas categorias metabdlicas afines al metabolismo
central de diferentes bacterias, la intensidad del tono, en las celdas del ‘heatmap’, esta relacionada con la
cantidad de rutas en cada categoria. Los grupos principales en los dendrogramas (izquierda y arriba) estan
resaltados. BcofGpoPrAcEl = Biosintesis Cofactores Grupos Prostéticos y Acarreadores de Electrones,
DAcGrsLip = Degradacion Acidos Grasos y Lipidos, BMetSec = Biosintesis Metabolitos Secundarios,
DAmiPol = Degradacién Aminas y Poliaminas, BAmiPol = Biosintesis Aminas y Poliaminas, BCarb =
Biosintesis Carbohidratos, MNutlnor = Metabolismo Nutrientes Inorganicos, DNucNucls = Degradacion
Nucledtidos Nucledsidos, DMetSec = Degradacion Metalitos Secundarios, DCarb = Degradacion
Carbohidratos, DCarbx = Degradacién Carboxilatos, BAcGrsLip = Biosintesis Acidos Grasos Lipidos,
GenMetPreEne = Generacion Metabolitos Precursores Energia, BAA = Biosintesis Aminoacidos,
BNuclNucls = Biosintesis Nucleétidos Nucleésidos.
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La Figura 6 muestra el tamafio del genoma de cada organismo como variable
principal, contra la cantidad de genes y proteinas codificadas de cada organismo y
también por forma de vida. Se visualiza que el tamafio genémico esta relacionado
directamente con el numero de genes y proteinas en todas las bacterias

analizadas.

El tamafio del genoma no se correlaciona con su complejidad. C.A. Thomas
Jr. denominé como la paradoja C (‘C-value paradox') a esta variacion en la relacion
entre genes y tamafo genomico (Eddy 2012). En los genomas bacterianos hay
distintos intervalos de tamafo genémico, ~0.12 Mb a ~13 Mb (Ussery et al. 2009).
Generalmente los genomas de bacterias no varian en cuanto a la relacién
genomal/gen, es claro que el tamafo del genoma es directamente proporcional al
numero de genes, una tendencia que no aplica en genomas eucariontes (Bentley y
Parkhill 2004).

En bacterias con genomas grandes tienden a aumentar los genes de
regulacion y metabolismo secundario, no acumulan DNA no codificante, porque la
porcion de genoma para estas funciones se mantiene constante. Los genomas
reducidos de bacterias tienden a perder genes de biosintesis de compuestos

esenciales (Konstantinidis y Tiedje 2004).

Los genomas bacterianos mas pequeifos pertenecen a endosimbiontes de
organismos eucariontes, estos estan bajo un proceso degenerativo debido a una
evolucion reductiva. En general en bacterias existe una relacion entre el tamafo
del genoma, la cantidad de genes y proteinas, la cual posiblemente se deba al tipo
de ambiente o nicho donde habitan y las presiones ambientales a las que estan
sometidas (Bentley y Parkhill 2004; Batut et al. 2014). Los organismos que tienen
mas genes Yy proteinas son organismos de vida libre y patégenos, estos
probablemente habitan un amplio numero de nichos, al contrario de los
organismos obligados intracelulares y facultativos que se encuentran confinados a

sus hospederos (Moran y Bennett 2014).
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Figura 6. Gréficas comparativas entre la cantidad de genes/proteinas respecto al tamarfio del genoma por cada
organismo (arriba) y por forma de vida (abajo). Datos para andlisis tomados de ‘RefSeq’ (Pruitt et al. 2002;
Tatusova et al. 2014) Apéndice B Tabla 6.
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La Figura 7 muestra la relacidon entre el tamafio del genoma y el contenido de
GC, esta relacion se ha observado en bacterias obligadas que tienen bajo
porcentaje GC (Bentley y Parkhill 2004; McCutcheon et al. 2009). Una explicacion
a este fendbmeno es que los nucledtidos GTP y CTP son mas costosos
energéticamente que ATP y UTP, un habitat que limite solo la produccion de ATP
puede propiciar esta tendencia. Existe en “Ca. M. mitochondrii” y en varias
Rickettsiales genes de translocasas ATP/ADP que podrian utilizar para importar
ATP de . ricinus y sus hospederos; con esto se podria pensar en un metabolismo
restringido o de predileccion de ATP en “Ca. M. mitochondrii” (Sassera et al. 2011;
Le etal. 2014). Otra posibilidad es que los genes de reparacion de ‘DNA’ en
organismos con genomas reducidos estan, en varios casos, ausentes y esto
tiende un alto porcentaje AT en los genomas de estos organismos (Bentley y
Parkhill 2004).
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Figura 7. Graficas comparativas del tamafio de genoma en relacion con el porcentaje GC por cada organismo
(arriba) y respecto a la forma de vida (abajo). Datos para analisis grafico tomados de (Pruitt et al. 2002;
Tatusova et al. 2014) Apéndice B Tabla 6.
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Transferencia horizontal

El analisis de la transferencia horizontal en “Ca. M. mitochondrii” seleccion6
potenciales proteinas ortdlogas de organismos candidatos a transferencia
horizontal por medio de la busqueda de homologia de sus secuencias peptidicas.
El algoritmo del programa ‘DarkHorse’ us6 estas coincidencias (‘hits’) de las
secuencias para calcular el indice de probabilidad de linaje (‘lineage probability
index’ LPI) para calificar cada proteina en el genoma. El ‘LPI' es una medida que
identifica posibles candidatos de transferencia horizontal en todo un genoma
(Podell y Gaasterland 2007).

Fueron removidas 39 auto-coincidencias y 27230 coincidencias de otros
linajes en la busqueda. 1205/1210 proteinas consultadas no fueron auto-
coincidencias. Se filtraron de 343074 ‘blast hits’ a 9775 ‘besthits’, ~35% de las
coincidencias obtuvieron el mejor valor (score). El tamano maximo de
coincidencias candidatas fue de 480 ~0.14% del total de las base de datos donde
se buscaron las secuencias totales del genoma. La proteina mas conservada en la
busqueda fue gi:338226103 gb:AEI88987.1 “Dihydrolipoamide acetyltransferase”

“Ca. M. mitochondrii”.

Solo se detectaron 43 secuencias de aminoacidos atipicas, ~0.012% del total
de las secuencias en las bases de datos consultadas (Apéndice C. Resultados
‘DarkHorse’, Tabla 7) en donde el mayor numero de posibles secuencias se
localizaron en Microvirga sp. BSC39. La mayor cantidad de coincidencias se

encuentran en ~0.75 ‘LPI’ con 25 coincidencias (Figura 8).
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Figura 8. Resultado de la busqueda de transferencia horizontal en ‘DarkHorse’. Arriba, Frecuencias ‘LPI
(lineage probability index’) respecto a las coincidencias del andlisis de transferencia horizontal en
‘DarkHorse’, el color rojo indica el numero de coincidencias con alta posibilidad de transferencia horizontal,
las de color azul se descartan o se analizan individualmente. Abajo, Histograma de las mayores
coincidencias encontradas por organismo.
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La mayoria de las alphaproteobacterias viven en simpatria lo que favorece la
transferencia horizontal. Existe evidencia que demuestra la transferencia entre
miembros de la misma familia y otras familias cercanas, por ejemplo, se ha
observado que Rickettsia felis ha adquirido genes de su propio plasmido y de otras
especies de Rickettsiales: R. prowazekii, R. typhi, R. canadensis, R. bellii, Orientia
spp. y Wolbachia spp.. Varios genomas de rickettsias (Alphaproteobacteria) han
recibido genes de gammaproteobacterias, deltaproteobacterias, bacteroidetes vy
cianobacterias. Esta transferencia de genes se da al compartir un hospedero en
comun. También han compartido genes con eucariontes, varias proteinas
mitocondriales de Saccharomyces cerevisiae parecen haber sido transferidas de
R. prowazekii, Rhodospirillum rubrum, Rhodopseudomonas palustris, Rhodobacter

sphaeroides y Ochrobactrum anthropi (Le et al. 2014).

“Ca. M. mitochondrii” se localiza en distintos tipos de hospederos por lo que
comparte el habitat con distintos tipos de bacterias (Ahantarig et al. 2013). Esto
daria la posibilidad de transferencia horizontal de genes con las especies que

cohabita.

En el analisis con ‘DarkHorse’, el mayor numero de coincidencias tuvieron un
‘LPI’ ('lineage probability index') de ~0.75 en promedio, la mas baja de 0.409 y la
mayor de 0.907, ver figura 8. Entonces, se descartan las coincidencias con altos
valores de ‘LPI' >0.6, porque se considera una mejor ponderacion a transferencia
horizontal en niveles taxondmicos iniciales de un linaje (reino, phylum, clase) que
corresponde a los valores mas bajos de ‘LPI' y menor ponderacion al final del
linaje (familia, género, especie); los valores intermedios se podrian analizar de
forma individual y los valores mas bajos <0.6 se pueden considerar como los
mejores candidatos de posible transferencia horizontal (Podell y Gaasterland
2007).

‘Candidatus Amoebophilus asiaticus’ es la especie con la coincidencia de
‘LPI’ mas baja 0.415 (Apéndice C. Resultados ‘DarkHorse’.Tabla 7) y la posibilidad

de que se encontrara como ejemplar candidato a transferencia quiza se deba a
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que posee un porcentaje de secuencias de proteinas atipicas que comparte con
bacterias intracelulares, entre ellas las de género Rickettsia sp. que esta

emparentada con “Ca. M. mitochondrii” (Schmitz-Esser et al. 2010).

La segunda especie con mayor coincidencia y bajo ‘LPI' 0.415 es
Anoxybacillus sp. KU2-6(11), para los fines de este analisis, esta posibilidad puede
descartarse debido a que no comparte el mismo habitat que “Ca. M. mitochondrii”;
Anoxybacillus sp. KU2-6(11) habita principalmente fuentes geotérmicas. Sin
embargo también existe la posibilidad que Anoxybacillus sp. KU2-6(11) pudiera
incorporar DNA externo debido a que posee proteinas (‘competence protein’) que

facilitan la incorporacion de DNA externo (Goh et al. 2014).

Con este analisis, no se pudo determinar si existe algun intercambio de
genes entre “Ca. M. mitochondrii” y alguna otra bacteria, ya que los candidatos
posibles son filogenéticamente cercanos, por lo que sugerimos que no existe
transferencia horizontal bacteria-bacteria en el genoma de “Ca. M. mitochondrii”.
Esto puede deberse a la reduccién de su genoma, donde posiblemente pierda
genes en lugar de ganarlos, un fendmeno comun en los endosimbiontes
(Khachane et al. 2007).

Recientemente Cramaro y colaboradores (2015), secuenciaron parcialmente
el genoma de [ ricinus, junto a un analisis transcriptomico y proteémico del
intestino medio. Los datos de secuencias generados fueron liberados en la base
de datos del GenBank. En el analisis de busqueda de homologia con el programa
GHOSTX de los ‘orfs’ determinados en los contigs de /. ricinus, se identificaron
tres ‘ORF’ que dieron positivo a secuencias de proteinas del genoma de “Ca. M.

mitochondrii”, las que se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Posibles proteinas transferidas de “Ca. M. mitochondrii” a /. ricinus.

‘Contigs’
Ixodes ricinus

136930

8928

109948

gb ‘ORF’

Namero 2 al leer el
marco 2 en la cadena
inversa.
Namero 4 al leer el
marco 3 en la cadena
directa.
Namero 5 al leer el
marco 2 en la cadena
directa.

JXMZ02161538

JXMZ02193468

JXMZ02149861

Genes identificados “Candidatus
Midichloria mitochondrii”

mmn:midi_00391 hypothetical
protein (N)

mmn:midi_00973 hypothetical
protein; K09949 uncharacterized
protein (N)
mmn:midi_00900 hypothetical
protein (N):
Flagellar_assmbl_FliX_class2

Figura 9. Resumen grafico de las alineaciones de la busqueda en la plataforma web de BLAST, de las
secuencias de nucledtidos de los genes mmn:midi 00391 (A, D), mmn:midi_00900 (B, E) y
mmn:midi_00973 (C) de “Candidatus Midichloria mitochondrii” contra la base de datos de las secuencias
gendmicas (SRX821226) <ABC> y las secuencias del transcriptoma (SRX821392) del intestino medio
<DE> de . ricinus.
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Se realizd6 una busqueda de las secuencias de nucledtidos de “Ca. M.
mitochondrii” localizadas en los "orf" de /. ricinus, en la base de datos del genoma
parcial y el transcriptoma del intestino medio de /. ricinus en la plataforma web de
BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (Figura 9). La busqueda se realizo
con el programa BLASTN 2.5.0+ (Zhang et al. 2000).

La Figura 9 muestra el resumen grafico de las secuencias alineadas con el
genoma Yy el transcriptoma del intestino medio de /. ricinus. Las descripciones de
las secuencias que presentan alineaciones significativas estan en el Apéndice D.
BLAST. (Tablas 8 a 12).

La alineacion de las secuencias en el genoma de [. ricinus presentan los

siguientes valores, (Apéndice D. BLAST. Tablas 8 a 10):

. mmn:midi_00391 e-value de 4.25E-43 a 1.2E-33 y ~100% de identidad.
. mmn:midi_00900 e-value de 2.9E-43 a 0.003 y ~100% de identidad.

. mmn:midi_00973 e-value de 4.6E-43 a 1.42E-23 y ~100% de identidad.

La alineacion de las secuencias en la anotaciéon del transcriptoma del
intestino medio presentan los siguientes valores (Apéndice D. BLAST. Tablas 11 y
12):

. mmn:midi_00391 e-value de 4.19E-101 a 1.63E-45 y ~100% de identidad.
. mmn:midi_00900 e-value de 6.56E-68 a 2.43E-47 y ~100% de identidad.

En la busqueda de la secuencia nucleotidica mmn:midi_00973 contra la base
de datos de la anotacion del transcriptoma del intestino medio no se encontrd

similitud significativa en la anotacién.

La transferencia de material genético entre bacterias es comun y es un
mecanismo que juega un papel importante en la dinamica de sus genomas. En

eucariontes es poco comun, sin embargo existe varios estudios de transferencia
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entre bacterias y eucariontes, generalmente en estudios de aplicaciones

biotecnolégicas (Marcet-Houben y Gabaldén 2010; Coelho et al. 2013).

Aparte de estos estudios también existe evidencia de transferencia de
material genético en Metazoarios y Algas (Boschetti et al. 2012; Schonknecht et al.
2013), varios insectos que comparten el holobioma con bacterias intracelulares
poseen fragmentos del material genético de sus endosimbiontes (Dunning Hotopp
et al. 2007), pero los mecanismos por los que se transfiere el material genético es

desconocido (Suzuki et al. 2015).

Con este analisis proponemos una posible transferencia de genes entre “Ca.

M. mitochondrii” e 1. ricinus.
Analisis filogenético

Después de identificar a los posibles genes transferidos en la tabla 3, se
buscaron los homoélogos para establecer la funcion que realizan, de acuerdo al
nivel de similitud y para asegurar que se trata de genes homdélogos. En la Figura
10, la busqueda en ‘HMMER’ con un corte de busqueda de 0.003, indica que solo
en las proteinas que codifican los genes mmn:midi_00900 y mmn:midi_00973
existen homadlogos para realizar una reconstruccion filogenética de ambos genes y

corroborar que son de origen bacteriano y no eucarionte (heterdlogo en |. ricinus).

El gen mmn:midi_00391 no tiene opciones de coincidencias de homodlogos y
en la busqueda solo esta identificada la misma secuencia de la proteina en “Ca.
M. mitochondrii” con un ‘E-value’ 1.6E-119. En los dos genes mmn:midi_00900 y
mmn:midi_00973 si existen homdlogos con ‘E-value’ 2.6E-74 y 1.5E-135
respectivamente. Para la secuencia mmn:midi_00900 solo se encontraron 6
homodlogos, por lo que para hacer la reconstruccion filogenética se tomaron los
miembros que forman la familia de la proteina FliX (PF10768) de la base de datos
‘Pfam’ (Finn et al. 2016). En cuanto a la secuencia mmn:midi_00973 se utilizaron
los primeros 100 resultados de los 1476 en total, de los homologos encontrados.
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Figura 10. Resultados de la busqueda de homdlogos contra de la base de datos ‘UniProtKB’ en la plataforma
web de HMMER (http://hmmer.org/) de las secuencias de aminoacidos identificadas en los ‘contigs’ de /.
ricinus. A) mmn:midi_00391; B) mmn:midi_00900 y C) mmn:midi_00973. Muestra parte de los resultados
de las secuencias, las caracteristicas, una gréfica de barras y un listado de los resultados mas significativos
de acuerdo al ‘e-value’.

El gen mmn:midi_00900 tiene dominios de la proteina FIliX, la cual
posiblemente es un componente transitorio del flagelo y se requiere para el
proceso de montaje del mismo (Mohr et al. 1998). Cabe destacar que “Ca. M.
mitochondrii” posee varios genes con funciones de ensamblado flagelar no
encontrados en otros ejemplares de las Rickettsiales, pero no existe evidencia de
la presencia de un aparato flagelar en “Ca. M. mitochondrii” (Cramaro et al. 2015).
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Sobre el gen mmn:midi_00973 existen un gran numero de homaélogos con ‘E-
values’ que van de los 2.0E-45 a 5.7E-82, un par de endosimbiontes de
Acanthamoeba son los que tienen los valores mas significativos. El gen codifica

una proteina de funciones desconocidas (DUF1009).

Después de encontrar homologos de las proteinas codificadas en “Ca. M.
mitochondrii” se alinearon y se construyeron los arboles filogenéticos (Figura 11 y

12). La posicion de “Ca. M. mitochondrii” se muestra resaltada en ambos arboles.

En el caso del arbol filogenético del gen mmn:midi_00900 FIiX “Ca. M.
mitochondrii” se encuentra agrupada en las ramas mas profundas junto a
Desulfovibrio piezophilus, que es una bacteria que posee elementos flagelares
perteneciente a la clase Deltaproteobacteria. Esta proteina se encuentra también
en “Ca. M. mitochondrii” a diferencia de otros miembros de las Rickettsiales que es

el grupo mas cercano filogenéticamente a “Ca. M. mitochondrii” (Ferla et al. 2013).

La presencia de este gen flagelar podria deberse a que el genoma esta en
transicion de pérdida de genes debido al estilo de vida intramitocondrial, ya que

este tipo de genes se pierden en endosimbiontes obligados (Toft y Fares 2008).

El resto de las ramas en orden creciente, presenta miembros de la clase
Alphaproteobacteria que se caracterizan por ser bacterias moviles de ambientes

acuaticos con presencia de aparato flagelar.

En el arbol filogenético del gen mmn:midi_00973 (Figura 12), “Ca. M.
mitochondrii” esta agrupada con otros miembros de las Rickettsiales, el gen

codifica una proteina conservada, pero de funciones desconocidas (DUF1009).

31



Figura 11. Arbol filogenético de los homdlogos de la proteina codificada por el gen midi_00900 FliX de “Candidatus Midichloria mitochondrii’. Se muestran los valores
de ‘bootstrap’ en los nodos y se colapsaron ramas con un corte de < 50.
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Figura 12. Arbol filogenético de los homdlogos de la proteina codificada por el gen midi_00973 de “Candidatus
Midichloria mitochondrii”. Se muestran los valores de ‘bootstrap’ en los nodos y se colapsaron ramas con un
corte de < 50.
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CONCLUSIONES

Después de revisar las caracteristicas metabdlicas y genémicas de “Ca. M.
mitochondrii” comparandolas con diferentes organismos (de estilos de vida
facultativa y vida libre), concluimos que el tipo de vida endosimbionte intracelular
se ve reflejado en la pérdida de funciones metabdlicas y que “Ca. M. mitochondrii”

posee caracteristicas gendomicas que son propias en este tipo de organismos.

A pesar de no haber encontrado evidencia de transferencia horizontal de
genes bacteria-bacteria, las secuencias homologas de “Ca. M. mitochondrii’
identificadas en el DNA gendmico de /. ricinus, indican una posible transferencia
horizontal bacteria-eucarionte, ya que el analisis filogenético de los genes
identificados de “Ca. M. mitochondrii” en el genoma de /. ricinus corroboraron que

los genes son de origen bacteriano.
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APENDICES

Apéndice A Categorias metabdlicas

Tabla 4. El total de rutas de Biosintesis y Generacion de Metabolitos Precursores y Energia recuperadas de la base de datos de ‘BioCyc'.
Aminasy Aminoacidos Carbohidratos  Cofactores, Grupos ~ Acidosgrasosy  Nudedsidosy  Metabolitos  Generacionde

Pdliaminas prostéticos y Lipidos Nudedtidos secundarios  Metabolitos
acameadores de precursores y
electrones Energia

‘Candidatus Carsonella ruddi’ HT isolate Thao2000 0 9 0 1 0 5 0 3
“Candidatus Midichloria mitochondrii” IicVA 1 1 5 28 14 14 2 12
‘Candidatus Nasuia deltocephalinicola’ NAS-ALF 0 5 0 4 0 0 0 1
‘Candidatus Pelagibacter ubique’ HTCC1062 6 26 9 40 15 2 2 14
Agrobacterium sp. H13-3 5 33 10 42 17 25 3 20
Anaplasma phagocytophium HZ 0 7 1 36 10 19 1 9
Bacilus subtiis subtilis 168 7 29 6 vy 1 19 9 20
Bartonella henselae Houston-1 2 16 3 33 13 19 1 13
Brucella abortus A13334 8 33 10 51 21 27 3 39
Ehriichia sp. HF 0 9 1 21 6 16 0 6
endosymbiont of Acanthamoeba sp. UWC8 0 6 1 8 5 10 0 5
Escherichia coliK-12 substr. MG 1655 (EcoCyc) 8 28 15 47 19 29 3 33
Orientia tsusugamushi Boryong 0 7 2 15 9 13 0 4
Rickettsia prowazekiMadnid E 0 7 6 17 13 14 0 14
Sinorhizobium melioti 1021 9 31 16 46 20 28 2 35
Wolbachia sp. wRi 1 9 2 26 10 18 1 17



Tabla 5. El total de rutas de degradacién recuperadas de las categorias de la base de datos de ‘BioCyc'.
Carbohidratos ~ Carboxiatos ~ Acidos grasos y

‘Candidatus Carsonella ruddit HT isolate Thao2000
“Candidatuis Midichloria mitochondrii” IicVA
‘Candidatus Nasuia deftocephalinicola’ NAS-ALF
‘Candidatus Pelagbacter ubique’ HTCC1062
Agrobactenium sp.H13-3
Anaplasma phagocytophium HZ
Becillus subtilis subtils 168
Bartonella henselae Houston-1
Brucella abortus A13334
Ehriichia sp. HF
endosymbiont of Acanthamoeba sp. UWC8
Escherichia coliK-12 substr. MG1655 (EcoCyc)
Orientia tsutsugamushi Boryong
Rickettsia prowazekiMadrid E
Sinorhizobium melioti 1021

Wolbachia sp. wRi

Aminasy
Poliaminas

Oo0OgoocouUOoOUOgUIO OO

o

o JooNococoodvMNBogro-o

N gwofNocogdvEprggumo ~0O

Lipidos

O hAhOOPLrODOPL,WWON-~~OOO

Metabolismo de
Nutientes Inorganicos
1
2
0
13
1

o Boagdvwgvo o

Nuclegsidos y
Nucledtidos

0
1

0
2
12
0
10
0
7
0
0
13
1

1

12

0



Apéndice B Resumen de genomas

Tabla 6. El resumen de las caracteristicas de cada uno de los genomas utilizados.

‘Candidatus Carsonella ruddi’ HT isolate Thao2000
“Candidatus Midichloria mitochondrii” IncVA
‘Candidatus Nasuia defftocephalinicola’ NAS-ALF
‘Candidatus Pelagibacter ubique’ HTCC1062
Agrobacterium sp.H13-3

Anaplasma phagocytophium HZ

Bacillus subtiis subtils 168

Bartonella henselae Houston-1

Brucella abortus A13334

Ehrichia sp. HF

endosymbiont of Acanthamoeba sp. UWC8
Escherichia coli K-12 substr. MG1655 (EcoCyc)
Orienttia tsutsugamushi Boryong

Rickettsia prowazekiMadrid E

Sinorhizobium melioti 1021

Wolbachia sp. wRi

Tamario (Mb)

0.16
1.18

0.112091

1.31
557377
147
422
193
328608
115
162
464
213
1.1
6.69169

145

GC%

146
366
171
207
585333
416
435
382
572354
206
3438
508
305
2
621591

352

Proteinas Genes MRNA tRNA OtosRNA  Pseudogenes

166

1161
137

1333
5097
1058
4175
1525
3095
855

1470
4140
1565
843
6218

1248

192
1246
169
1370
5244
1141
4421
1665
3188
903
1544
4498
2019
889
6292

1350

W OoOwwNwwoN8BwgwwwN

RIBRIBYLALSFQLIBER

—_

1
46

Fomadevida
Simbionte obligada
Simbionte obligada
Simbionte obligada
Simbionte obligada

Simbionte facultativa
Vidalibre
Simbionte obligada
Simbionte facultativa
Simbionte obligada
Simbionte facultativa
Simbionte obligada
Simbionte facultativa
Vida liore
Vidalibre
Patdgena
Patogena



Apéndice C Resultados ‘DarkHorse’

Tabla 7. Resumen de resultados de la busqueda de transferencia horizontal ‘DarkHorse’

query_annotation

GTP binding protein typA
succiny-CoA synthetase, alpha subunit
chaperonin GroS

hypothetical protein midi_00061

50S ribosomal protein L36
translation elongation factor Tu

FeS cluster assembly scaffold IscU
ribosomal protein L2

ribosomal protein S12
translation initiation factor IF-1

ribosomal protein L34P

NADH dehydrogenase subunit |
thioredoxin reductase

cysteine desulfurase

NADH dehydrogenase | subunit F
ribosomal protein L20

NADH dehydrogenase subunit B
Chbb3-ype cytochrome oxidase, subunit |
pyruvate dehydrogenase subunit beta
ATP/ADP translocase dass 1
ribosomal protein L27

ribosomal protein L14
NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit D
ribosomal protein S19

recombinase A

GTP-binding protein LepA
ATP synthase subunit beta

besthit_annotation

GTP-binding protein TypA [Candidatus Amoebophilus
asiaticus}#gi|189502125[reflYP

succiny-CoA synthetase subsunit alpha [Anoxybacilus sp. KU2-

6(11)]

molecular chaperone GroES [Smithella sp. F21]
pymolinE-5-carboxylate dehydrogenase [Vibrio sp. B183]
508 ribosomal protein L36 [Achromobacter sp. RTa]
elongation factor Tu [Massiia sp.
BSC265}gil672865253|gb|KFI08113.1| elongation
scaffolding protein [Aquabacterium sp. NJ1]

508 ribosomal protein L2 [Ahrensia sp. 13_GOM-1096m]
30S ribosomal protein S12 [Paracoccus sp. 10990]
franslation initiation factor IF-1 [Novosphingobium sp.
AP12#gi|398032609|gblEJ

50S ribosomal protein L34 [Sphingopyxis sp. LC81]
NADH dehydrogenase [Sphingopyxis sp. MWBT1]
thioredoxin reductase TrxB [Acidiphilium sp. JA12-A1]
cysteine desulfurase [Dongia sp. URHEOOGO]

NADH dehydrogenase [Inquiinus limosus MP0G]

50S ribosomal subunit protein L20 [Magnetospira sp. QH-2]
NADH dehydrogenase [Thalassospira sp. NP3b2]
cytochrome oxidase [Thalassospira sp. NP3b2)

pyruvate dehydrogenase [Thalassospira sp. NP3b2)
ATPase AAA [Candidatus Liberibacter solanacearum]
50S ribosomal protein L27 [Rhizobium sp. YS-11]

50S ribosomal protein L14 [Hoeflea sp. BAL378]

NADH dehydrogenase [Hoeflea sp. BAL378]

30S ribosomal protein S19 [Hoeflea sp. BAL378]
recombinase RecA [Hoeflea sp. BAL378]

GTP-binding protein LepA [Microvirga sp. BSC39)

ATP synthase FOF1 subunit beta [Microvirga sp. BSC39

nom_LP|

0415

0415

062
062
0621

0621

0.666
0.757
0.757

0.757

0.757
0.757
0.757
0.757
0.757
0.757
0.758
0.758
0.758
0.758
0.758
0.758
0.758
0.758
0.758
0.758
0.758

pctid qlen dign len pct cov evalue

7193

67.36

7128
625
68.29

76.52

7231
68.36
85.33

7647

83.72
716
6765
67.76
69.93
68.7
75.15
6845
725
73.08
69.51
64.75
7092
69.66
69.05
7083
7783

606

259

97
49
41

392

131
275
76

79

162

120
177

327
497

12
391

352
557
470

602

242

4

130
275

9

eX]
9%

0

3E104

2E40
6E-13
4E-11

3E63
4E-115
3E-38

2E-31

7E15
2E-77
1E-152

8E-52
4E-80
1E-167
9E-160

334
1E-35

2E-38
6E177

317

139
72
61

582
201

134
115

71
239
442

171
247
467
715
123
129
134

785



query_annotation

molecular chaperone DnaK
dinydrolipoamide acetytiransferase
succinate dehydrogenase flavoprotein subunit

FOF1-type ATP synthase, alpha subunit
ribosomal protein S10

enoyHacykcamier-protein) reductase
NADH dehydrogenase | subunitH

type IV secretion system protein VirD4

lipoyl synthase

type IV secretion system protein VirB11
DNA-directed RNA polymerase, beta’ subunit
elongation factor G

ferredoxin

ribonuclectidE-diphosphate reductase subunitbeta

cytochrome b
Biotin synthase

besthit_annotation

molecular chaperone DnaK [Microvirga sp. BSC39]
dinydrolipoamide succinyiiransferase [Microvirga sp. BSC39]
fumarate reductase [Microvirga sp. BSC39]
ATP FOF1 synthase subunit alpha [Microvirga sp. BSC39]
50S ribosomal protein L16 [Microvirga sp. BSC39]
enoyHacycamier-protein) reductase (NADH) [Rhodobacteraceae
bacterium HIMB11

NADH;ubiquinone oxidoreductase subunit H [Candidatus Rickettsia
gravesi
Conjugal transfer protein raG [Ricketisia sp. ISO7]
Lipoyl synthase [Ricketisia sp. ISO7]
Type IV secretion system protein virB11 [Ricketisia sp. ISO7]
DNA-directed RNA polymerase subunit beta [Rickettsia sp. ISO7]
Vegetative protein 19 [Ricketisia sp. ISO7]
2FE-2S ferredoxin [Candidatus Paracaedibacter symbiosus]
ribonudeotidE-diphasphate reductase subunit beta [Rickettsiaceae
bacterium Os18
cytochrome B [Rickettsiaceae bacterium Os18]

biotin synthase [Rickettsiaceae bacterium Os18]

nom_LPI

0.758
0.758
0.758
0.758
0.758

0812

0.865
0.865
0.865
0.865
0.865
0919

0919

0919
0919

pctid g len alignlen pct cov evalue

6761 631 636 100 0
6889 225 225 100 2E113
7013 597 596 9 0
6721 431 427 9 0
6934 138 137 9 6E63
6953 263 2% 97  2E129
7379 333 309 @2 1EA139
81.01 461 437 A 0
75 245 236 % 2BE132
134 327 321 98  TEA142
7262 730 683 SX] 0
7285 680 685 100 0
6881 110 109 9 6E48
7618 341 319 93  1E169
6837 406 392 9% 0
684 312 307 98  6E1%

342
861
587

379

41
691
416
1007

1001
160

487

522
451



Apéndice D BLAST

Tabla 8. Resultado BLAST de la busqueda de la secuencia mmn:midi_00391 contra la anotacién del genoma de |. ricinus.

queryd
mmn:midi_00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_00391

subjectids
gnl|SRA|SRR1739958 4331838382
gnl|SRA|SRR1739958.350883237.1
gnl|SRA|SRR1739958.337319625.1
gnl|SRA|SRR1739958.313809994.2
gnl|SRA|SRR1739958.3138099%4.1
gnl|SRA|SRR1739958.277709928.1
gnl|SRA|SRR1739958.263136713.1
gnl|SRA|SRR1739958.245478269.2
gnl|SRA|SRR1739958.245478269.1
gnl|SRA|SRR1739958.236091004.1
gnl|SRA|SRR1739958.219821101.2
gnl|SRA|SRR1739958.219821101.1
gnl|SRA|SRR1739958.214086983.2
gnl|SRA|SRR1739958.214086983.1
gnl|SRA|SRR1739958.203744739.2
gnl|SRA|SRR1739958.203744739.1
gnl|SRA|SRR1739958.177367149.2
gnl|SRA|SRR1739958.177367149.1
gnl|SRA|SRR1739958.176499895.1
gnl|SRA|SRR1739958.169018307.1
gnl|SRA|SRR1739958.103389314.1
gnl|SRA|SRR1739958.72870204.2
gnl|SRA|SRR 1739958 45198802.2
gnl|SRA|SRR 1739958 469547195.1
gnl|SRA|SRR1739958.331863468.1
gnl|SRA|SRR1739958.327620632.2
gnl|SRA|SRR1739958.263136713.2
gnl|SRA|SRR 1739958 204676329.1
gnl|SRA|SRR1739958.169158588.2
gnl|SRA|SRR1739958.61283092.2
gnl|SRA|SRR1739958.104880286.1

% ident
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

88B8B8B8B8BB

aliglength
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Mismatches  gapopens

NS N el eoloNololeolololololololololoNoloNoNoNeNoNeNe)

[cleololololololololololololololololoNolNolololololoNeNeNeNoNoNe)

q. start

304
118
312
199
273
35
86
)
284
118
284
)
338
170
67
248
102
271
379
31
41
41
78
450
170
441
225
450
112
118
450

g.end

403
217
41
208
372
134
185
198
383
217
383
198
437
209
166
347
201
370
478
130
140
510
177
549
209
540
324
549
211
217
549

s.start

1
100
1
1
100
100
1
1
100
100
100
1
100
1
1
100
1
100
1
100
100
1
100
1
1
1
100
1
100
100
1

s.end evalue

100 425E43
1 4.25E43
100 425643
100 425643
1 4.25E43
1 4.25E43
100 425643
100 425E43
1 4.25E43
1 4.25E43
1 4.25E43
100 425E43
1 4.25E43
100 425643
100 425643
1 4.25E43
100 425643
1 4.25E43
100 425E43
1 4.25E43
1 4.25E43
100 425E43
1 4.25E43
100  1.98E41
100  1.98E41
100  1.98E41
1 1.98E-41
100  1.98E41
1 1.98E-41
1 1.98E41
100 92E40

bit score
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
180
180
180
180
180
180
180
174



queryid
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391

subjectids

gn|SRAISRR1739958 4908797292
gn|SRAISRR1739958.464257901.1
gn|SRAISRR1739958 4413335442
gn|SRAISRR1739958.381642594.1
gn|SRAISRR1739958.280770790.1
gn|SRAISRR1739958.268127054.2
gn|SRAISRR1739958.260672112.1
gn|SRAISRR1739958 2569550592
gn|SRAISRR1739958 2326581932
gn|SRAISRR1739958.172541812.2
gnSRAISRR1739958.91762959.1
gnSRAISRR1739958,60033234.2
gnSRAISRR1739958.52049173.1
gnSRAISRR1739958 3318634682
gn|SRAISRR1739958.199344342.1
gn|SRAISRR1739958.193215876.1
gnSRAISRR1739958,68357690.1
gnSRAISRR1739958.494328340.1
gnSRAISRR1739958 2078779462
gn|SRAISRR1739958.478880136.1
gn|SRAISRR1739958 4691866232
gn|SRAISRR1739958 4623239631
gn|SRAISRR1739958 4266735322
gn|SRAISRR17399584181113382
gn|SRAISRR1739958.391352592.2
gn|SRAISRR1739958.364233074.2
gn|SRAISRR1739958.361825062.1
gn|SRAISRR1739958.341170953.1
gn|SRAISRR1739958.3000358%4.2
gnSRAISRR1739958.291213240.1
gn|SRAISRR1739958.285893564. 1
gn|SRAISRR1739958.268320598.1
gnSRAISRR1739958.267513449.1
gn|SRAISRR1739958.2243658692
gn|SRAISRR1739958.202424400.1

% ident
97
97
97
97
97
97
97

97.959
97
97
97
97
97

9%6.97
9%6.97
9%.97
9%6.97
96.939
96.939
9%6.04

96.907

aliglength
100
100
100
100
100
100
100

101

Mismatches  gapopens

WEABRARDRPRWLOWRARPRARDRERRWOLOANWLWLDWLWWLWWLWWWWWWLWW2WWWWWWW

0000 2220000 _,P0O0NODO0ODO0ODO0DO0DO0DO0ODO0O0OO0OO0O 000000 O0O

q. start

RRERBRLBIBALEH

—
So

58

g.end

332
549
334
527
121
523
124
541
118
118
331
326
118
437
132
129
334
116
541
433
156
149
518
338
136
161
159
504
500
504
531
114
201
328
506

s.start

100
1

JEE L L (L QI §

JEIL I L (UL UL (. §

100

100
100

s.end

1
100
100
100
100
100
100

—_

—_

—_

~-8388-8-v88--8---8

evalue

4.28E-38
4.28E-38
4.28E-38
4.28E-38
4.28E-38
4.28E-38
4.28E-38
4.28E-38
4.28E-38
4.28E-38
4.28E-38
4.28E-38
4.28E-38
1.54E-37
1.54E-37
1.54E-37
1.54E-37
554E-37
554E-37
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36

bit score
169
169
169
169
169
169
169
169
169
169
169
169
169
167
167
167
167
165
165
163
163
163
163
163
163
163
163
163
163
163
163
163
163
163
163



queryid
mmn:midi_00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391
mmn:midi_ 00391

subjectids

gnSRAISRR1739958.167554601.1
gn|SRAISRR1739958.163147026.2
gnSRAISRR1739958.91762959.2
gnSRAISRR1739958,62163258.1
gn|SRAISRR1739958,61671155.1
gn|SRAISRR1739958.58288330. 1
gn|SRAISRR1739958.49285835.1
gn|SRAISRR1739958 48689906.1
gnSRAISRR1739958 436872821
gnSRAISRR1739958.39239860. 1
gnSRAISRR1739958.16642095.2
gnISRAISRR1739958.401580600.1
gn|SRAISRR1739958 485569187.1
gn|SRAISRR1739958.326537580.1
gnISRAISRR1739958.91949174.1
gnSRAISRR1739958,14632486.2
gnSRAISRR1739958.490879729.1
gn|SRAISRR1739958.435169555.1
gnSRAISRR1739958 4146446432
gn|SRAISRR1739958.3373196252
gn|SRAISRR1739958.280770790:2
gn|SRAISRR1739958.260170721.1
gn|SRAISRR1739958 2415635392
gn|SRAISRR1739958.224365869.1
gn|SRAISRR1739958.193773725.1
gn|SRAISRR1739958.163936404.2
gn|SRAISRR1739958.155446269.1
gn|SRAISRR1739958.1482019502
gn|SRAISRR1739958.1374977902
gnISRAISRR 1739958 74755865.1
gnSRAISRR1739958,68357690.2
gnSRAISRR1739958.3730913132
gn|SRAISRR1739958 4925561.1
gnSRAISRR1739958 4060263102

% ident
%
9%.04

RE oS Bo8
I8 o888 88

95918
95918
95918
95876

aliglength
100
101
100
100
101
100
101
100
100
101
100
0
0
98
9%
98
97
101
100
85
100
101
101
100
101
100
100
100
100
97
100
93
%
9%

Mismatches  gapopens

AP0 LAWWOOORARDRARRABRARDNORARPRPRWRAPP,WOWAWOWARRWS

OO OO OOOOONONNODOO 00000000 ~r0~00—~0

q. start

g.end

163
504
162
129
500
201
500
114
154
504
154
198
44
197
197
197
172
509
190
570
340
472
487
189
478
129
185
157
176
203
185
550
318
140

s.start

N L L T T T Y- T SO

s.end

100
1
100
100
100
100
100
1
100
100
100
100
100
1
1
1
97
1
1
16
1
100

evalue

1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
1.99E-36
7.16E-36
258E-35
258E-35
258E-35
258E-35
9.26E-35
9.26E-35
9.26E-35
9.26E-35
9.26E-35
9.26E-35
9.26E-35
9.26E-35
9.26E-35
9.26E-35
9.26E-35
9.26E-35
9.26E-35
9.26E-35
9.26E-35
333E-3#4
333E-3#4
12633

bit score
163
163
163
163
163
163
163
163
163
163
163
161
159
159
159
159
158
158
158
158
158
158
158
158
158
158
158
158
158
158
158
156
156
14



Tabla 9. Resultado BLAST de la busqueda de la secuencia mmn:midi_00900 contra la anotacién del genoma de /. ricinus.

queryid
mmn:midi_ 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi_ 00900

mmn:midi_ 00900

mmn:midi_ 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi_ 00900

mmn:midi_ 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

subjectids

gnSRAISRR1739958.496603476.1
gn|SRAISRR1739958.339175127.1
gn|SRAISRR1739958 3364407502
gn|SRAISRR1739958.3363307332
gn|SRAISRR1739958.325946597.1
gn|SRAISRR1739958.3230158932
gn|SRAISRR1739958.323015893.1
gn|SRAISRR1739958.322410035.2
gn|SRAISRR1739958.322410035.1
gn|SRAISRR1739958 3185687892
gn|SRAISRR1739958.203049612.1
gn|SRAISRR1739958 2750634902
gn|SRAISRR1739958.275963490.1
gn|SRAISRR1739958 2699475592
gn|SRAISRR1739958.266023907.1
gn|SRAISRR1739958.2654133332
gn|SRAISRR1739958.265413333.1
gn|SRAISRR1739958.239009604. 1
gn|SRAISRR1739958.1902768902
gn|SRAISRR1739958.1771531752
gn|SRAISRR1739958.174385526.1
gn|SRAISRR1739958.166414806.1
gn|SRAISRR1739958.163830213.1
gn|SRAISRR1739958.1573778452
gn|SRAISRR1739958.157076387.1
gn|SRAISRR1739958.138666162.2
gn|SRAISRR1739958.1158237752
gn|SRAISRR1739958.115094469.1
gn|SRAISRR1739958.1144258452
gn|SRAISRR1739958.1060426202
gn|SRAISRR1739958.101522792.2
gn|SRAISRR1739958.101522792.1
gnSRAISRR1739958.99349255. 1

% ident

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Alig.
length
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

mismatches gap opens

eNeololololNoNolololololololololoNolololololololololNoNeNoNeNoNoNoNo]

cNeololoNoloNoloNololololololololololololololololololoNeNoNeNeNeNe)

q. start

240
290
25
169
300
132
27
69
243
170
106
132
27
169
25
177
226
70
300
225
70
213
27
204
67
154
145
234
208
170
45
179
56

g.end

370

124
276
325
169

324
169
312

303
166
253
244

397
144

278
155

s.end

100
100
1
100
100
100
1
100
1
1
1
100
1
100
1
100
1
100
100
100
100
100
100
100
1
100
1
100
100
1
100
1
100

evalue

29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43
29E43

bit score

185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185



queryid
mmn:midi_ 00900

mmn:midi_ 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi_ 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi_ 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi_ 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

mmn:midi 00900

subjectids

gnSRAISRR1739958.71945632.2
OnSRAISRR1739958.28058668.2
gn|SRAISRR1739958.28058668. 1
gnSRAISRR1739958 47064012
gn|SRAISRR1739958.208090528.1
gn|SRAISRR1739958.177153175.1
gn|SRAISRR1739958 276524027 2
gn|SRAISRR1739958.2148378182
gn|SRAISRR1739958.157377845.1
gn|SRAISRR1739958.208598648.1
gn|SRAISRR1739958.138666162.1
gn|SRAISRR1739958.106042620.1
gn|SRAISRR1739958 2779638332
gn|SRAISRR1739958 422076046.1
gn|SRAISRR1739958.134576986.1
gnSRAISRR1739958.98075043.1
gnSRAISRR1739958.240252230.1
gn|SRAISRR1739958.224455581.1
gn|SRAISRR1739958 2228037992
gn|SRAISRR1739958.287268598.1
gn|SRAISRR1739958.265944874.1
gnSRAISRR 1739958 57893882.1
gnISRAISRR1739958.115823775.1
gn|SRAISRR1739958.2004913402
gnSRAISRR1739958.99097346.1
gnISRAISRR1739958.336330733.1
gn|SRAISRR1739958.335553876.1
gn|SRAISRR1739958.269947559.1
gn|SRAISRR1739958.222192239.1
gn|SRAISRR1739958.2533041192
gnSRAISRR1739958.71221803.2
gnSRAISRR1739958 4922399722
gn|SRAISRR1739958.196045258.1
gn|SRAISRR1739958.207142713.1

% ident

100
100
100
100
100
100
9901
9%
100
100
100
98.936
100
98.795
98.795
98.795
98.78
98.78
100
98.75
98.75
98.75
98.75
98.718
98.667
100
98.649
100
98.649
98.63
97.297
98,529
100
98.333

Aig.

length
100
100
100
100
9
9
101
100

SBBBIBIIBIBREES

o3

~N NN NN
RIS

SPIR

mismatches gap opens

-~ O N 002,022 2022 2 220000 O0ONODODOOOOO0O

eNeololoNoloNoloNololeolHolololololololeoNolo NololoNle NoloNolNoNoNel

q. start

70
238
A
272
106
301
19
Zy
308
310
310

g.end

169
337
193
371
204
39
119
140
399
399
399
A

399
168
168
168
168
168
39
165
168
165
80

163
160
39
168
39
168
168
168
168
399
168

s.start

1
100

100

s.end

100
1
100
100

evalue

29E43
29E43
29E43
29E43
1.04E-42
1.04E-42
1.35E-41
6.27E40
8.11E-39
1.06E-37
1.06E-37
1.06E-37
8.17E-34
3.8E-32
3.8E-32
3.8E-32
1.37E-31
1.37E-31
4.92E-31
1.77E30
1.77E30
1.77E30
6.36E-30
220E-29
1.06E-27
3.83E-27
3.83E-27
3.83E-27
3.83E-27
1.38E-26
1.78E-25
828E-24
645E-20
232E19

bit score

185
185
185
185
183
183
180
174
171
167
167
167
154
148
148
148
147
147
145
143
143
143
141
139
134
132
132
132
132
130
126
121
108
106



queryid subjectids % ident. Ieélgﬂw mismatches gapopens  q.start g.end s.stat  s.end evaue  hitscore
mmn:midi_00900 gnlSRAISRR1739958.180584517.2 98.333 60 1 0 109 168 100 41 232E-19 106
mmn:midi_00900 gnlSRAISRR1739958.460144426.2 98214 56 1 0 113 168 100 45 388E-17 2]
mmn:midi_ 00900 gnliSRA|SRR1739958.26043679.1 93 50 1 0 119 168 100 51 84E-14 879
mmn:midi_ 00900 gnlSRA|SRR1739958.218372323.1 97.959 49 1 0 120 168 1 49 302E13  86.1
mmn:midi_ 00900 gnliSRA|SRR1739958.90346207.1 97.826 46 1 0 123 168 1 46 141E-11 805
mmn:midi_ 00900 gnlSRAISRR1739958.335530347.2 97674 43 1 0 126 168 1 43 6.54E-10 75
mmn:midi_ 00900 gnlSRA|SRR1739958.198139142.1 97674 43 1 0 126 168 1 43 6.54E-10 75
mmn:midi_ 00900 gnliSRA|SRR1739958.46716766.2 97619 12 1 0 127 168 1 12 235609 731
mmn:midi_00900 gnlSRAISRR1739958.305723258.1 100 36 0 0 133 168 100 65 0.000000109 676
mmn:midi_00900 gnlSRAISRR1739958.140575024.2 97436 39 1 0 130 168 3 41 0000000109 676
mmn:midi_00900 gnlSRAISRR1739958.423690476.2 100 29 0 0 140 168 100 72 0000852 547
mmn:midi_00900 gnlSRAISRR1739958.146801260.1 100 28 0 0 141 168 1 28 0.003 528
mmn:midi_ 00900 gnliSRA|SRR1739958.53680461.2 100 28 0 0 141 168 1 28 0.003 528
Tabla 10. Resultado BLAST de la busqueda de la secuencia mmn:midi_00973 contra la anotacion del genoma de . ricinus.
queryid subjectids %ident  Alig lengh  mismaiches gapopens gqstat gend sstt s.end evalue bit score
mmn:midi_ 00973 gnlSRAISRR1739958.338254352.2 100 100 0 0 286 385 1 100 496E43 185
mmn:midi_ 00973 gnlSRAISRR1739958.310822446.2 100 100 0 0 106 205 1 100 496E43 185
mmn:midi_ 00973 gnlSRA|SRR1739958.310822446.1 100 100 0 0 148 247 100 1 4.96E43 185
mmn:midi_ 00973 gnlSRAISRR1739958.282759031.2 100 100 0 0 8 107 100 1 4.96E43 185
mmn:midi_ 00973 gnlSRA|SRR1739958.279444913.1 100 100 0 0 4 103 100 1 4.96E43 185
mmn:midi_00973 gnlSRAISRR1739958.275406833.1 100 100 0 0 77 176 100 1 4.96E43 185
mmn:midi_00973 gnlSRAISRR1739958.269993616.1 100 100 0 0 233 332 100 1 4.96E43 185
mmn:midi_00973 gnlSRAISRR1739958.269319706.2 100 100 0 0 148 247 100 1 4.96E43 185
mmn:midi_00973 gnlSRAISRR1739958.269319706.1 100 100 0 0 106 205 1 100 496E43 185
mmn:midi_00973 gnlSRAISRR1739958.257357640.2 100 100 0 0 521 620 1 100 496E43 185
mmn:midi_00973 gnlSRAISRR1739958.234812967.2 100 100 0 0 343 442 100 1 4.96E43 185
mmn:midi_ 00973 gnlSRA|SRR1739958.234812967.1 100 100 0 0 180 279 1 100  4.96E43 185
mmn:midi_ 00973 gnlSRAISRR1739958.228069489.2 100 100 0 0 136 235 1 100 496E43 185
mmn:midi_00973 gnlISRA|SRR1739958.228069489.1 100 100 0 0 280 379 100 1 4.96E43 185
mmn:midi_00973 gnlSRAISRR1739958.215518061.2 100 100 0 0 73 172 1 100 4.96E43 185
mmn:midi_00973 gnlSRA|SRR1739958.215518061.1 100 100 0 0 268 367 100 1 4.96E43 185
mmn:midi_ 00973 gnlSRAISRR1739958.200295909.2 100 100 0 0 220 319 1 100 496E43 185
mmn:midi_00973 gnlSRAISRR1739958.193926875.2 100 100 0 0 236 335 1 100 496E43 185



queryid
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973

subjectids

gnlSRAISRR1739958.158491057.2
gnlSRAISRR1739958.154259998.2
gnlISRAISRR1739958.154259998.1
gnl|SRAISRR1739958.146762769.1
gnl|SRAISRR1739958.120662067.2
gnl|SRA|SRR1739958.89510458.2
gnl|SRA|SRR1739958.89510458.1
gnl|SRA|SRR1739958.84863386.2
gnl|SRA|SRR1739958.84863386.1
gnliSRAISRR1739958.82461457.2
gnliSRAISRR1739958.73717276.2
gnliSRAISRR1739958.73717276.1
gnliSRA|SRR1739958.71696350.2
gnliSRAISRR1739958.71696350.1
gnliSRAISRR1739958.51559652.2
gnl|SRA|SRR1739958.51559652.1
gnl|SRA|SRR1739958.29576773.1
gnl|SRA|SRR1739958.11530348.2

gnl|SRA|SRR1739958.9604030.2

gnl|SRAISRR1739958.9604030.1
gnlSRAISRR1739958.338254352.1
gnlSRAISRR1739958.193926875.1
gnlSRAISRR1739958.447455210.2
gnlSRAISRR1739958.438717494.2
gnlSRAISRR1739958.418140774.1
gnlSRAISRR1739958.355243034.1
gnl|SRAISRR1739958.353635770.1
gnl|SRA|SRR1739958.325106811.2
gnl|SRA|SRR1739958.187190656.2
gnl|SRAISRR1739958.158491057.1
gnl|SRAISRR1739958.146762769.2
gnl|SRAISRR1739958.122004873.1
gnliSRA|SRR1739958.72902763.1
gnliSRA|SRR1739958.49454803.1

gnlSRAISRR1739958.4347970.1

%ident  Alig length

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
N
N
100
100
100
100
100
100
97
100
100
100
97
97
100

mismatches  gapopens

kel el N el et e ool oNololololololololoNoNoNoNoNoNoeNe ool

eNeololoNoNoNoloNololololololNolololoNololololololololoNoNloNoNoNoeNoNeN o)

g.stat q.end

480 579
188 287

1 100
365 464
521 620
413 512
261 360
252 351
363 462
237 336
148 247
106 205
286 385
453 552
286 385
431 530
52 151
553 652
148 247
106 205
453 551
404 502
289 388
289 388
289 388
266 365
285 384
32 131
265 361
281 380
202 301
280 379
265 361
265 361
267 366

s.start

100
100
1
100
1
100
1
1
100
1
100
1
1
100
1
100

888~ ~88-8-

s.end evalue

1 4.96E-43
1 4.96E-43
100 4.96E43
1 4.96E-43
100 496E43
1 4.96E-43
100 496E43
100 496E43
1 4.96E-43
100 4.96E43
1 4.96E-43
100 4.96E43
100 4.96E43
1 4.96E-43
100 4.96E43
1 4.96E-43
1 4.96E-43
100 496E43
1 4.96E-43
100 496E43
2 1.78E42
2 1.78E42
1 231E41
1 231E41
100 231E41
1 231E41
100 231E41
1 231E41
3 231E41
100 231E41
100 231E41
100 231E41
3 231E41
3 231E41
1 231E41

bit score
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
183
183
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180



queryid
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973

subjectids

gnlSRAISRR1739958.315862035.2
gnliSRAISRR1739958.83727071.1

gnlSRAISRR1739958.336270257.2
gnl|SRA|SRR1739958.319088493.2
gnl|SRAISRR1739958.285827843.1
gnl|SRAISRR1739958.154491313.1
gnl|SRAISRR1739958.350914559.1
gnl|SRA|SRR1739958.84923283.2
gnl|SRA|SRR1739958.457936496.2
gnlSRAISRR1739958.232900222.1

gnliSRA|SRR1739958.589337.1

gnlSRAISRR1739958.290123677.1
gnlSRAISRR1739958.326544767.2
gnlSRAISRR1739958.299467271.2
gnlSRAISRR1739958.151484234.2
gnl|SRA|SRR1739958.248758838.2
gnl|SRA|SRR1739958.231433115.2
gnl|SRAISRR1739958.168020516.2
gnl|SRA|SRR1739958.21317508.1

gnl|SRA|SRR1739958.62823511.2
gnlSRAISRR1739958.432202720.1
gnlSRAISRR1739958.217358191.2
gnliSRA|SRR1739958.89007022.2
gnlSRAISRR1739958.459641862.1
gnlSRAISRR1739958.256558119.1
gnlSRAISRR1739958.402695082.2
gnl|SRAISRR1739958.358123609.1
gnl|SRA|SRR1739958.192758034.2
gnl|SRAISRR 1739958 480073825.1
gnl|SRAISRR1739958.111238000.1
gnl|SRAISRR1739958.161269218.1
gnl|SRAISRR1739958.155348461.1
gnliSRA|SRR1739958.55385831.2
gnliSRA|SRR1739958.13593542.2
gnlSRAISRR1739958.341430134.1

%ident  Alig length

98.98
98.98
100
1]
100
1]
100
100
97
97938
100
96.97
9%
9%6.875
9%6.875
100
96.842
100
100
100
100
9r7.727
96.667
96.629
100
96.591
96.591

100
100
98.701
96.386
96.386
96.386
96.341

B83IR3IR8Y

88298

BBIBIIICBIBBSBIBIBERSES

mismatches  gapopens

WWWW 2O OPRPRWWOWWNOOOOWOWWPRAWONWOONONO -~

eNeololoNoNoNoloNololololololNolololoNololololololololoNoNloNoNoNoeNoNeN o)

g.stat q.end
293 390
269 366
265 358
77 176
265 358
2M 370

RREERSBEENBREREE
RRBEL8L883548888

352
312 401
313 401
581 660
314 401
314 401
312 401
205 341
205 341
205 341
319 401
319 401
319 401
320 401

s.start

s.end evalue

3 299E40
98 299E40
1 1.07E-39
1 107E-39
1 107E-39
100 1.07E-39
1 1.39E-38
1 1.39E-38
100 5E-38
97 5E-38
100 5E-38
2 18E-37
1 232E-36
5 8.36E-36
5 8.36E-36
1 3.01E-35
95 3.01E-35
1 3.01E-35
1 3.01E-35
100 14E-33
1 5.03E-33
100 503E33
1 181E-32
89 6.51E-32
80 6.51E-32
13 234E-31
88 234E-31
1 234E-31
100 3.03E-30
100 3.03E-30
100 141E28
18 141E-28
18 141E-28
18 141E-28
82 507E-28

bit score
176
176
174
174
174
174
171
171
169
169
169
167
163
161
161
159
159
159
159
154
152
152
150
148
148
147
147
147
143
143
137
137
137
137
135



queryid
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973
mmn:midi_00973

subjectids

gnliSRAISRR1739958.66114296.1

gnlSRAISRR1739958.317796351.1
gnlSRAISRR1739958.308656438.2
gnl|SRAISRR1739958.314697477.2
gnl|SRAISRR1739958.291819511.1
gnl|SRAISRR1739958.249782648.1
gnl|SRAISRR1739958.237643501.2
gnl|SRAISRR1739958.189648176.2
gnliSRAISRR1739958.294044125.1
gnliSRA|SRR1739958.83106313.2

gnISRAISRR1739958.159628462.2

%ident  Alig length

96.341
100
100
100
100
100
100
100

9872
100

100

82
7
7

RAIBIRBIB

mismatches  gapopens

O OPPODODOOOOOW

el oloNololNololNoNoNoNe]

g.stat q.end
320 401
265 335
265 335
265 332
265 332
265 332
265 332
265 332
324 401
265 331
265 329

s.start
1

71
71

RR-BIIBB

s.end evalue

82  507E-28
1 656E27
1 656E27
1 305E25
1 305E25
1 305E25
1 305E25

100  305E25
78 11E4

100 11E24
1 142623

bit score
135
132
132
126
126
126
126
126
124
124

121




Tabla 11. Resultado BLAST de la busqueda de la secuencia mmn:midi_00391 en la anotacién del transcriptoma del intestino medio de /. ricinus.

queryid subjectids %ident  Aliglength  mismaiches gapopens q.stat gend sstat send evalue bit score
mmn:midi_00391 gnliSRAISRR1768390.2444696.1 100 202 0 0 321 522 1 22 419E-101 374
mmn:midi_00391 gnl|SRA|SRR1768387.1294562.1 90927 137 1 0 379 515 8 144 265E63 248
mmn:midi_00391 gnl|SRA|SRR1768392.2204204.1 100 127 0 0 260 386 1 127 207E59 235
mmn:midi_00391 gnliSRAISRR1768390.2802311.1 100 127 0 0 260 386 1 127 207E-59 235
mmn:midi_00391 gnl|SRA|SRR1768387.264332.1 95652 138 1 5 379 515 8 141 74854 217
mmn:midi_00391 gnl|SRA|SRR1768391.4799221.1 100 115 0 0 132 246 1 115 968E-53 213
mmn:midi_00391 gnliSRAISRR1768389.3819431.1 100 115 0 0 132 246 11 125 968E-53 213
mmn:midi_00391 gnl|SRA|SRR1768392.4839625.1 100 113 0 0 132 244 1 113 1.25E-51 209
mmn:midi_00391 gnliSRAISRR1768389.2707625.1 98.165 109 0 2 82 188 85 193 163E45 189

Tabla 12. Resultado BLAST de la busqueda de la secuencia mmn:midi_00900 en la anotacién del transcriptoma del intestino medio de /. ricinus.

queryid subjectids %ident  Aliglengh  mismatches gapopens gqgstat gend s.stat s.end evalue bit score
mmn:midi_00900 gnl|SRA|SRR1768400.192780.1 99315 146 0 1 1 146 9 153  6.56E68 263
mmn:midi_ 00900 gnl|SRA|SRR1768387.2741368.1 9863 146 0 2 1 146 19 162  3.05E-66 257
mmn:midi_00900 gnliSRAISRR1768392.4119227 .1 97.581 124 0 3 17 138 1 123 867E52 209
mmn:midi_00900 gnl|SRA|SRR1768392.1732750.1 95935 123 0 4 17 138 1 119  243E47 195
mmn:midi_00900 gnlSRAISRR1768391.752964.1 95935 123 0 4 17 138 1 119  243E47 195
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