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Resumen 

El saltahojas del césped gris (Exitianus exitiosus) es un representante de la subfamilia 

Deltocephalinae; cuyos miembros se caracterizan por albergar los endosimbiontes 

Candidatus Sulcia muelleri y Candidatus Nasuia deltocephalinicola para suministrarle 

los nutrientes que no pueden adquirir en su dieta. Para caracterizar estas bacterias, la 

presente investigación tuvo como objetivo ensamblar y anotar los endosimbiontes del 

saltahojas Exitianus exitiosus. En primer lugar, se verificó la calidad de las lecturas de 

secuenciación de alto rendimiento del insecto, se seleccionaron sólo las lecturas de las 

bacterias y se ensamblaron con un k-mer de 77 en contigs y scaffolds. Para Ca. Sulcia 

muelleri en total se cubrieron 190,004 bp y sus scaffolds se cerraron en un cromosoma. 

Para Ca. Nasuia deltocephalinicola se obtuvieron sólo 3,396 bp de un total de 112,091 

bp que contiene su genoma. Por lo tanto, sus secuencias fueron descartadas de la 

investigación.  Posteriormente, en Ca. Sulcia muelleri se identificaron 190 regiones 

codificantes (CDS), 30 ácidos ribonucleicos de transferencia (ARNt), 1 de transferencia 

mensajero (ARNtm) y 3 ribosomales (ARNr). Asimismo, se determinó que la bacteria le 

proporciona ocho aminoácidos esenciales a su hospedador que no puede obtener en su 

dieta. Se construyó un árbol filogenético, en donde Ca. Sulcia muelleri de Exitianus 

exitiosus se agrupó en un clado robusto junto con los demás miembros de la subfamilia 

Deltocephalinae; comprobando que la filogenia de los simbiontes es congruente con la 

de sus anfitriones, ya que estos se transmiten verticalmente dentro de los insectos.   

Palabras clave: 

• CANDIDATUS SULCIA MUELLERI 

• CANDIDATUS NASUIA DELTOCEPHALINICOLA 

• AMINOÁCIDOS 

• FILOGENIA 
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Abstract 

The gray grass leafhopper (Exitianus exitiosus) is a representative of the subfamily 

Deltocephalinae; whose members are characterized by harboring the endosymbionts 

Candidatus Sulcia muelleri and Candidatus Nasuia deltocephalinicola to supply them 

with nutrients that they cannot acquire in their diet. To characterize these bacteria, the 

present investigation aimed to assemble and annotate the endosymbionts of the 

leafhopper Exitianus exitiosus. First, the quality of the insect high-throughput sequencing 

reads was checked, only bacterial reads were selected and assembled with a k-mer of 

77 into contigs and scaffolds. For Ca. Sulcia muelleri in total 190,004 bp were covered 

and their scaffolds were closed on one chromosome. For Ca. Nasuia deltocephalinicola 

only 3,396 bp were obtained from a total of 112,091 bp contained in its genome. 

Therefore, its sequences were discarded from the investigation.  Subsequently, 190 

coding regions (CDS), 30 transfer ribonucleic acids (tRNA), 1 messenger transfer 

(mRNA) and 3 ribosomal (rRNA) were identified in Ca. Sulcia muelleri. It was also 

determined that the bacterium provides eight essential amino acids to its host that it 

cannot obtain in its diet. A phylogenetic tree was constructed, where Ca. Sulcia muelleri 

of Exitianus exitiosus was grouped in a robust clade together with the other members of 

the subfamily Deltocephalinae; proving that the phylogeny of the symbionts is congruent 

with that of their hosts since these are transmitted vertically within insects.    

Key words: 

• CANDIDATUS SULCIA MUELLERI 

• CANDIDATUS NASUIA DELTOCEPHALINICOLA 

• AMINO ACIDS 

• PHYLOGENY 
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Capítulo I: Introducción 

Formulación del problema 

Los saltahojas (Hemíptera: Cicadellidae) son una de las familias de insectos 

más extensa en el mundo, con más de 22.600 especies descritas hasta la actualidad 

distribuidas en 19 subfamilias (Bertaccini et al., 2019). No obstante, los miembros de 

ocho subfamilias son considerados como plagas agrícolas y hortícolas por ser vectores 

de virus y fitoplasmas patógenos que afectan a cultivos de importancia económica a 

nivel mundial (Bertaccini et al., 2019; Ishii et al., 2013).  

Se alimentan exclusivamente de la savia de las plantas por medio de 

laceramiento y descarga, una estrategia que consiste en introducir sus estiletes 

mientras secretan saliva para romper las células y luego consumir su contenido 

(Radcliffe & Lagnaoui, 2007). Sin embargo, las dietas basadas en xilema o floema son 

incompletas; porque contienen sólo algunos carbohidratos, ácidos orgánicos y 

aminoácidos no esenciales. En consecuencia, los insectos sólo pueden sintetizar lípidos 

a partir de los carbohidratos que consumen, pero no proteínas, debido a la falta de 

precursores nitrogenados esenciales (Ishii et al., 2013). Por lo tanto, su alimentación no 

logra satisfacer todos los requerimientos nutricionales para el crecimiento y 

supervivencia de los mismos (Szklarzewicz et al., 2016).  

Para contrarrestar su dieta desequilibrada, los insectos han establecidos 

relaciones simbióticas obligatorias con bacterias y/o levaduras que les proporcionan 

aminoácidos esenciales y vitaminas (Szklarzewicz et al., 2016). Además algunos 

poseen simbiontes facultativos encargados de defender a sus hospedadores de 

parasitoides (Oliver et al., 2003) y proporcionarles resistencia a insecticidas (Kikuchi 

et al., 2012). A cambio, los simbiontes obligatorios se mantienen en un entorno 
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intracelular estable y se transmiten verticalmente entre generaciones de insectos (Mao 

et al., 2018).     

Los análisis moleculares han demostrado que la mayoría de los saltahojas 

alojan obligatoriamente la bacteria Candidatus Sulcia muelleri; no obstante, coexiste 

con otros simbiontes como Candidatus Zinderia insecticola, Candidatus Nasuia 

deltocephalinicola o Candidatus Hodgkinia cicadicola. Asimismo los insectos también 

pueden albergar varios endosimbiontes facultativos de los géneros bacterianos 

Wolbachia sp., Rickettsia sp. y Cardinium sp. (Wang et al., 2019).  

Justificación del problema 

Dentro de los saltahojas considerados como vectores de fitopatógenos, se 

conoce que el 80% se encuentran dentro de la subfamilia Deltocephalinae (Bertaccini 

et al., 2019). Uno de sus representantes es el saltahojas del césped gris (Exitianus 

exitiosus), un insecto que transmite virus y micoplasmas cuando consume la savia de 

plantas (Jones & Medina, 2020). Específicamente, se alimenta de los cultivos de avena 

(Avena sativa L.), cebada (Hordem vulgare L.), uva (Vitis sp.) (Saguez et al., 2014), trigo 

(Tritricum aestivum L.) (Andreason, 2016), maíz (Zea mays L.) (Jones & Medina, 2020) 

y pasto bermuda (Cynodon dactylon L.) (Gahm, 2017).  

Por otra parte, el éxito evolutivo de los insectos fitófagos como los saltahojas, se 

debe a la simbiosis establecida con bacterias y/o levaduras para proveerles nutrientes. 

Específicamente, para la subfamilia Deltocephalinae con las bacterias Candidatus 

Sulcia muelleri y Candidatus Nasuia deltocephalinicola (Brentassi et al., 2017).  

Antiguamente, estos simbiontes sólo se podían estudiar por técnicas de 

microscopía, ya que se encuentran alojados en órganos especializados de los insectos 

denominados bacteriomas. Pero no podían ser identificados, porque son 
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microorganismos que dependen por completo de sus hospederos y no pueden ser 

cultivados fuera de ellos (Kikuchi, 2009).  

Sin embargo, con el aparecimiento de las nuevas tecnologías de secuenciación 

y el desarrollo de programas bioinformáticos, algunos simbiontes se han identificado y 

secuenciado por completo. Con esta información, se ha podido determinar las 

relaciones evolutivas de estos microorganismos y las rutas metabólicas que poseen 

(Wernegreen, 2012).    

Actualmente, con las secuencias obtenidas del ácido desoxirribonucleico (ADN) 

total del saltahojas o de sus bacteriomas, se puede comprobar bioinformáticamente la 

presencia de estos microorganismos, ensamblar sus genomas, anotarlos y realizar 

análisis filogenéticos; para así comprender la genética de las bacterias y cómo son 

capaces de proveerles los nutrientes necesarios a sus hospederos (Commins et al., 

2009; Gil & Latorre, 2019).  
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Objetivos 

Objetivo General 

• Ensamblar y anotar los endosimbiontes bacterianos Candidatus Sulcia muelleri y 

Candidatus Nasuia deltocephalinicola del saltahojas de césped gris (Exitianus 

exitiosus). 

Objetivos Específicos 

• Ensamblar los genomas de Candidatus Sulcia muelleri y Candidatus Nasuia 

deltocephalinicola a partir de scaffolds obtenidos por secuenciación de alto 

rendimiento de ADN total del saltahojas de césped gris (Exitianus exitiosus). 

• Anotar los genomas de los endosimbiontes Candidatus Sulcia muelleri y 

Candidatus Nasuia deltocephalinicola del saltahojas de césped gris (Exitianus 

exitiosus).  

• Realizar un análisis filogenético de las bacterias Candidatus Sulcia muelleri y 

Candidatus Nasuia deltocephalinicola.    
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Capítulo II: Marco teórico 

Saltahojas del césped gris 

El saltahojas de césped gris (Exitianus exitiosus) es un representante de la 

subfamilia Deltocephalinae; morfológicamente se lo puede identificar por su color 

marrón, longitud de 3.5 – 4.7 mm y dos puntos negros en la parte superior de su 

cabeza, pronoto y escutelo. Tiene alas blanquecinas con venas marrones que 

generalmente se extienden un poco más allá del abdomen y patas traseras 

especializadas para saltar, con un recubrimiento de vellosidades que contiene una 

secreción repelente de agua y compuesta por feromonas (Stiller, 2009) (Figura 1). 

Mantiene una reproducción sexual y luego de la gestación, las hembras introducen sus 

huevos en la vena principal o en pecíolo de las hojas (Radcliffe & Lagnaoui, 2007). 

Figura 1  

Morfología del saltahojas de césped gris (Exitianus exitiosus) 

 

Nota. Tomado de Diversity and abundance of leafhoppers in Canadian vineyardsm 

(p.15), por J. Saguez, C. Oliver, A. Hamilton, T. Lowery, L. Stobbs, J. Lasnier, B. Galka, 

X. Chen, Y. Mauffette & C. Vincent, 2014, Journal of Insect Science. 

Se distribuye en México y Estados Unidos, pero se pueden encontrar también en 

Canadá y las Antillas (Leung, 2005); donde se alimentan exclusivamente del floema de 

las plantas; principalmente de gramíneas. Es considerado como una plaga porque 
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alberga fitopatógenos en sus glándulas salivares como el virus del enanismo clorótico 

del maíz (MCDV) y Spiroplasma kunkelii (Jones & Medina, 2020). 

En las plantas infectadas, el virus MCDV produce retraso del crecimiento, 

acortamiento de los entrenudos superiores, amarillamiento, torsión y desgarro de las 

hojas y clorosis (Stewart et al., 2017). Mientras que Spiroplasma kunkelii produce 

amarillamiento, atrofia, enrojecimiento de los márgenes de las hojas y disminución en el 

rendimiento de los cultivos (Andreason, 2016).    

Simbiontes bacterianos 

Los insectos que se alimentan de la savia de las plantas del orden Hemiptera 

han establecido relaciones simbióticas obligatorias con microorganismos capaces de 

proporcionales los nutrientes esenciales que no pueden adquirir en el xilema / floema 

como aminoácidos, esteroles, vitaminas y cofactores (Bennett & Moran, 2013). Por ello, 

los simbiontes destinan gran parte de su material genético a la síntesis de nutrientes 

que son más beneficiosos para el huésped (Gil et al., 2004). Estos simbiontes se 

pueden diferenciar en intra y extracelulares, en función de si se alojan o no dentro de 

las células de los insectos. Asimismo, se clasifican en primarios y secundarios 

dependiendo de si el hospedador los necesita para su supervivencia o para 

proporcionarles beneficios no esenciales (Paniagua Voirol et al., 2018).    

Por otra parte, los insectos tienen una estructura similar a un órgano 

(bacterioma) compuesto por células especializadas (bacteriocitos), cuya función es 

alojar a los simbiontes primarios y se les denomina endosimbiontes. Debido a que la 

relación bacteria-insecto es obligatoria, no pueden ser cultivados fuera de su anfitrión y 

se transfieren verticalmente por transmisión transovárica (Figura 2) (Gil et al., 2004). 

Por esta razón, las bacterias viven en diferentes especies de insectos y evolucionan 

independientemente unas de otras; es decir, no realizan intercambio de materia 
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genético entre microorganismos de otros hospedadores. Por lo tanto, sufren de una 

reducción en el tamaño de sus genomas durante la evolución (Szklarzewicz et al., 

2016).  

Figura 2  

Transmisión transovárica de endosimbiontes bacterianos 

 

Nota. a) Los bacteriocitos (bc) se aproximan a los ovocitos. b) Los endosimbiontes 

invaden las células foliculares (fc) e ingresan al ovocito. c) Las bacterias se agrupan 

formando una bola simbionte (sb). Tomado de Sulcia symbiont of the leafhopper 

Macrosteles laevis (Ribaut, 1927) (Insecta, Hemiptera, Cicadellidae: Deltocephalinae) 

harbors Arsenophonus bacteria (p.910), M. Kobiałka, A. Michalik, M. Walczak, Ł. 

Junkiert & T. Szklarzewicz, 2016, Protoplasma. 

Actualmente, la disponibilidad de los genomas en bases de datos y análisis 

filogenéticos han sido muy útiles para comprender el proceso de endosimbiosis en 

insectos y ver cómo diferentes géneros bacterianos son más predominantes en ciertas 

familias de insectos (Gil et al., 2004). Hasta la actualidad, se han descritos géneros 

bacterianos como Ca. Sulcia sp., Ca, Hodgkinia sp., Ca. Zinderia sp., Ca. Baumannia 
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sp., Ca. Nasuia sp., Ca. Vindania sp., entre otros. Específicamente para la subfamilia 

Deltocephalinae, se conoce que albergan obligatoriamente las bacterias Candidatus 

Sulcia muelleri y Candidatus Nasuia deltocephalinicola (Gil & Latorre, 2019).  

Candidatus Sulcia muelleri 

Es una bacteria del filo Bacteroidetes, es un simbionte intracelular primario de 

los insectos que se alimentan de la savia vegetal, se estableció por una infección hace 

más de 260 millones de años (McCutcheon & Moran, 2007). Es responsable de la 

biosíntesis de ocho aminoácidos esenciales para su anfitrión como la lisina, arginina, 

leucina, valina, isoleucina, treonina, triptófano y fenilalanina (Wu et al., 2006), mientras 

que los demás nutrientes pueden ser proporcionados al insecto por otros simbiontes 

como Candidatus Nasuia deltocephalinicola (Chang et al., 2015).   

En cuanto a su genoma, tiene un cromosoma circular con un tamaño que varía 

entre 190 a 277 kb, rango muy bajo para un genoma bacteriano (Chang et al., 2015). 

No obstante, esto es normal para todos los simbiontes primarios, ya que presentan el 

síndrome de reducción del genoma; porque durante el tiempo han ido perdiendo los 

genes necesarios para el mantenimiento de una célula de vida libre (Gil & Latorre, 

2019). 

Candidatus Nasuia deltocephalinicola 

Es una bacteria del filo Proteobacteria, clase Betaproteobacteria; también es un 

simbionte intracelular al igual que Candidatus Sulcia muelleri y coexiste con ella en el 

mismo bacterioma en diferentes regiones. Candidatus Nasuia deltocephalinicola se 

encuentra en la parte interna del órgano, mientras que Candidatus Sulcia muelleri en la 

parte externa (Figura 3) y también se pueden ubicar en otros órganos como los ovarios 

de los insectos (Ishii et al., 2013; Noda et al., 2012). 
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Figura 3  

Distribución de los endosimbiontes en el bacterioma de los insectos 

 

Nota. A la izquierda se muestra la distribución de Candidatus Sulcia muelleri y a la 

derecha la de Candidatus Nasuia deltocephalinicola. Tomado de Bacteriome-associated 

endosymbionts of the green rice leafhopper Nephotettix cincticeps (Hemiptera: 

Cicadellidae) (p.218), H. Noda, K. Watanabe, S. Kawai, F. Yukuhiro, T. Miyoshi, M. 

Tomizawa, Y. Koizumi, N. Nikoh & T. Fukatsu, 2012, Applied Entomology and Zoology. 

En cuanto a su genoma, tiene una longitud aproximada 112 kb con 265 genes, 

de los cuales 137 codifican para proteínas y tiene un contenido de GC 16,6%. Conserva 

las vías metabólicas para sintetizar los aminoácidos esenciales histidina y metionina, 

que Candidatus Sulcia muelleri es incapaz de producir (Bennett et al., 2016). Asimismo, 

a diferencia de Sulcia, la bacteria posee genes involucrados en los procesos de 

replicación, transcripción y traducción. Por ejemplo, para la replicación del ADN tiene 

los genes dnaG y dnaX y para la traducción los genes RlmB, rpmCE, rsmA, rpsP y 

rplAIS (Mao et al., 2017). 



28 
 

Secuenciación de alto rendimiento 

El estudio a nivel genómico de todos los organismos vivos; incluidas las 

bacterias, se ha ampliado en las últimas décadas debido al rápido desarrollo de las 

tecnologías de secuenciación (Cao et al., 2017). Específicamente, la secuenciación de 

alto rendimiento (HTS) comprende un grupo de técnicas diseñadas para secuenciar 

ácidos nucleicos de forma masiva y en paralelo, a un menor tiempo y costo por base 

(Rubio et al., 2020).  

De manera general, la mayoría de técnicas HTS se basan en: i) segmentar el 

ADN, ii) marcar con adaptadores los fragmentos para señalar el inicio de la replicación, 

iii) amplificación de los segmentos marcados, iv) secuenciación del materia genético y 

v) reporte de las bases identificadas (Rubio et al., 2020). 

Entre las plataformas más usadas para HTS se encuentra Illumina; una 

tecnología que lleva a cabo una “amplificación en puente”, en donde las moléculas de 

ADN unidas a adaptadores se fijan a un soporte sólido que contiene secuencias 

complementarias a los adaptadores. Luego el ADN se somete a rondas sucesivas de 

amplificación para secuenciarse y de esta manera los nucleótidos se van incorporando 

con un marcador fluorescente diferente para cada base (Slatko et al., 2018). 

Por otra parte, HTS se ha usado ampliamente en el estudio de bacterias; 

inicialmente se enfocaba en la identificación taxonómica mediante la secuenciación de 

regiones conservadas como el gen de ADNr 16S. Sin embargo, ahora las 

investigaciones también se están centrando en aplicar estas técnicas de alto 

rendimiento para secuenciar todo el contenido genético de las muestras. Como 

resultado de este proceso, se generan millones de lecturas que luego deben ser 

procesadas computacionalmente para obtener los genomas completos de los 

organismos de estudio (Cao et al., 2017).    
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Ensamblaje de genomas 

El ensamblaje de genomas es un proceso basado en ordenar correctamente las 

secuencias de un organismo, para obtener una representación computacional de su 

genoma. Hasta la actualidad, este proceso es necesario, porque las lecturas generadas 

por secuenciación son más cortas que todos los genomas y algunos genes reportados 

(Wajid & Serpedin, 2012).  

El proceso se puede llevar a cabo realizando un ensamblaje de novo o de 

mapeo, en función de si ya existe un genoma de referencia para el organismo de 

estudio. El ensamblaje de novo depende completamente de la superposición de las 

lecturas de secuenciación, mientras que el mapeo se basa en determinar la posición de 

las lecturas en relación al genoma de referencia para luego ensamblar (F. Li et al., 

2019).   

En las últimas décadas se han desarrollado varios programas de ensamblaje 

que utilizan tres categorías de algoritmos computacionales como los gráficos de 

Overlap/Layout/Consensus (OLC), De Bruijn y codiciosos. Específicamente, los gráficos 

de De Brujin se emplean para lecturas cortas generadas por HTS en plataformas como 

Illumina (F. Li et al., 2019). En donde el método se basa en probar diferentes tamaños 

de k-mers para ensamblar las lecturas en segmentos contiguos (contigs) y si hay 

sobrelapamiento seguirse ensamblando en scaffolds, cromosomas y hasta genomas 

completos (Rice & Green, 2019).   

Generalmente, el flujo de trabajo que se sigue para el ensamblaje de genomas 

se basa en primero realizar un control de calidad de las lecturas mediante una 

puntuación de “Phred”. Luego se hace un preprocesamiento de los datos originales para 

eliminar adaptadores y regiones de baja calidad; después se ensamblan las lecturas y si 

es posible se completan las regiones no cubiertas (Dominguez Del Angel et al., 2018).  
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Anotación de genomas 

Una vez ensamblado un genoma se prosigue a su anotación; un proceso que 

consiste en identificar la ubicación y el rol biológico de las características genéticas que 

se encuentra dentro de una secuencia de ADN (Carriço et al., 2018). Este proceso se 

realiza mediante un análisis estructural y composicional de las secuencias; pero 

también se pueden usar las secuencias de organismos relacionadas como referencia, 

debido a su conservación funcional durante la evolución (Dominguez Del Angel et al., 

2018; Steward et al., 2017).    

La anotación de genomas se enfoca principalmente en identificar de forma 

correcta las secuencias codificantes de proteínas (CDS), ubicados dentro de un marco 

de lectura abierto (ORF). Un ORF es un tramo continuo de ADN que comienza con un 

codón de inicio y finaliza con un codón de parada y contiene toda la información para 

codificar una proteína funcional (Amatore et al., 2020).  

Generalmente los programas emplean un conjunto de secuencias de referencia 

para entrenar un modelo y después predecir genes. Luego cuando se identifican los 

CDS, estos se pueden alinear con anotaciones de genomas de referencia para 

encontrar homólogos (Richardson & Watson, 2013). Por otra parte, la anotación 

también tiene como objetivo predecir más unidades funcionales del genoma como 

genes de ARN de transferencia (ARNt) y genes de ARN ribosómico (ARNr) (Dominguez 

Del Angel et al., 2018). No obstante, los programas ahora también pueden identificar 

características de orden superior como operones, elementos CRISPR e islas genómicas 

(Carriço et al., 2018). 

Análisis filogenéticos 

La filogenia es una ciencia derivada de la biología que se basa en reconstruir la 

historia evolutiva de los organismos. Tradicionalmente, los análisis filogenéticos se 
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construían en función de características morfológicas; no obstante, la introducción de 

HTS permitió incluir también la información molecular de los organismos como ADN, 

ARN o proteínas para así obtener estimaciones más robustas (Young & Gillung, 2020).  

Los análisis filogenéticos tienen como objetivo inferir las relaciones filogenéticas 

entre taxones, obtener información sobre los mecanismos de la evolución molecular y 

emplear las comparaciones de varios taxones para deducir las funciones putativas de 

las secuencias de nucleótidos o aminoácidos (Young & Gillung, 2020). 

Como resultado de un análisis filogenético (Figura 4) se obtienen 

representaciones esquemáticas (árboles) que muestran las relaciones entre 

organismos. En los árboles se pueden visualizar los nodos terminales o unidades 

taxonómicas operacionales (OTU); que generalmente representan a individuos de una 

especie o grupos taxonómicos superiores. Estos se enlazan entre sí por medio de 

ramas hacia su ancestro en común que se identifica como un nodo interno (Gregory, 

2008; Mendoza, 2012). Finalmente, también se puede encontrar un “outgroup”; una 

especie lejana pero relacionada con los taxones de estudio “ingroup” y sirve para 

obtener la raíz del árbol (Mendoza, 2012).  

Figura 4  

Anatomía de un árbol filogenético 
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Nota. Tomado de Aportes de la filogenética a la investigación médica (p.123), por J. 

Mendoza, 2012, Revista Médica Herediana. 

Para construir un árbol filogenético, el flujo de trabajo consiste en primero incluir 

en el estudio secuencias homólogas. Asimismo, deben ser ortólogas, un tipo de 

homología en donde los genes de diferentes especies han divergido entre sí debido a 

un proceso de especiación y de esta manera se recapitula las relaciones entre los 

taxones de estudio. Después las secuencias se alinean introduciendo huecos (gaps) en 

las diferentes zonas para permitir que se alineen solo las regiones conservadas. Sin 

embargo, se debe tener en cuenta que la calidad del alineamiento disminuye con el 

aumento de la divergencia de las secuencias. Por lo tanto, las regiones ambiguas luego 

deben ser eliminadas (Kapli et al., 2020). Para los árboles de especies, a continuación, 

se escogen los enfoques de construcción que pueden ser el enfoque superárbol o 

supermatriz. El primero es un método basado estimar árboles independientes para 

varios genes y luego se genera un árbol consenso que representa la filogenia de la 

especie. Mientras que el segundo enfoque, concatena todos los genes de estudio en un 

solo alineamiento para estimar un árbol (Janies et al., 2013). 

Finalmente, se elige el método de construcción del árbol; estos son del tipo 

estadísticos y se dividen en dos categorías: i) métodos basados en distancias y ii) 

métodos basados en caracteres (Kapli et al., 2020).    

Métodos de inferencia filogenética basados en distancias 

Los métodos basados en distancias calculan la distancia genética entre las 

especies de estudio según los alineamientos y además emplean una matriz de 

distancias para construir el árbol. El método más empleado es “Neighbour Joining” (NJ); 

un algoritmo eficiente con varias implementaciones que permite generar la filogenia de 
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varias muestras contando las diferencias entre todas las secuencias y uniendo las de 

menor distancia genética (Mendoza, 2012). 

Métodos de inferencia filogenética basados en caracteres 

Los métodos basados en caracteres compararan todas las secuencias 

simultáneamente considerando un carácter/sitio a la vez. Se caracterizan porque son 

más precisos que los métodos basados en distancias, porque infieren árboles 

verdaderos o topológicamente similares a los árboles verdaderos. Entre los métodos 

más empleados se encuentran los de Máxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana 

(BI) (Munjal et al., 2018). 

La máxima verosimilitud es un método estadístico que se emplea para estimar 

los parámetros desconocidos de un modelo de probabilidad. En filogenia sirve para 

inferir árboles, teniendo en cuenta que la topología del árbol se considera como un 

modelo y los parámetros son la longitud de las ramas y el modelo de sustitución (Yang 

& Rannala, 2012). El método empieza usando un modelo de evolución y cambiando los 

parámetros para comparar los posibles árboles que se generan y su capacidad para 

predecir los datos observados; es decir, busca el árbol con la mayor probabilidad 

(verosimilitud) de producir las secuencias observadas (Makarenkov et al., 2006).  

La inferencia bayesiana es un método que también cambia los parámetros para 

generar árboles y calcula la verosimilitud de cada uno. Sin embargo, se diferencia de 

ML porque emplea el algoritmo de Monte Carlo basado en Cadenas de Markov (MCMC) 

para calcular una probabilidad posterior multiplicando la verosimilitud por una 

probabilidad a priori. La probabilidad a priori es una probabilidad que se le asignan a los 

parámetros sin tener en cuenta las secuencias. De esta manera, se obtiene el mejor 

árbol cuando se maximiza la probabilidad posterior, la cual también le da soporte a los 

clados que se forman (Kapli et al., 2020).   
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Hipótesis 

Los scaffolds obtenidos de la secuenciación de ADN total del saltahojas de 

césped gris (Exitianus exitiosus) contienen los genomas completos de los 

endosimbiontes Candidatus Sulcia muelleri y Candidatus Nasuia deltocephalinicola. 
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Capítulo III: Materiales y métodos 

Ensamblaje de genomas de Candidatus Sulcia muelleri y Candidatus Nasuia 

deltocephalinicola 

Descarga de las lecturas de secuenciación de Exitianus exitiosus 

Lecturas pareadas (paired-end) de secuenciación de alto rendimiento del 

saltahojas Exitianus exitiosus (Número de accesión: SRR10334086) obtenidas por la 

plataforma Illumina HiSeq 4000 fueron descargadas del Sequence Read Archive (SRA) 

del National Center for Biotechnology Information (NCBI) por medio del programa SRA 

Toolkit v2.10.8. La calidad de las lecturas, presencia de adaptadores y porcentaje de 

citosinas y guaninas (CG) se evaluaron en FastQC v0.11.9 (Andrews, 2010).  

Mapeo de las lecturas de secuenciación contra los genomas de Candidatus Sulcia 

muelleri y Candidatus Nasuia deltocephalinicola 

Del GenBank se descargaron los genomas de referencia de los endosimbiontes 

Candidatus Sulcia muelleri ALF (NA: CP006060.1) y Candidatus Nasuia 

deltocephalinicola ALF (NA: CP006059.1), con ambos se crearon una base de datos 

para cada genoma y luego se mapearon todas las lecturas de Exitianus exitosus contra 

las secuencias de las dos bacterias en Bowtie2 v2.2.6 (Langmead & Salzberg, 2012). 

Los archivos Sequence Alignment Map (SAM) generados se transformaron en Binary 

Alignment Map (BAM) y se filtraron los datos para obtener sólo las secuencias 

alineadas usando SAMtools v1.3.1 (H. Li et al., 2009) con la opción samtools view y 

después se ordenaron con samtools sort. A continuación, los alineamientos se 

separaron en archivos de lecturas pareadas FastQ en BEDTools v2.29.1 (Quinlan & 

Hall, 2010). 
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Ensamblaje de las lecturas mapeadas 

Las lecturas filtradas de ambas bacterias se ensamblaron con diferentes 

tamaños de k-mers de 21, 33, 55 y 77 en contigs y luego en scaffolds en SPAdes 

v3.14.1 (Bankevich et al., 2012). La calidad del ensamblaje se evaluó en QUAST 

(Gurevich et al., 2013) dentro del servidor web Galaxy (https://usegalaxy.org) (Afgan 

et al., 2018), subiendo los archivos de scaffolds e indicando al programa que los 

genomas ALF de cada bacteria sean considerados como la referencia.  

A continuación, los dos archivos de contigs obtenidos para Candidatus Sulcia 

muelleri y Candidatus Nasuia deltocephalinicola se subieron al Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST) (Camacho et al., 2009), donde se escogió la colección de 

nucleótidos (nr/nt) como base de datos y la opción para secuencias muy similares 

(megablast) como selección de programa. De esta manera, se identificaron los 

homólogos de las secuencias obtenidas para ambas bacterias en función de los valores 

reportados por el programa como query coverage, e-value y porcentaje de identidad.   

Finalmente, como solo el ensamblaje de Candidatus Sulcia muelleri fue de 

buena calidad; sus scaffolds se mapearon contra el genoma ALF (NA: CP006060.1) en 

Geneious v2021.0.3 (Kearse et al., 2012) y se cerraron en un cromosoma bacteriano, al 

que se le nombró aislado EXT.   

Anotación del genoma de Candidatus Sulcia muelleri 

Comparación de diferentes programas de anotación 

Para la anotación del genoma completo de Candidatus Sulcia muelleri de 

Exitianus exitiosus se subió su secuencia en formato .fasta a Prokka (Seemann, 2014) 

en el servidor web Galaxy (https://usegalaxy.org), RAST (Aziz et al., 2008) 

(https://rast.nmpdr.org/) y DFAST (Tanizawa et al., 2018) (https://dfast.nig.ac.jp/). Se 

dejó los parámetros por defecto de cada programa y se especificó el dominio de 

https://usegalaxy.org/
https://usegalaxy.org/
https://rast.nmpdr.org/)
https://dfast.nig.ac.jp/
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búsquedas como Bacteria, el género Candidatus Sulcia sp. y la especie muelleri. 

Asimismo, las secuencias identificadas como proteínas hipotéticas se anotaron 

manualmente mediante búsquedas de homólogos en BLAST (Camacho et al., 2009). 

Posteriormente, se comparó el número de CDS (región codificante), ARNt (ácido 

ribonucleico de transferencia), ARNr (ácido ribonucleico ribosomal) y ARNtm (ácido 

ribonucleico mensajero de transferencia) determinados por cada programa.  

Visualización del genoma anotado de Candidatus Sulcia muelleri 

A continuación, el archivo de anotaciones del genoma bacteriano se subió en el 

ejecutable DNA Plotter (Carver et al., 2009) del paquete de Artemis, para visualizar el 

cromosoma de Candidatus Sulcia muelleri junto con los genes anotados en la cadena 

positiva y negativa, ARNt, ARNr, ARNtm y distribución del contenido de CG en todo el 

genoma. 

Determinación de rutas metabólicas 

Se repitió la anotación en RAST (Aziz et al., 2008) (https://rast.nmpdr.org/), 

siguiendo los mismos pasos descritos en la sección de “Comparación de diferentes 

programas de anotación”. Sin embargo, en los parámetros se seleccionó la opción 

“Construcción de un modelo metabólico”; en donde el programa determinó el número y 

porcentaje de genes involucrados en rutas metabólicas como síntesis y/o metabolismo 

de aminoácidos, carbohidratos, proteínas, compuestos aromáticos, ARN y otras 

funciones. 

Finalmente, la capacidad de síntesis aminoácidos esenciales se verificó 

manualmente comprobando los genes codificantes de enzimas involucradas en las 

rutas biosintéticas empleando las bases de datos Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes (KEGG) (https://www.genome.jp/kegg/) (Kanehisa & Goto, 2000) y MetaCyc 

(https://metacyc.org/) (Caspi et al., 2020).  

https://rast.nmpdr.org/)
https://www.genome.jp/kegg/
https://metacyc.org/
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Análisis filogenético de Candidatus Sulcia muelleri 

Secuencias incluidas en el análisis 

En el NCBI FTP (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/) se accedió a la carpeta genomas, 

genbank, bacteria y Candidatus Sulcia muelleri para visualizar todas las versiones 

ensambladas hasta la actualidad. De allí se descargaron 32 genomas que fueron 

subidos como un solo cromosoma bacteriano al GenBank; al igual que el genoma de 

Candidatus Uzinura diaspidicola, que fue escogido como organismo externo (outgroup). 

El detalle de cada secuencia incluida en el análisis, en total 34 se puede observar en la 

Tabla 1.  

Tabla 1  

Genomas bacterianos considerados en la filogenia de Candidatus Sulcia muelleri  

Endosimbionte Hospedador 

Género Especie 
Número de 

accesión 
Familia Especie 

 Sulcia muelleri CP016223.1 Cicadellidae Nephotettix cincticeps 

 Sulcia muelleri No publicado Cicadellidae Exitianus exitiosus 

 Sulcia muelleri CP001981.1 Cicadellidae Draeculacephala minerva 

 Sulcia muelleri CP029016.1 Cicadidae Mogannia minuta 

 Sulcia muelleri CP029014.1 Cicadidae Hyalessa maculaticollis 

 Sulcia muelleri CP029013.1 Cicadidae 
Graptopsaltria 

nigrofuscata 

 Sulcia muelleri CP008986.1 Cicadellidae 
Graphocephala 

atropunctata 

 Sulcia muelleri CP029026.1 Cicadidae Meimuna kuroiwae 

ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/
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Endosimbionte Hospedador 

Género Especie 
Número de 

accesión 
Familia Especie 

 Sulcia muelleri CP001605.1 Cicadidae Diceroprocta semicincta 

 Sulcia muelleri CP029027.1 Cicadidae Meimuna opalifera 

 Sulcia muelleri CP029020.1 Cicadidae Auritibicen bihamatus 

 Sulcia muelleri CP029025.1 Cicadidae Meimuna iwasakii 

 Sulcia muelleri CP029024.1 Cicadidae Yezoterpnosia vacua 

 Sulcia muelleri CP007234.1 Cicadidae Tettigades undata 

 Sulcia muelleri CP029017.1 Cicadidae Muda kuroiwae 

 Sulcia muelleri CP029012.1 Cicadidae Graptopsaltria bimaculata 

Sulcia muelleri CP029019.1 Cicadidae Platypleura kaempferi 

 Sulcia muelleri CP029015.1 Cicadidae Kosemia yezoensis 

 Sulcia muelleri CP002163.1 Clastopteridae Clastoptera arizonana 

 Sulcia muelleri CP029010.1 Cicadidae Cryptotympana facialis 

 Sulcia muelleri CP029023.1 Cicadidae Yezoterpnosia nigricosta 

 Sulcia muelleri CP029009.1 Cicadidae Cryptotympana atrata 

 Sulcia muelleri CP010828.1 Cicadidae Magicicada tredecim 

 Sulcia muelleri CP000770.2 Cicadellidae Homalodisca vitripennis 

 Sulcia muelleri CP021172.1 Membracidae Entylia carinata 

 Sulcia muelleri CP029018.1 Cicadidae Tanna japonensis 

 Sulcia muelleri CP029022.1 Cicadidae Vagitanus terminalis 

 Sulcia muelleri CP029011.1 Cicadidae Euterpnosia chibensis 

 Sulcia muelleri CP029028.1 Cicadidae Meimuna oshimensis 

 Sulcia muelleri CP029021.1 Cicadidae Auritibicen japonicus 
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Endosimbionte Hospedador 

Género Especie 
Número de 

accesión 
Familia Especie 

 Sulcia muelleri AP013293.1 Aphrophoridae Philaenus spumarius 

 Sulcia muelleri CP006060.1 Cicadellidae Macrosteles quadrilineatus 

 Sulcia muelleri CP010105.1 Cicadellidae Dalbulus maidis 

Uzinura diaspidicola CP003263.1 Diaspididae Aspidiotus nerii 

Nota: El genoma CP003263.1 corresponde al outgruop 

Determinación de genes ortólogos 

Todas las secuencias descargadas se unieron junto al genoma EXT en un solo 

archivo multifasta; este se subió al servidor web AmphotaNet 

(https://pitgroup.org/amphoranet/) (Kerepesi et al., 2014) para identificar genes 

ortólogos de copia única. En donde se especificó que el archivo de entrada corresponde 

a secuencias de nucleótidos y que las búsquedas se hagan para marcadores 

bacterianos. El archivo resultante del análisis .txt se visualizó en AmphoraVizu 

(https://pitgroup.org/amphoravizu/) (Kerepesi et al., 2015) y los archivos individuales con 

las secuencias de cada gen expresados en residuos de aminoácidos se descargaron 

del servidor. 

Alineamiento múltiple 

Las secuencias de cada gen se alinearon en T-Coffee (http://tcoffee.crg.cat/) (Di 

Tommaso et al., 2011), se escogió la opción para alineamientos de proteínas M-Coffee 

y después se eliminaron los fragmentos ambiguos de cada alineamiento en el servidor 

web Gblocks (http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/one_task.cgi?task_type=gblocks) 

(Talavera & Castresana, 2007), marcando todas las opciones para una selección menos 

estricta. Finalmente, los alineamientos curados se concatenaron en Geneious v2021.0.3 

https://pitgroup.org/amphoranet/
https://pitgroup.org/amphoravizu/
http://tcoffee.crg.cat/
http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/one_task.cgi?task_type=gblocks
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(Kearse et al., 2012), seleccionando la opción Tools > Concatenate Sequences or 

Alignments > Concatenating by name. 

Determinación del mejor modelo de sustitución 

El alineamiento múltiple concatenado se subió al servidor web de CIPRES 

(https://www.phylo.org/portal2/home.action) (Miller et al., 2010), para elegir el mejor 

modelo de sustitución de los datos en ModelTest-NG v0.1.15 (Darriba et al., 2020), 

especificando al programa que el archivo de entrada contiene secuencias de 

aminoácidos. 

Construcción del árbol filogenético por máxima verosimilitud 

El alineamiento múltiple concatenado se subió al servidor web de CIPRES, para 

generar el árbol filogenético por máxima verosimilitud en RAxML-HPC BlackBox v8.2.12 

(Stamatakis, 2014) empleado el enfoque SuperMatriz; el programa se corrió con los 

siguientes parámetros: 

• Número de bootstraps: 1000  

• Outgroup: CP003263.1 

• Número de caracteres: 4715 aminoácidos 

• Modelo de sustitución: Reportado por ModelTest-NG v0.1.15  

Construcción del árbol filogenético por inferencia bayesiana 

El alineamiento múltiple concatenado se cargó en BEAUti para generar un 

archivo .xml; el programa se corrió con los siguientes parámetros: 

• Modelo de sustitución: Reportado por ModelTest-NG v0.1.15 

• Reloj molecular: Reloj estricto 

• Prior del árbol: Coalescente de tamaño constante 

• Número de generaciones: 5000000   

https://www.phylo.org/portal2/home.action
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• Frecuencia de muestreo: 1000 

El archivo .xml se subió a CIPRES para correr el algoritmo MCMC en el 

programa BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees) v1.10.4 (Suchard 

et al., 2018); del cual se obtuvieron dos archivos con extensión .log y .trees. El .log se 

cargó en Tracer v1.7.1 para evaluar la calidad del análisis; esto se verificó 

comprobando que los parámetros calculados en BEAST tengan un valor de ESS > 200. 

Finalmente, para generar el árbol consenso, se subió el archivo .trees a TreeAnotator 

v1.10.4 con un Burn-in del 10%. 

Visualización de los árboles filogenéticos 

Los árboles obtenidos por máxima verosimilitud e inferencia bayesiana se 

subieron al programa FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2014) para visualizar su topología y el 

soporte estadístico de los clados obtenidos por bootstraps y probabilidades posteriores. 

Asimismo, los árboles se cargaron en MEGAX (Kumar et al., 2018) seleccionando la 

opción User Tree > Display Newick Trees para eliminar los valores de soporte < 70 

(bootstraps) y < 0.7 (probabilidades posteriores). Finalmente, el árbol obtenido por 

máxima verosimilitud se editó en Inkscape para mostrar la topología y el soporte 

estadístico de los clados como bootstraps debajo de las ramas y las probabilidades 

posteriores en la parte superior.    
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Capítulo IV: Resultados 

Ensamblaje de genomas de Candidatus Sulcia muelleri y Candidatus Nasuia 

deltocephalinicola 

Calidad de las lecturas de secuenciación de Exitianus exitiosus 

Del SRA se descargaron 166,861,468 lecturas paired-end con una longitud de 

150 bp cada una, obtenidas de la secuenciación de alto rendimiento de Exitianus 

exitiosus por la plataforma Illumina. En FastQC se obtuvo el reporte de la calidad de los 

datos; en las gráficas de calidad de las secuencias por base (Figura 5), el eje de las 

abscisas representa las posiciones en las lecturas (bp) y el eje de las ordenadas la 

puntuación de calidad. Puntuaciones entre 0-20 son consideradas de baja calidad y se 

representan en color rojo; 20-28 calidad media razonable de color naranja y > 28 buena 

calidad de color verde. Por otra parte, las cajas amarillas simbolizan el rango intercuartil 

(25-75%), mientras que los bigotes superiores e inferiores el 10 y 90% y la línea azul 

representa la media de los datos. Como se puede observar en la Figura 5, la mayoría 

de las bases se encuentran en la zona verde; es decir, son lecturas de alta calidad. No 

obstante, las bases de los extremos finales presentaron una calidad media razonable, 

por encontrarse en la zona naranja del gráfico; tanto para las lecturas de la cadena 

sentido como para la antisentido. 

Figura 5  

Calidad de las secuencias por base de las lecturas de secuenciación de alto 

rendimiento del saltahojas del césped gris (Exitianus exitiosus) 
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Nota. A la izquierda se muestran los resultados para la cadena sentido y a la derecha 

para la cadena antisentido 

El contenido de GC se evaluó comparando la distribución de CG por lectura 

(curva roja) con la distribución teórica (curva azul), que se muestra en la Figura 6. En 

donde el eje de las abscisas representa el promedio de CG % y el eje de las ordenadas 

el número de lecturas. Para ambas cadenas sentido y antisentido, en promedio sus 

lecturas presentaron un 31-35% de CG. 

Figura 6  

Contenido de CG en las lecturas de secuenciación de alto rendimiento del saltahojas 

del césped gris (Exitianus exitiosus) 
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Nota. A la izquierda se muestran los resultados para la cadena sentido y a la derecha 

para la cadena antisentido 

Finalmente, en la gráfica de contenido de adaptadores (Figura 7), el eje de las 

abscisas muestra la posición de las bases en las lecturas (bp) y el eje de las ordenadas, 

el porcentaje de adaptadores. Como se puede observar, tanto en las lecturas de la 

cadena sentido como antisentido no hubo presencia de adaptadores, ya que ninguna 

curva se levantó. Por lo tanto, al unir estos resultados con los obtenidos anteriormente, 

se puede inferir que las secuencias subidas al SRA fueron de buena calidad y no 

necesitaron un preprocesamiento de limpieza.           

Figura 7  

Contenido de adaptadores en las lecturas de secuenciación de alto rendimiento del 

saltahojas del césped gris (Exitianus exitiosus) 

 

Nota. A la izquierda se muestran los resultados para la cadena sentido y a la derecha 

para la cadena antisentido 

Mapeo de las lecturas de secuenciación contra los genomas de Candidatus Sulcia 

muelleri y Candidatus Nasuia deltocephalinicola 

Las lecturas de Exitianus exitiosus se mapearon a los genomas ALF de 

Candidatus Sulcia muelleri y Candidatus Nasuia deltocephalinicola en Bowtie2 v2.2.6. 

Como se puede ver en la Figura 8, de las 166,861,468 lecturas en total (100%), sólo 
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1318644 (0,79%) se alinearon exactamente una vez de manera concordante al genoma 

de Candidatus Sulcia muelleri y 7345 (0,004%) a Candidatus Nasuia deltocephalinicola. 

Por lo tanto, solo las lecturas mapeadas se filtraron y se separaron en archivos FastQ 

para proceder a su ensamblaje. 

Figura 8  

Número de lecturas alineadas con los genomas de Candidatus Sulcia muelleri y 

Candidatus Nasuia deltocephalinicola 

 

Ensamblaje de las lecturas mapeadas 

Las lecturas mapeadas contra los genomas de Candidatus Sulcia muelleri y 

Candidatus Nasuia deltocephalinicola se procesaron en SPAdes v3.14.1 para 

ensamblarlas usando diferentes tamaños de k-mer de 21, 33, 55 y 77, determinados 

previamente por el programa. Como se observa en la Figura 9, el ensamblaje de 

Candidatus Sulcia muelleri generó contigs de longitud creciente de 12251, 16075, 

26487 y 51373 bp para k-mers de 21, 33, 55 y 77, respectivamente. Sin embargo, para 
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Candidatus Nasuia deltocephalinicola, los contigs más largos fueron de la misma 

longitud de 1249 bp para cada tamaño de k-mer. 

Figura 9  

Longitud del contigs más largo obtenido con diferentes tamaños de k-mers para el 

ensamblaje de Candidatus Sulcia muelleri y Candidatus Nasuia deltocephalinicola 

 

Para ambas bacterias, sólo los contigs generados con un tamaño de k-mer de 

77 se ensamblaron en scaffolds. Como se puede ver en la Tabla 2, para el caso de 

Candidatus Sulcia muelleri, los 9 contigs se unieron en 5 scaffolds y para Candidatus 

Nasuia deltocephalinicola, los 5 contigs en 4 scaffolds en SPAdes v3.14.1. 
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Tabla 2  

Número de contigs y scaffolds obtenidos con un tamaño de k-mer de 77 para 

Candidatus Sulcia muelleri y Candidatus Nasuia deltocephalinicola 

Endosimbionte Número de contigs Número de scaffolds 

Ca. Sulcia muelleri 9 5 

Ca. Nasuia deltocephalinicola 5 4 

  

Como se puede ver en la Tabla 3, el análisis de calidad del ensamblaje de 

Candidatus Sulcia muelleri presentó una alta calidad, ya que generó contigs y scaffolds 

de longitudes de hasta 51373 y 110410 bp, respectivamente. Asimismo, en total se 

obtuvieron 190004 bp, que al compararlas con la longitud del genoma ALF de 

referencia, se aproxima a los 190,733 bp de la bacteria. De igual manera, sus N50 

fueron elevados y no se reportaron secuencias mal ensambladas o alineadas. 

Por otra parte, en la Tabla 4 se muestra el reporte del ensamblaje de Candidatus 

Nasuia deltocephalinicola, en donde sus contigs y scaffolds más largos fueron de 1249 

bp y además en total sólo se obtuvieron 3386 y 3396 bp, respectivamente. Al comparar 

estos resultados con la longitud total del genoma ALF de referencia, se puede verificar 

que el ensamblaje no cubrió el genoma completo de la bacteria, además sus N50 

fueron bajos e incluso 4 contigs y 3 scaffolds no se alinearon al genoma de Candidatus 

Nasuia deltocephalinicola ALF; demostrando que el ensamblaje para esta bacteria fue 

de mala calidad y posiblemente no se encuentre dentro del insecto. 
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Tabla 3  

Análisis de calidad del ensamblaje de Candidatus Sulcia muelleri 

Parámetros de calidad Contigs Scaffolds 

Número de secuencias 9 5 

Tamaño de la secuencia 

más larga (bp) 
51373 110410 

Longitud total (bp) 189964 190004 

Longitud del genoma de 

referencia (bp) 
190733 190733 

CG (%) 23.8 23.8 

N50 45597 110410 

L50 2 1 

Número de secuencias 

mal ensambladas 
0 0 

Longitud de secuencias 

mal ensambladas 
0 0 

Número de secuencias no 

alineadas a la referencia 
0 0 

Longitud de secuencias 

no alineadas a la 

referencia 

0 0 

Nota. N50 se define como la longitud del contig más corto que cubre el 50% del genoma 

predicho. L50 representa el número de contigs más cortos cuya suma comprende la 

mitad del genoma predicho.  
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Tabla 4  

Análisis de calidad del ensamblaje de Candidatus Nasuia deltocephalinicola 

Parámetros de calidad Contigs Scaffolds 

Número de secuencias 5 4 

Tamaño de la secuencia 

más larga (bp) 
1249 1249 

Longitud total (bp) 3386 3396 

Longitud del genoma de 

referencia (bp) 
112091 112091 

CG (%) 39.10 39.10 

N50 770 1104 

L50 2 2 

Número de secuencias 

mal ensambladas 
0 0 

Longitud de secuencias 

mal ensambladas 
0 0 

Número de secuencias no 

alineadas a la referencia 
4 3 

Longitud de secuencias 

no alineadas a la 

referencia 

2616 2292 

Nota. N50 se define como la longitud del contig más corto que cubre el 50% del genoma 

predicho. L50 representa el número de contigs más cortos cuya suma comprende la 

mitad del genoma predicho.  
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Para verificar que las lecturas ensambladas correspondan a los endosimbiontes 

Candidatus Sulcia muelleri y Candidatus Nasuia deltocephalinicola, todos sus contigs se 

analizaron en BLAST. Para Candidatus Sulcia muelleri (Tabla 5) todos sus contigs se 

alinearon a los genomas de la misma bacteria a los aislados ALF, NC y PUNC con un 

query coverage > 99%; e-value de 0 y porcentaje de identidad > 97.36%. Por lo tanto, 

se confirma que los contigs obtenidos en la presente investigación corresponde a la 

bacteria Candidatus Sulcia muelleri. 

Por otra parte, para Candidatus Nasuia deltocephalinicola (Tabla 6) sus contigs 

se alinearon a las secuencias publicadas de la misma bacteria, pero también a 

Candidatus Rickettsiella viridis. Además, BLAST reportó un query coverage > 96%, e-

values de 0, 2e-119 y 7e-144 y porcentaje de identidad > 86.77%. Debido a que los 

valores para cada parámetro fueron bajos, sólo se puede confirmar que el primer contig 

obtenido en la presente investigación corresponde a la región de 16S del ARNr de 

Candidatus Nasuia deltocephalinicola. Por lo tanto, al unir estos resultados con el 

reporte de calidad del ensamblaje, las secuencias de la bacteria se descartaron de la 

investigación. 

Tabla 5  

Identificación de homólogos a los contigs obtenidos del ensamblaje de Candidatus 

Sulcia muelleri 

Contig Homólogo identificado 
Query 

coverage 

E 

value 

% de 

Identidad 

Número de 

accesión 

1 Ca. Sulcia muelleri ALF 99% 0.0 97.69% CP006060.1 

2 Ca. Sulcia muelleri NC 99% 0.0 98.92% CP016223.1 

3 Ca. Sulcia muelleri NC 99% 0.0 98.67% CP016223.1 
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Contig Homólogo identificado 
Query 

coverage 

E 

value 

% de 

Identidad 

Número de 

accesión 

4 Ca. Sulcia muelleri PUNC 99% 0.0 98.59% CP013212.1 

5 Ca. Sulcia muelleri NC 100% 0.0 99% CP016223.1 

6 Ca. Sulcia muelleri NC 99% 0.0 99.28% CP016223.1 

7 Ca. Sulcia muelleri NC 99% 0.0 97.44% CP016223.1 

8 Ca. Sulcia muelleri ALF 99% 0.0 96.48% CP006060.1 

9 Ca. Sulcia muelleri NC 99% 0.0 97.36% CP016223.1 

 

Tabla 6  

Identificación de homólogos a los contigs obtenidos del ensamblaje de Candidatus 

Nasuia deltocephalinicola 

Contig 
Homólogo 

identificado 

Query 

Coverage 

E 

value 

% de 

Identidad 

Número de 

accesión 

1 

Ca. Nasuia 

deltocephalinicola 16S 

rRNA 

99% 0.0 94.75% AB702994.1 

2 
Ca. Nasuia 

deltocephalinicola ALF 
96% 0.0 91.81% CP006059.1 

3 
Ca. Nasuia 

deltocephalinicola ALF 
100% 0.0 86.77% CP006059.1 

4 

Ca. Nasuia 

deltocephalinicola 

NAS-MSEV 

97% 2e-119 91.82% CP060019.1 
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Contig 
Homólogo 

identificado 

Query 

Coverage 

E 

value 

% de 

Identidad 

Número de 

accesión 

5 
Ca. Rickettsiella viridis 

Ap-RA04 
100% 7e-144 98.97% AP018005.1 

 

Como sólo el ensamblaje de Candidatus Sulcia muelleri fue de buena calidad, 

sus scaffolds se mapearon contra el genoma ALF de la bacteria en Geneious v2021.0.3 

y los scaffolds se cerraron en un cromosoma de 191,362 bp, como se puede observar 

en la Figura 10. Sin embargo, dos regiones de 1,264 y 94 bp no fueron cubiertas por los 

scaffolds, por lo que dentro de la secuencia pueden ser identificadas con signos de 

interrogación (Figura 11 y 12). Además, como el programa permite ver las anotaciones 

dentro una secuencia, se pudo identificar que la región faltante de 1,264 bp 

corresponde al gen lpdA, mientras que la segunda región no presentó anotaciones en la 

referencia.  

Figura 10  

Representación del cromosoma de Candidatus Sulcia muelleri, endosimbionte del 

saltahojas del césped gris (Exitianus exitiosus) 
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Figura 11  

Interfaz de Geneious v2021.0.3 de la región de 1264 bp no cubierta por los scaffolds de 

Candidatus Sulcia muelleri 
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Figura 12  

Interfaz de Geneious v2021.0.3 de la región de 94 bp no cubierta por los scaffolds de 

Candidatus Sulcia muelleri 

 

Anotación del genoma de Candidatus Sulcia muelleri 

Comparación de diferentes programas de anotación 

Para la anotación del genoma de Candidatus Sulcia muelleri se empleó los 

programas Prokka, RAST y DFAST; en donde para los CDS se identificaron 181, 190 y 

182 genes; para los ARNt 30, 28 y 30 genes; para los ARNr 3, 1 y 3 genes y para los 

ARNtm 1, 0 y 1 gen por cada programa. Como se puede ver en la Figura 13, RAST 

identificó más regiones codificantes; no obstante, para los ARNt, ARNr y ARNtm los 

programas Prokka y DFAST anotaron más genes que RAST en el genoma de la 

bacteria.  
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Figura 13  

Número de genes identificados en el genoma de Candidatus Sulcia muelleri por 

diferentes programas de anotación 

 

Visualización del genoma anotado de Candidatus Sulcia muelleri 

El archivo con las anotaciones de Candidatus Sulcia muelleri se subió al DNA 

Plotter para obtener una representación esquemática del cromosoma del endosimbionte 

(Figura 14); en donde los CDS que se encuentran en la cadena positiva se pueden 

identificar en color azul y en celeste los que están en la cadena negativa. Por otra parte, 

los ARNr (operón 16S-23S-5S), ARNt y ARNtm se pueden distinguir con los colores 

naranja, rojo y negro, respectivamente. Finalmente, en todo el genoma las regiones que 

se encuentran bajo el promedio del contenido de CG (23.8%) se pueden identificar con 

color morado y las que se encuentran sobre el promedio en color amarillo. 
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Figura 14  

Representación esquemática del genoma anotado de Candidatus Sulcia muelleri 

 

Determinación de rutas metabólicas 

De todos los genes anotados, RAST identificó 98 genes involucrados en rutas 

metabólicas (Figura 15); de los cuales 63.3% CDS se encargan de la síntesis de 

aminoácidos y sus derivados, 8.2% del metabolismo central de los carbohidratos, 1.0% 

del metabolismo de compuestos aromáticos, 16.3% del metabolismo de proteínas, 5.1% 

del metabolismo del ARN y 6.1% de otras funciones.  
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Figura 15  

Distribución porcentual de las rutas metabólicas de Candidatus Sulcia muelleri 

 

Mediante la verificación manual de genes codificantes de enzimas involucradas 

en la síntesis de aminoácidos, se determinó que el genoma de Candidatus Sulcia 

muelleri posee 38 genes que se encargan únicamente de la síntesis de ocho 

aminoácidos esenciales. Como se puede ver en la Figura 16, seis genes corresponden 

a la lisina (Lys), ocho a aminoácidos de cadena ramificada [leucina (Leu), isoleucina 

(Ile) y valina (Val)], cinco a treonina (Thr), siete a arginina (Arg), ocho a fenilalanina 

(Phe) y cinco a triptófano (Trp).  

El detalle de los genes y enzimas destinadas a la biosíntesis de cada 

aminoácido, se encuentran descritos en la matriz de presencia/ausencia en el Anexo 1. 

En donde se puede verificar que, en la ruta biosintética de la lisina (Lys), no se encontró 

el gen codificante para una diaminopimelato aminotransferasa; asimismo para la 

arginina (Arg) faltó una N-acetiltransferasa de aminoácidos.   



59 
 

Figura 16  

Número de genes codificantes de enzimas involucrados en la síntesis de aminoácidos 

esenciales en el genoma de Candidatus Sulcia muelleri 

 

Análisis filogenético de Candidatus Sulcia muelleri 

Determinación de genes ortólogos 

El archivo multifasta con los 34 genomas completos de Candidatus Sulcia 

muelleri, incluido el outgroup Candidatus Uzinura diaspidicola se subió al servidor 

AmphoraNet; este determinó que para la filogenia se pueden trabajar con un total de 29 

genes. De los cuales se obtuvieron archivos separados por cada gen con secuencias 

expresadas en residuos de aminoácidos. Sin embargo, cada archivo se inspeccionó 

manualmente y se descartaron del análisis los que no incluían al genoma de 

Candidatus Sulcia muelleri de Exitianus exitiosus (ensamblado en la presente 

investigación) ni el outgroup. La matriz de evaluación de presencia/ausencia por cada 

gen se puede observar en el Anexo 2. Por lo tanto, se trabajó solo con 24 genes 
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ortólogos de copia única (infC, rplA, rplB, rplD, rplE, rplF, rplK, rplL, rplM, rplN, rplP, 

rplS, rplT, rpmA, rpoB, rpsB, rpsC, rpsE, rpsI, rpsJ, rpsK, rpsM, rpsS y smpB). 

Alineamiento múltiple 

Se obtuvieron 24 alineamientos múltiples usando M-Coffee dentro del servidor 

T-Coffee; en donde también se pudo visualizar la calidad del alineamiento por residuo 

de cada secuencia. Por ejemplo, como se puede ver en la Figura 17 para el gen infC; al 

igual que para los demás, el programa añadió gaps (-) que representan inserciones o 

deleciones dentro de las secuencias. Asimismo, M-Coffee marcó en color azul y verde 

las secciones pobremente alineadas; en amarillo los alineamientos promedio y en 

rosado las regiones correctamente alineadas.   

A continuación, Gblocks 0.91b eliminó los fragmentos ambiguos para los 24 

genes y conservó únicamente las regiones correctamente alineadas (en azul); como se 

observa en la Figura 18. Luego los alineamientos múltiples individuales de los 24 genes 

se concatenaron en un solo archivo de 4715 residuos de aminoácidos usando Geneious 

v2021.0.3.   
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Figura 17  

Resultado de M-Coffee para el alineamiento múltiple del gen infC 

 

Nota. La secuencia 1_consensus_seq representa al genoma de Candidatus Sulcia 

muelleri de Exitianus exitiosus ensamblado en la presente investigación. 



62 
 

Figura 18  

Resultado de Gblocks 0.91b para el alineamiento múltiple del gen infC 

 

Determinación del mejor modelo de sustitución 

El programa ModelTest-NG calculó la puntuación para los criterios de 

información bayesiano (BIC), de información akaike (AIC) e información akaike 

corregido (AICc); junto con su máxima verosimilud (lnL) (Tabla 7). De esta manera, 

considerando los menores valores de puntuación y lnL se determinó que el mejor 

modelo de sustitución que se ajusta a los datos fue CPREV+F. 
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Tabla 7  

Parámetros calculados por ModelTest-NG para determinar el mejor modelo de 

sustitución   

Criterios 
Modelo de 

sustitución 
lnL Puntuación 

BIC CPREV+F -39754.7645 80220.0434 

AIC CPREV+F -39754.7645 79677.5291 

AICc CPREV+F -39754.7645 79680.5291 

 

Construcción del árbol filogenético por máxima verosimilitud e inferencia 

bayesiana 

La filogenia de Candidatus Sulcia muelleri se construyó con el alineamiento 

múltiple concatenado de 24 genes ortólogos de copia única con 4715 residuos de 

aminoácidos en total y usando el modelo de sustitución CPREV+F. En primer lugar, 

RAxML-HPC BlackBox v8.2.12 generó un árbol aditivo o también conocido como 

filograma (Figura 19); en donde el soporte estadístico de los clados está especificado 

en la parte superior por probabilidades posteriores, calculadas por el paquete de 

BEAST v1.10.4 para inferencia bayesiana y en la parte inferior por bootstraps 

calculados por RAxML-HPC para máxima verosimilud. Sin embargo, no se pudo 

mostrar el soporte de todos los clados, ya que algunos no presentaron cambios 

significativos entre ellos y en la gráfica sólo se señalaron los valores para los grupos 

más representativos. Asimismo, para identificar cada OTU se colocó en el árbol 

consenso el número de accesión, nombre del endosimbionte y nombre del hospedador 

para cada taxón.  
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Como se puede ver en la Figura 19, en la filogenia de Candidatus Sulcia muelleri 

se distinguen dos clados principales y la raíz en color gris que corresponde al 

organismo seleccionado como outgroup Candidatus Uzinura diaspidicola, simbionte del 

insecto Aspidiotus nerii de la familia Diaspididae.  

El primer clado en color verde presentó un soporte robusto de 1 y 100% de 

probabilidad posterior y bootstrap, respectivamente. En este se agruparon en total 23 

OTUs, que se caracterizan por ser secuencias de endosimbiontes (Candidatus Sulcia 

muelleri) de insectos que pertenecen a la familia Cicadidae. 

El segundo clado (probabilidad posterior =1 / bootstrap =100%) a su vez se 

subdividió en más clados; en el primer grupo de color celeste se agruparon tres 

simbiontes de la familia Cicadellidae, subfamilia Cicadellinae y bajo este en color azul 

se identifica al único miembro de la familia Membracidae; que en conjunto forman un 

clado con soporte de 1 y 99% de probabilidad posterior y bootstrap, respectivamente.  

En color rojo se observa un clado (probabilidad posterior =1 / bootstrap =100%) 

con cuatro OTUs de la familia Cicadellidae, subfamilia Deltocephalinae; en donde se 

distingue que un taxón no tiene número de accesión. Este corresponde a las 

secuencias del genoma de Candidatus Sulcia muelleri de Exitianus exitiosus obtenidas 

en la presente investigación; donde se puede confirmar que la bacteria se agrupó con 

los demás miembros Deltocephalinae.      

Finalmente, el último clado (probabilidad posterior =1 / bootstrap =100%) se 

formó con dos taxones que pertenecen a familias diferentes como Aphrophoridae y 

Clastopteridae y se distinguen en color naranja y amarillo, respectivamente.  

 

 



65 
 

Figura 19  

Topología del árbol filogenético de Candidatus  

Nota. La barra de 0.1 representa las sustituciones por sitio. Sobre las ramas se 

encuentra la probabilidad posterior y bajo las misma su valor de bootstrap 
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Capítulo V: Discusión 

Los genomas completos de endosimbiontes bacterianos de insectos se han 

obtenido en previas investigaciones por medio de la secuenciación del ADN total de los 

insectos (Chang et al., 2015) o de sus bacteriomas (Shigenobu et al., 2000) mediante 

plataformas como Illumina, PacBio y MinION (Bennett et al., 2016; Waneka et al., 2020). 

Las lecturas descargas en la presente investigación del SRA fueron obtenidas por 

Illumina HiSeq 4000 del ADN total de Exitianus exitiosus. A pesar de que Illumina es 

una de las plataformas más utilizadas para la generación de lecturas cortas; usualmente 

su calidad tiende a ser muy baja al final de las lecturas (Tan et al., 2019). La calidad 

puede disminuir al aumentar la longitud de las lecturas, por bases identificadas como N 

y presencia de adaptadores, que en conjunto pueden originar genomas mal 

ensamblados y por ello es necesario remover las secuencias de baja puntuación de 

calidad y adaptadores para evitar obtener conclusiones biológicas erróneas (Pfeifer, 

2017).  

Del análisis de calidad se determinó que en conjunto las lecturas de Exitianus 

exitiosus fueron de buena calidad; debido a que no presentaron bases de baja calidad, 

ni adaptadores y su distribución en el contenido de CG se aproximó a la distribución 

normal teórica. En el estudio de Chen et al. (2017) las lecturas originales de 

secuenciación fueron sometidas a un filtrado de calidad y de adaptadores usando la 

herramienta Trim Galore para luego continuar con el ensamblaje. No obstante, como en 

este estudio las lecturas fueron descargas del SRA, la alta calidad de las secuencias 

sugiere que fueron subidas al repositorio procesadas previamente. 

Con respecto a Candidatus Sulcia muelleri y Candidatus Nasuia 

deltocephalinicola; sus genomas se encuentran disponibles en las bases de datos 

(Bennett & Moran, 2013). De manera que se puede emplear el enfoque basado en 



67 
 

mapeos; en donde las lecturas se alinean contra un genoma de referencia y luego se 

filtran (Pfeifer, 2017). Del mapeo de Candidatus Sulcia muelleri y Candidatus Nasuia 

deltocephalinicola se encontró que, del total de lecturas sólo el 0.79% y 0.004% 

corresponden a cada bacteria, respectivamente. Guyomar et al. (2019) explican que 

estos bajos porcentajes se deben a que las lecturas de secuenciación de los insectos 

como Exitianus exitiosus son datos metagenómicos desequilibrados, porque en su 

mayoría pertenecen al hospedador, pero una parte también a sus simbiontes. Los 

cuales se caracterizan por poseer genomas diminutos que pueden tener una gran 

profundidad de lectura en la secuenciación, lo que permite extraer información relevante 

sobre estos microorganismos a partir de las muestras de los insectos.  

En cuanto al ensamblaje de Candidatus Sulcia muelleri y Candidatus Nasuia 

deltocephalinicola se empleó el programa SPAdes v3.14.1; en donde el tamaño de k-

mer de 77 ensambló las lecturas en contigs y luego en scaffolds para ambas bacterias. 

SPAdes es un programa que emplea un enfoque multi-k-mer; es decir en función de la 

longitud de las lecturas determina el tamaño de los k-mers a probar. Además utiliza la 

información de los contigs preensamblados en cada paso para generar el ensamblaje 

final (Vollmers et al., 2017; Voshall & Moriyama, 2018). Por esta razón, se ha utilizado 

en previas investigaciones para el ensamblaje de ambas bacterias (Bennett et al., 2016; 

Bennett & Mao, 2018; Mao et al., 2017; Waneka et al., 2020).    

Del análisis de calidad, el ensamblaje de Candidatus Sulcia muelleri logró cubrir 

hasta 190,004 bp; valor aproximado al de su genoma de referencia de 190,733 bp 

(Bennett & Moran, 2013). De hecho, Mao et al. (2017) reportan que los endosimbiontes 

Candidatus Sulcia muelleri de la subfamilia Deltocephalinae; a la que pertenece 

Exitianus exitiosus, tienen un genoma cuya longitud es < 200,000 bp. En cuanto al 

%CG, se encontró que la bacteria tiene un 23.8%, valor dentro del rango aproximado de 
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23,5 – 24% reportado por los mismos investigadores. Asimismo, cabe mencionar que el 

bajo %GC se debe a que los genomas de los endosimbiontes son abundantes en AT 

(adeninas y timinas), porque las bacterias carecen de mecanismos de reparación del 

ADN y tienen altas tasas de transiciones de GC por AT (Wernegreen, 2012). El correcto 

ensamblaje se confirmó analizando los demás parámetros como N50, L50 y porque no 

se generó ninguna secuencia mal ensamblada y todas se alinearon a la referencia en 

QUAST. Por lo tanto, al subir sus contigs a BLAST, todos identificaron como homólogos 

a Candidatus Sulcia muelleri; al igual que Chang et al. (2015) y Bennett et al. (2016) 

cuando ensamblaron el genoma completo de la bacteria para los aislados ML y PUNC; 

respectivamente.  

Por otra parte, para Candidatus Nasuia deltocephalinicola no se obtuvo un buen 

ensamblaje de sus lecturas ya que en total se logró cubrir sólo 3,386 bp y la longitud de 

su genoma de referencia es de 112,091 bp (Bennett & Moran, 2013). Asimismo, su 

%CG fue de 39.10 y en otras investigaciones se han obtenido valores de 16.6 o 17.1% 

(Bennett et al., 2016; Bennett & Moran, 2013). Confirmándose que el genoma completo 

del endosimbionte de Exitianus exitiosus no pudo ensamblarse. Incluso en QUAST 

cuatro de sus cinco contigs no se alinearon a la referencia, lo que se corrobora con el 

análisis en BLAST. En donde, el último contig no identificó como homólogo a la 

secuencia de Candidatus Nasuia deltocephalinicola, sino a Candidatus Rickettsiella 

viridis. Posiblemente, para encontrar más regiones del genoma de la bacteria, se pueda 

secuenciar los bacteriomas del insecto para eliminar la gran cantidad de lecturas de 

hospedador y obtener más de los simbiontes; como se ha realizado en otras 

investigaciones (Husnik et al., 2020; Woyke et al., 2010). Asimismo, la identificación de 

Candidatus Rickettsiella viridis podría deberse a que aparte del sistema dual “Sulcia-

Nasuia”, el saltahojas Exitianus exitiosus podría tener simbiontes secundarios, como se 
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ha reportado para otros Deltocephalinae que de igual manera contienen otras bacterias 

como Wolbachia sp., Rickettsia sp., Burkholderia sp. y Diplorickettsia sp. (Kobiałka 

et al., 2016). También existe la posibilidad de una pérdida o reemplazo de Candidatus 

Nasuia deltocephalinicola por alguna bacteria o levadura que le permita al anfitrión 

superar los desafíos de las dietas desequilibradas basadas en la savia de las plantas. 

Posiblemente por su alta deriva genética la bacteria con el tiempo perdió los genes 

esenciales para la simbiosis y fue reemplazada por otras bacterias co-primarias, como 

ha ocurrido para algunos insectos (Bennett & Moran, 2013).  

Debido a las incongruencias encontradas en las secuencias de Candidatus 

Nasuia deltocephalinicola se decidió descartarla para los siguientes análisis y no se 

pudo comprobar que posee las rutas metabólicas involucradas en la síntesis de 

metionina e histidina como se ha publicado en los estudios de Bennett & Moran (2013) y 

Bennett et al. (2016). 

En cuanto a la anotación del genoma de Candidatus Sulcia muelleri, se 

encontraron en total hasta 190 CDS, 30 ARNt y 3 ARNr; valores similares a los 

reportados por Bennett et al. (2016) del mismo endosimbionte, pero del saltahojas 

Macrosteles quadripunctulatus (Cidadellidae: Deltocephalinae). Además, en el presente 

estudio también se encontró un ARNtm; este es un ARN bacteriano análogo en 

estructura y función a los ARNt y ARNm. Específicamente, los ARNtm intervienen en el 

proceso de trans-traducción; reciclando los ribosomas estancados en ARNm que han 

perdido su codón de parada, también añaden una etiqueta de degradación al 

polipéptido incompleto y favorecen la degradación del ARNm defectuoso (Doherty & 

Guo, 2016; Routh & Sankaranarayanan, 2017).  

Asimismo, se encontró que los CDS de Candidatus Sulcia muelleri están 

involucrados en el metabolismo de aminoácidos, carbohidratos, proteínas, compuestos 
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aromáticos y ARN. Sin embargo, cabe mencionar que la bacteria carece de genes 

implicados en procesos esenciales como la síntesis de ADN, ARN y pared celular, 

reparación del ADN, transcripción, traducción y aminoacilación del ARNt; presentes en 

otros microorganismos de vida libre. De hecho, en los estudios de endosimbiontes 

bacterianos, se puede destacar que la mayoría de sus genomas son < 500,000 bp (Mao 

et al., 2018). Es decir, tienen una longitud diminuta comparada con otras bacterias 

como Escherichia coli de 4,639,221 bp (Gil et al., 2004). Esto se debe a que, dentro de 

sus anfitriones las bacterias experimentan una reducción de su genoma hasta el 90%. 

En donde empiezan a perder genes esenciales debido a su entorno de crecimiento 

inusualmente estable, trasmisión vertical, pequeño tamaño de las poblaciones y baja 

recombinación hasta asexualidad completa que favorece las deleciones. No obstante, 

en su mayoría mantienen las rutas metabólicas necesarias para su hospedador (Mao 

et al., 2018; McCutcheon & Moran, 2010; Wernegreen, 2012). Esto se pudo comprobar 

ya que, de todos los genes involucrados en procesos metabólicos, el 63.3% 

correspondía al metabolismo de aminoácidos, compuestos esenciales para compensar 

la deficiencia nutricional de la dieta de Exitianus exitiosus por medio de su simbionte, 

que destina parte de su genoma a procesos de mayor utilidad para el insecto que para 

la bacteria (Gil et al., 2004). Bajo el mismo contexto, se confirmó que Candidatus Sulcia 

muelleri mantiene los genes codificantes de enzimas implicadas en la síntesis de ocho 

aminoácidos esenciales como la lisina, leucina, isoleucina, valina, treonina, arginina, 

fenilalanina y triptófano; al igual que McCutcheon & Moran (2010), McCutcheon et al. 

(2009) y Bennett & Moran (2013) encontraron en sus estudios.  

No obstante, cabe mencionar que no se pudo hallar un gen involucrado en la 

síntesis de lisina y uno para la arginina. Posiblemente, como no se pudieron cubrir dos 

regiones del cromosoma de la bacteria de 1,264 y 94 bp (Figura 13 y 14), ambos genes 
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podrían encontrarse allí. Sin embargo, si al cubrir estos espacios los genes no son 

anotados, el anfitrión podría estar abasteciéndole de maquinaría genética a su 

simbionte para compensar sus funciones ausentes a través del fenómeno conocido 

como colaboración metabólica hospedador / endosimbionte. Por ejemplo, se ha 

demostrado que en bacterias que han perdido el gen ilvE encargado de la síntesis de 

aminoácidos de cadena ramificada, sus huéspedes complementan la función mediante 

la expresión de un gen que cumple el mismo rol (Wilson & Duncan, 2015).  

Para el análisis filogenético de Candidatus Sulcia muelleri no se empleó el 

enfoque tradicional de construir árboles basados en las secuencias del 16S de varias 

bacterias (Brentassi et al., 2017) o de pocos genes (Koga & Moran, 2014; Tesneem & 

Rebecca, 2017). En su lugar se emplearon 24 genes ortólogos determinados por 

AmphoraNet; este es un enfoque que usa múltiples loci independientes que se 

concatenan y convergen en un solo árbol de especies robusto (Aguileta et al., 2008). 

Como Sloan & Moran (2012) hicieron para el endosimbionte Candidatus Carsonella 

ruddii; en donde AMPHORA2 determinó los 29 genes a usarse en el análisis 

filogenético.     

Después cada gen se alineó, se eliminó sus fragmentos ambiguos, se 

concatenaron y se construyó un árbol filogenético mediante máxima verosimilitud e 

inferencia bayesiana, como se ha reportado en previas investigaciones para Candidatus 

Sulcia muelleri (Kobiałka et al., 2015; Nishino et al., 2016). El árbol resultante se 

expresó como filograma, en donde la longitud de sus ramas es proporcional al número 

de cambios de caracteres en los datos (Elliott et al., 2018). Por lo tanto, se puede 

destacar que todas las Candidatus Sulcia muelleri de la familia Cicadidae no tienen 

muchos cambios entre sí y por ello la longitud de sus ramas fue corta en comparación 

con las demás. De igual manera, se puede resaltar que las secuencias de los 
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endosimbiontes se asociaron en clados con todos los representantes de su misma 

familia o subfamilia de huésped. En particular, la bacteria de Exitianus exitiosus formó 

un clado bien definido junto a los demás simbiontes de los saltahojas de la subfamilia 

Deltocephalinae. 

Esto también se ha observado en los análisis del ARNr 16S; en donde se ha 

comprobado que la filogenia de las bacterias es congruente con la filogenia de sus 

insectos hospedadores. Demostrando la antigua adquisición de Candidatus Sulcia 

muelleri por infección a un ancestro de los insectos hace aproximadamente 260 

millones de años (Moran et al., 2005). Para establecer esta simbiosis, posiblemente la 

bacteria tuvo que superar las barreras físicas, celulares y moleculares del insecto para 

luego internalizarse, sobrevivir y replicarse dentro de la célula eucariota. Asimismo, tuvo 

que desarrollar mecanismos para garantizar su propagación a la descendencia y es por 

eso que actualmente los endosimbiontes primarios como Candidatus Sulcia muelleri se 

transfieren verticalmente por transmisión transovárica (Gil et al., 2004). Esto también 

ocurre en los simbiontes obligatorios como Candidatus Buchnera sp., Candidatus 

Wiggleworthia sp., Candidatus Blochmannia sp. y Candidatus Baumannia sp. que viven 

en pulgones, moscas tsetsé, hormigas y francotirados; respectivamente. En donde su 

filogenia también refleja la filogenia del anfitrión, demostrando que estas asociaciones 

son estables durante el tiempo. No obstante, este fenómeno sólo se observa en 

simbiontes obligatorios, mas no en simbiontes secundarios; porque no son esenciales 

para la vida de sus insectos y por ello no se los puede encontrar dentro de bacteriomas, 

sino en los demás órganos o hemolinfa del animal. Incluso al construir su filogenia, esta 

no concuerda con la de su huésped, lo que sugiere que provienen de asociaciones 

recientes y no antiguas como la de Candidatus Sulcia muelleri (Kikuchi et al., 2009). 
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Capítulo VI: Conclusiones 

• El mapeo de las lecturas de secuenciación de alto rendimiento de Exitianus 

exitiosus mostró que el 0,79% de los datos corresponden a Candidatus Sulcia 

muelleri y el 0,004% a Candidatus Nasuia deltocephalinicola.  

• El ensamblaje de Candidatus Sulcia muelleri produjo nueve contigs que se 

agruparon en cinco scaffolds con un total de 190,004 bp y %GC de 23,8. 

Además, debido a la alta calidad del ensamblaje los scaffolds se cerraron en un 

cromosoma con la ayuda del genoma ALF; demostrando que la hipótesis se 

comprobó para la bacteria. Sin embargo, no se lograron cubrir dos regiones de 

1,264 y 94 bp. 

• El ensamblaje de Candidatus Nasuia deltocephalinicola produjo cinco contigs 

que se agruparon en cuatro scaffolds con un total de 3,396 bp y %GC de 39,10. 

Por lo tanto, no se logró encontrar el genoma completo de la bacteria que 

aproximadamente es de 112,091 bp; demostrando que la hipótesis no se 

comprobó para el endosimbionte y sus secuencias fueron descartadas para la 

anotación y filogenia.      

• En total se anotaron 190 CDS, 30 ARNt, 3 ARNr y 1 ARNtm en el genoma de 

Candidatus Sulcia muelleri de Exitianus exitiosus. Además, se identificó que 98 

CDS están involucrados en rutas metabólicas y de estos el 63,3% corresponden 

al metabolismo de aminoácidos.  

• Se identificaron genes codificantes de enzimas involucradas en la biosíntesis de 

ocho aminoácidos esenciales en el genoma de Candidatus Sulcia muelleri. Por 

lo tanto, se pudo comprobar que el endosimbionte proporciona lisina, leucina, 

isoleucina, valina, treonina, arginina, triptófano y fenilalanina a Exitianus 

exitiosus para compensar su dieta deficiente en nutrientes. 
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• Se construyó un árbol filogenético con las secuencias de 24 genes ortólogos de 

34 bacterias; incluido el outgroup y Candidatus Sulcia muelleri de Exitianus 

exitiosus. Se obtuvieron diferentes clados con un alto soporte de bootstrap (99-

100%) y probabilidad posterior (1).    

• El análisis filogenético demostró que las secuencias de Candidatus Sulcia 

muelleri de Exitianus exitiosus se agruparon en un solo clado robusto junto a 

todos los miembros de la subfamilia Deltocephalinae. De esta manera, se 

comprobó que la filogenia de los endosimbiontes primarios es congruente con la 

de sus hospederos.  

Capítulo VII: Recomendaciones 

• Ensamblar todas las lecturas de Exitianus exitiosus y comparar los contigs con 

los obtenidos mediante el mapeo de lecturas a Candidatus Sulcia muelleri y 

Candidatus Nasuia deltocephalinicola. 

• Emplear las lecturas de secuenciación de los bacteriomas, para aumentar el 

número de lecturas correspondientes a los endosimbiontes y eliminar la gran 

cantidad de datos de los huéspedes como Exitianus exitiosus.  

• Emplear algún software de identificación taxonómica como Kraken, para 

determinar la presencia de simbiontes secundarios y no sólo de primarios como 

Candidatus Sulcia muelleri. 

• Diseñar primers, amplificar las zonas no cubiertas del cromosoma de 

Candidatus Sulcia muelleri y secuenciar los fragmentos para rellenar los 

espacios faltantes.  

• Anotar también las secuencias de Exitianus exitiosus para determinar si posee 

los genes para completar las rutas biosintéticas de lisina y arginina. 
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