Buchnera aphidicola, endosimbionte
primario del pulgon Cinara cedr,
tiene un genoma de 450Kb
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Introduccion

m Mas del 20% de los insectos viven en relaciones de simbiosis con
microorganismos, lo que les ha permitido explorar una gran variedad
de nichos.

m En general estos insectos se caracterizan por alimentarse de dietas
desequilibradas, que son suministradas por los simbiontes

m Los pulgones (Homoptera, Aphididae) se alimentan de la savia de las
plantas, que es rica en azucares pero pobre en compuestos
nitrogenados

m B. aphidicola, endosimbionte primario de los pulgones les suministra
nutrientes que son deficientes en su dieta, como aminoacidos
esenciales

m Durante el proceso de adaptacion a la vida intracelular, B. aphidicola
ha sufrido cambios drasticos en su genoma

m Ademas de B. aphidicola algunos pulgones contienen bacterias
adicionales denominadas Simbiontes Secundarios (SS), que podrian
modificar la relacion de mutualismo establecida entre B. aphidicola y
el pulgon



Los pulgones mantienen una asociacion con B.
aphidicola una y-Proteobacteria, proxima a E.coli
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Genomas de Buchnera aphidicola relevantes para
entender la estructura y evolucion del genoma

Primeros genomas Genomica ambiental. El genoma mas pequeiio
Secuenciados B. aphidicola  B. aphidicola BBp B. aphidicola C cedri
BAp y BSg

Acyrthosiphon pisum

Baizongia pistace®
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Ubicacion filogenética de los pulgones que
contienen a las bacterias cuyos genomas han sido
secuenciados

Familia Aphididae

Phylloxerinae
Adelginae
Greenideinae

Aphidinae

Phloemyzinae

Mindarinae

Thelaxinae
/ Chaitophorinae

150-200 MY Hormaphinae

Pemphiginae
LCSA Anoecinae

Last Common Symbiotic Ancestor




Comparacion del orden génico de los tres
genomas secuenciados.
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a) Buchnera Bp b) Buchnera Ap c) Buchnera 5g
615,980 bp 640,681 bp 641,454 bp

Sélo cuatro pequenas reordenaciones: dos inversiones y dos
translocaciones entre BBp y las otras dos.

Los tres genomas han retenido un orden génico casi perfecto desde su
divergencia a partir del LCSA. Podemos hablar de un orden génico fésil
de B. aphidicola.



Comparacion del contenido génico de los tres
genomas secuenciados.
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Naturaleza de las perdidas
COGs (Cluster of Orthologosus Group) BAp
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Conclusiones de la comparacion de los tres genomas

= Conservacion del orden génico en los distintos linajes

» Drasticas disminucion del tamano del genoma por
pérdida de genes

Estasis evolutiva en el genoma de B. aphidicola

“La evolucion de B. aphidicola seria un caso de evolucion
degenerativa, mas que adaptativa y el destino final seria la

extincion”

“B. aphidicola fue esencial para el éxito evolutivo de los
pulgones en los momentos iniciales de la radiacion, pero la
diversificacion ecoldogica de los pulgones no puede
atribuirse a la diversidad genética de la bacteria”.
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El genoma de B. aphidicola de varias subfamilias
de pulgones sigue sufriendo un proceso reductivo

Yy 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Y

Especies Tamano del
genoma (Kb)

Subfamilias

OONIU AN

Acyrthosiphum pisum
Macrosiphum rosae
Baizongia pistaceae
Tetraneura caerulescens
Thelaxes suberi
Chaitophorus populeti
Cinari cedri

Cinara cupressi

Cinara tujafilina

670
670
640
565
550
520
450
475
475

Aphidinae
Aphidinae
Pemphiginae
Pemphiginae
Thelaxinae
Chaitonhoringe
Lachninae
Lacnninae
Lachninae



Secuenciacion del genoma de B. aphidicola de
Cinara cedri (BCc)

La secuenciacion y caracterizacion del contenido génico de
este genoma tan reducido y su comparacion con los
previamente secuenciados:

;, Qué genes son esenciales para la vida endosimbiotica”

;, Qué mecanismos estan implicados en el proceso de
reduccion? (deleciones, pseudogenizacion, “slippage”, etc.)

;. Son adaptativos o degenerativos los procesos de
acomodacion a la vida intracelular de Buchnera a su
hospedador particular?

¢ El genoma esta tan degradado que no puede realizar las
funciones necesarias para la vida simbiotica y estamos
asistiendo a un reemplazamiento por los SS?



enoma de BCc
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Tercer typo
de bacteria
Wolbachia

R-type o PASS “Pea Aphid Seconary Symbiont”



Secuenciacion del genoma de BCc

Coleccidén de C. cedri en poblaciones naturales

!

Extraccion de bacteriocitos (varios gramos de pulgones)

!

Inclusién en bloques de agarosa “plugs”

Cinara cedri

(C. cedri contiene gran cantidad de SS que no pueden separarse
de B. aphidicola durante la extraccion del DNA bacteriano)

!

Los plugs se someten a una PFGE inicial para eliminar contaminaciones

!



CCE l

Los plugs se recuperan de los pocillos y
se digieren con Rsrll para linearizar el
DNA cromosémico de B. aphidicola Cce

!

Se purifica la banda de 450 Kb tras un PFGE

!

Construccion de genotecas parciales

!

Secuenciacién, unién de “contigs”, identificacion de genes, etc.

!

Secuenciar los “gaps”




Resultados de la secuenciacion del genoma de BCc

Ejemplos
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*Contig 1: region entre rrl (rDNA 23S) y aroK (shikimato kinasa)
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Resumen de la compacion de las dos regiones
en los cuatro genomas de B. aphidicola

rrl-aroK ‘ fpr-trxA
BAp BSg BCce @ BAp BSg BCce

W 530,872 | 540,605 | 508,449 | 2 614,858 615,691 |591,760 7
end position 574,364l 574,741. 541,741 K 627,911- 628,538- 603,373 | 7
| 34,493 | 34,047 | 33,293 13,054 | 12,848 | 11,614
30.5% | 29.5% | 29.2% |26.1% 24.9% | 24.8% |21.8%
[ORFs | KN

pseudogenes

tRNAs |
rRNAs |

reduccion:
longitud:

n° de genes: 9,3% 45,6%
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Analisis cuantitativo de la naturaleza de los genes
preservados y/o desaparecidos en las dos regiones

a) Naturaleza de los genes perdidos en BCc

Informacionales Resto Total
BCec: 35 12 477
Resto (sap, Bsg, BBp): 37 22 59
Esperados BCc 29.5 17.5
v2: 13,5. 2 gdl, p<0,05

b) Los genes menos similares son mas propensos a

perderse que los mas conservados (K-2parametros

Preservados: 47 (0.2011+0.0516)
Desaparecidos: 14 (0.3561+0.1874)

t-Student: 3.06, 13.6 gdl p = 0.009

BAp

BSg

BPp



Conclusiones de la comparacion de las dos regiones
en los cuatro genomas

» B. aphidicola BCc ha sufrido un proceso reductivo aun mas dramatico
que las cepas previamente secuenciadas

» E| contenido en G+C es menor que en los otros genomas, tanto en
la region codificante como en las regiones intergénicas

= La disminucion en el tamano del genoma es principalmente debido
a la pérdida de regiones codificantes y no a un acortamiento de las
regiones intergenicas

» La pérdida de genes no es uniforme a lo largo del genoma y es
altamente dependiente de la naturaleza del contenido génico: genes
implicados en procesos de informacion estan mas preservados

» El orden génico esta conservado
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