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l. RESUMEN GENERAL

Las tortugas marinas poseen la capacidad de percibir la intensidad y la inclinacion
del campo magnético terrestre. Las bases neurofisiolégicas que subyacen a esta
habilidad siguen siendo desconocidas.Esta situacion es particularmente cierta con
relacion al mecanismo de transduccion de la informaciéon magnética, area de
investigacién que esta llena de especulaciones. Sin embargo, estudios previos
llevados a cabo tanto en tortugas marinas como en peces y aves, sugieren que la
transduccién de la informacién magnética ambiental relativa a la intensidad del
campo magnético pudiese ser llevada a cabo por particulas de magentita de
dominio simple o superparamagnéticas. En concordancia con esta posibilidad,
trabajos conductales y funcionales previos llevados a cabo en el laboratorio
apoyan que crias de la tortuga negra Chelonia (C) agassizii responden a cambios
en la intensidad del campo mangnético ambiental. También se ha mostrado la
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presencia de material ferromagnético en el ojo de crias de esta especie de
tortuga, y han extraido cristales de magnetita superparamagnética y de dominio
simple a partir de muestras de ojo. Debido a que la presencia de dichos cristales
en el interior del ojo no puede ser atribuida a contaminacion, es posible que esta
sea sintetizada localmente. Para empezar a evaluar esta posibilidad, en el
presente trabajo se intentd identificar genes que pudiesen estar involucrados en el
proceso de sintesis de la magenetita. Para ello, se llevaron a acabo andlisis in
silico de los 18 genes mam involucrados en la sintesis de magnetita en la bacteria
M. magneticum AMB-1. Mediante ensayos de PCR se amplificaron 5 secuencias
parciales correspondientes a la tortuga negra C. agassizii de los genes homologos
a mamB (38 aa), el cual fue identificado como homologo a un transportador 5 de
Zinc, con un porcentaje de identidad del 100%; mamK (53 aa) fue identificado
como un homadlogo a Beta-actina con un porcentaje de identidad del 88%; mamN
(70 aa) fue identificado como homélogo a un intercambiador 8 de sodio/hidrégeno,
con un porcentaje de identidad del 75%; mamO (160 aa) se identific6 como un
homdlogo a una serina-proteasa HTRA1, con un porcentaje de identidad del
100%; mamA (17 aa) presenta multiples descripciones con porcentajes de
identidad del 47 al 100%. En el ensayo preliminar de expresion de genes, se se
observo la expresion del gen constitutivo Lumican en ojo y musculo con ciclos de
amplificacién de 33.18 y 30, respectivamente. Por otra parte, la expresion del gen
mamA mostré ciclos de amplificacion de 33.96 y 37.08 para muestras obtenidas
de ojo y musculo. La amplificacion de genes homoldgos de M. magneticum AMB-
1 en el genoma C. agassizii y la expresion del gene mamA sugiere la presencia

de genes involucrados en la sintesis de magnetita en tortuga negra.

Palabras clave: Genes mam, Chelonia agassizii, Magnetotransduccion
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1. SUMMARY

Sea turtles have the ability to perceive the intensity and inclination of the Earth's
magnetic field. The neurophysiological basis underlying this ability remain
desconocidas. Esta situation is particularly true in relation to the transduction
mechanism of magnetic information, research area that is full of speculation.
However, previous studies conducted both sea turtles as in fish and birds, suggest
that transduction of the environmental magnetic information on the intensity of the
magnetic field could be carried out by magentita particles or superparamagnetic
single domain. Consistent with this possibility, and functional conductales previous
work conducted in the laboratory to support young black turtle Chelonia (C )
agassizii respond to changes in the intensity of environmental mangnético field .
We have also shown the presence of ferromagnetic material in the eye of young of
this species of turtle, and have extracted superparamagnetic magnetite crystals
and single domain samples from eye. Because the presence of such crystals
inside the eye can not be attributed to contamination, this may be synthesized
locally. To begin to evaluate this possibility , in this study we attempted to identify
genes that may be involved in the synthesis of magenetita . For this, they took just
in silico mam 18 genes involved in the synthesis of magnetite M. magneticum
AMB -1 bacterium analysis . PCR assays using 5 partial sequences corresponding
to the black turtle C. agassizi of homologous genes to mamB ( 38 aa) , which was
identified as homologous to a conveyor 5 Zinc , with a percentage of 100% identity
were amplified ; mamK ( 53 aa) was identified as a homologue to beta -actin with a
percentage identity of 88% ; mamN ( 70 aa) was identified as a homologue to a
exchanger 8 sodium / hydrogen , with a percentage identity of 75% ; mamO (160
aa ) was identified as a homologue to a serine protease HTRA1l , with a
percentage of 100% identity ; mamA (17 aa ) has multiple descriptions percent
identities from 47 to 100 %. In the preliminary test of gene expression is
constitutive expression Lumican eye and muscle gene amplification cycles 33.18
and 30, respectively was observed. Moreover, gene expression of breast
amplification cycles showed 33.96 and 37.08 for samples obtained from eye and
muscle. Amplification of gene homologues M. magneticum AMB- 1 genome C.
agassizii and breast gene expression suggests the presence of genes involved in
the synthesis of magnetite black turtle .

Keywords: mam genes, Cheonia agassizii, Magneto-transduction,
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1. INTRODUCCION GENERAL

Una extensa serie de estudios conductuales sugiere que diversas especies
animales, entre las que destacan las tortugas marinas (revisado en Lohmann y
Lohmann, 2006), perciben la inclinacion y/o la intensidad del campo magnético
terrestre. De acuerdo con ello, se ha mostrado que la colocacion de imanes en
tortugas hembras adultas y en crias de ambos sexos conduce a la desorientacion
de su navegacion acuatica o terrestre (Irwin y Lohmann,2002; Luschi et al., 2007;
Fuentes-Farias et al., 2008). También se ha documentado que la exposicion de
crias de tortugas marinas a campos magnéticos pulsatiles conduce a la
desorientacion de su nado en ausencia de sefiales visuales que pudiesen guiar su
navegacion (Irwin y Lohmann, 2003). Estas observaciones apoyan el concepto de
gque en las tortugas marinas en verdad existe un sentido magnetoceptivo.
Desafortunadamente, nuestro conocimiento sobre el sustrato neurofisiolégico que
subyace a la magnetocepcion en las distintas especies animales estudiadas,

incluyendo a las tortugas marinas, es considerablemente limitado.

En general, el proceso perceptual de estimulos sensoriales requiere de al menos
tres fases que involucran la adquisicion, el procesamiento y la interpretacion de la
informacion sensorial que corresponda (revisado en Goldstein, 2011). La primera
etapa, llevada a cabo por receptores especializados, consiste en “extraer” y
transducir la informacién fisicoquimica contenida en el estimulo, para codificarla
en sefales electroquimicas que el sistema nervioso pueda “entender” y con las
que pueda “trabajar”. La segunda etapa, que consiste en el filtrado, clasificacion,
seleccion, recodificacion e integracion de la informacién, es llevada a cabo de
manera jerarquica y secuencial en distintos nodos o relevos sinapticos a lo largo
de una via neural especifica. Generalmente, en esta via, cada nodo contiene
ensambles de neuronas y elementos vasculares y gliales que al interactuar
transforman las cualidades de la informacién que reciben “refinandolas” antes de
pasarla al siguiente relevo de forma mas depurada. Finalmente, durante la tercera
etapa, las operaciones de los ensambles neuronales de mayor jerarquia permiten
categorizar, interpretar y darle un significado a la informacién recibida, lo que a su
vez permite al organismo tomar decisiones y proceder de acuerdo a ellas.

Teniendo esto en mente, si uno pretende entender la morfo-fisiologia de la
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magnetocepcion en cualquier vertebrado, y en particular en la tortuga marina,
debera avocarse a identificar cada una de las fases del proceso magnetoceptivo y
a caracterizar los elementos celulares involucrados en él. En este trabajo,
enfocamos nuestros esfuerzo a tratar de complementar hallazgos que sugieren
gue la transduccién de los estimulos magnéticos ambientales, particularmente en

lo referente a la intensidad del campo magnético, es dependiente de magnetita.

3.1. Transduccion de lainformacion magnéticaambiental.
Como se comentd previamente, la primera fase del proceso perceptual requiere
de la transduccion del estimulo fisico en un lenguaje “neural” por parte de un
receptor. Para el caso de la magnetocepcion, estudios realizados en algunas
especies de mamiferos, aves y peces, pero sobre todo elucubraciones tedricas,
han conducido al desarrollo de varios modelos hipoteticos de recepcion y
transduccién de las sefiales magnéticas ambientales en los vertebrados. De
dichos modelos, uno de los mas favorecidos, la mecano-magneto transduccion,
postula que mecano-receptores especializados denominados magneto-
receptores, transducirian la informacion sobre la intensidad del campo magnéticos
ambiental (Edmons, 1996; Kirschvink y Gould, 1981; Solov’yov y Walter,2007;
Winklhofer y Kirschvink, 2010; Wiltschko y Wiltschko, 2013). En la versién mas
aceptada y simple de esta concepcion, es la generacién de fuerzas de torque
producidas por la rotacion de los cristales de dominio simple y/o de cadenas de
cristales superparamagnéticos de magnetita biogénica, lo que se conjetura abriria
los canales i6nicos membranales del magneto-mecanoreceptor, condicion
necesaria para generar el potencial excitador en la membrana del mismo y la
codificacion de la informacion transducida en potenciales electroquimicos (e.g.,
Davila et al., 2003; Winklhofer y Kirschvink, 2010). Se cree que los cristales de
magnetita estarian ubicados en el interior del citoplasma, adyacentes a la
membrana de la célula (revisado en Cadiou y Mcnoughton, 2010).
Presumiblemente, las fuerzas de torsién se transmitirian a las subunidades de los
canales i6nicos membranales a través de tensores proteicos tirados durante la
rotacion de los cristales de magnetita al ser expuestos a cambios en la intensidad
del campo magnético terrestre (CMT) conforme el organismo se desplaza en su
ambiente (para leer sobre variantes del mecanismo Edmonds,1996; Cadiou y

Mcnoughton, 2010). Sin embargo, los cristales de magnetita también podrian
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dispersarse en la matriz extracelular. Alli, las fuerzas de torque se ejercerian
sobre la propia matriz y/o sobre la superficie de las células receptoras
deformandolas y activandolas (e.g., Sonnier y Marino, 2001; Solov'yov y Walter,
2007), en un proceso que podria involucrar la apertura de canales i6nicos y la
activacion de cascadas de segundos mensajeros en respuesta al estrés impuesto
sobre el citoesqueleto (e.g., Wang et al., 1993; Binhi y Chernavskii, 2004).

No obstante la aceptacion del (los) modelo(s) de mecano-magnetotransduccion,
existen algunos problemas inherentes a ellos. Por ejemplo, aunque mucho se
sabe de este proceso en bacterias (deposicion extracelular de magnetita:
Chauduhri et al.,, 2001; Ding et al., 2010; Zhang et al., 1998; deposicidén
intracelular de magnetita en magnetosomas: revisado en Komeili, 2011), hongos
(Barhde et al., 2006), abejas (Hsu y Li, 1993; Yuan y Pei, 2011) y quitones (Mizota
y Maeda, 1986; Kirshvink y Lowenstam, 1991; Shaw et al., 2009), aln ignoramos
todo al respecto del proceso de sintesis de magnetita en vertebrados incluyendo a
las tortugas marinas. Adicionalmente, los llamados a la existencia de mecano-
magnetoreceptores conteniendo cristales magnéticos al menos en aves (e.g.,
Falkenberg et al., 2010), el modelo animal mejor estudiado, ha sido
fundacionalmente cuestionado en publicaciones recientes (Treiber et al., 2013).
No obstante ello, las alteraciones en la orientacidon que resultan de la aplicacion
de protocolos de campos pulsados en pichones (e.g., Wiltschko et al., 2002),
topos (e.g., Kimchi y Terkel, 2001), truchas (e.g., Walker et al., 1996) y tortugas
marinas (Irwin y Lhomann, 2005), asi como la presencia o la inferencia de la
existencia de cristales de magnetita en estructuras cefalicas de estos organismos
(Pichon: dermis de la base del pico, e.g., Fleissner et al.,2007; Trucha:
submucosa olfatoria; revisado en Walker et al., 2006; Tortugas marinas: etmoides:
Coles,1999; Meninges: Perry et al.,1981,1985; Cabeza total: Kirschvink,1980;
Fuentes-Farias, 2008), mantienen viva la posibilidad de que en las tortugas
marinas, la transduccién del atributo intensidad de los estimulos magnéticos
ambientales se lleva a cabo por cristales de magnetita. En concordancia con ello,
en nuestro laboratorio hemos mostrado 1) que la colocacion de imanes de distinta
intensidad en crias de C. agassizii modifica su rumbo de desplazamiento sobre la
playa en su camino hacia el mar (Figura 1; Fuentes-Farias et al., 2010), 2) la

presencia de grupos neuronales resposivos a cambios en la intensidad del campo
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magnético en relevos sinpaticos considerados parte de la via visual (Figura 2), 3)
cambios en la actividad electrocorticografica y electromiogréfica asociados con la
aplicacién de estimulos magnéticos de distinta intensidad en el ojo (Figura 3 y 4),
4) la presencia de material ferromagnético en el ojo mediante imagenologia por
resonancia magnética nuclear (Figura 4), y 5) la existencia de cristales de
magnetita superaramagnético y de dominio simple en extractos de ojo de crias de
la tortuga marina C. agassizii (Figura 5). De esta forma, es posible que las
tortugas marinas utilicen la mecano-magnetotransduccion para percibir la
intensidad del campo magnético ambiental. Con esto en mente, en el presente
trabajo procuramos la identificacion de genes que pudieran estar invoucrados en
la sintesis de magnetita en el genoma de la tortuga C. agassizii, y cuya expresion
fuese especifica en el ojo. Para ello utilizamos una estrategia de identificacién
basada en la busqueda de genes homoélogos a aquellos que estan involucrados
en este proceso en la bacteria Magnetospirillum magneticum (AMB-1) un
organismo que contiene una grupo de genes conocido como la isla del
magnetosoma, cuya funcidén se asocia tanto con el transporte, nucleacién y
maduracién de los cristales de fierro, como con la formacion del los organelos
(i.e., magnetosoma) que contienen a dichos cristales. A continuacién exponemos
informacion que permitird al lector tener algunos antecedentes sobre este
fendmeno que le facilitaran la comprensién del marco conceptual que sustenta

este proyecto.
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Figura 1. Esquemas de las
o i " rutas recorridas por las
crias de tortuga Chelonia
# agassizii de cada uno de los

o grupos experimentales. (A)

Las crias de grupo control se

X D[ £ :: 3 orientacién en direccién sur-
122m 2 sureste predominantemente,
casi en linea recta desde el
nido de partida hasta la zona
de rompiente; (B) Las crias

estimuladas visualmente, se

dirigieron a diferentes puntos
cardinales, altamente influenciadas por la posicion del experimentador; (C) La
crias privadas visualmente, se desorientaron en su totalidad, estas se
desplazaron en direcciones opuestas al mar, noreste y noroeste; D) En cuanto al
grupo de crias sometidas a privacion del olfato, estas, se movieron de manera
titubeante a lo largo de vectores orientados hacia el este, oeste y suroeste, en un
angulo mucho mas amplio que el trazado por los vectores de las crias del grupo
control; (E) Las crias sometidas a distorsiones del campo magnético a través de la
colocacién de imanes de 350mT mostraron franca desorientacion, ninguna de las
crias del este grupo pudo concluir la prueba satisfactoriamente. Los vectores de
desplazamiento mostraron direcciones muy variadas, hacia el este, sur, noreste y
oeste; (F) Finalmente las crias a las que se les colocaron imanes 85mT,
apuntaron también en diferentes direcciones cardinales, este, sur, noreste y
suroeste aunque 8 de las 15 en este caso lograron concluir la prueba

satisfactoriamente.
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Corteza Dorsal

Niicleo Rotundo

idad 0" idad “14/45" Figura 2. Areas del cerebro

responsivas a estimulos
magnéticos mediante el uso de c-
fos como marcador de activacion
neuronal en intensidad 0,14 y 45
uT.
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Figura 3. Respuestas
electrofisioldgicas evocadas. A)

Los circulos blancos indican la

circulos negros muestran la bobina de
Helmholtz. Se compone de dos
bobinas circulares coaxiales, cada
uno de 252 vueltas y un radio de 5
cm. Un sistema
microelectromecanicos (MEMS) se
i empled sensor de flujo magnético
s«w| para detectar la densidad de flujo
magnético real producida por la
bobina de Helmholtz en el ojo de la

tortuga. B) EEG potencial evocado

provocado por flases de luz de 10 ms. C) EEG potencial evocado por pulsos de

100 ms de estimulacién magnética. El perfil del estimulo magnético se ilustra en la

linea superior. Las lineas horizontales indican que la densidad de flujo magnético

cambi6é de 30 a 40 uT para este ejemplo. En ambos casos, se promediaron las

respuestas a los 100 estimulos.
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Magnetic Stim

l MEMS

Magnetic Stim|

Magnetic Stim

l 1000 ms

MEMS
Magnetic Stim|

1000 ms

Figura 4, Respuestas
electromiograficas evocadas. Registro
electromiogréafico (EMG) (marcas azules)
y pulsos magnéticos (marcas grises) 30-
49 uT aplicados en el ojo de la tortuga, en
dos momentos diferentes. EIl EMG se
registr6 en los musculos flexores de la
extremidad posterior de la tortuga. La
intensidad del impulso magnético fue

suficiente para producir un

desplazamiento de fase significativo
(p<0,05; prueba de la t de Student) en el

ritmo del aparato locomotor.

Figura 5. Identificacion de cristales
de magnetita biogénica en C.
agassizii. A. Resonancia magnética
nuclear que ilustra una seccién optica
sagital de la cabeza de una cria de
tortuga marina C. agassizii. La flecha
del

magnético que se observa en la zona

indica el origen artefacto

superior del ojo. B. Fotomicrografia

gue muestra una seccion del ojo de

una cria de tortuga C. agassizii,

histoquimicamente tefiida para la deteccién de material férrico (flecha en B y en

inserto). Estos depdsitos se ubicaron en la capa de neuronas ganglionares en la

retina (flecha). C. Micrografia electrénica de transmision que muestra la nano-

estructura de un cristal de magnetita superparamagnética aislada del ojo de crias

de la tortuga C. agassizii. (Escala= 5nm). D. Patrén cristalogréafico obtenido por

difraccion de rayos X de la magnetita superparamagnética aislada del ojo de crias

de la tortuga C. agassizii.
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3.2. Sintesis de magnetita.

La biomineralizacién es el proceso por el cual los organismos vivos producen
minerales (Walcott et al., 1979). Es un fendbmeno generalizado y puede ocurrir en
diferentes organismos desde unicelulares hasta multicelulares (Clark y Evans,
1997; Kirschvink et al., 2001). En términos generales existen dos tipos de
biomineralizacion. En la conocida como mineralizacién biolégicamente inducida
(MBI), los minerales formados generalmente nuclean y crecen extracelularmente
como consecuencia de la actividad metabdlica del organismo. En contraste en la
mineralizacion biolégicamente controlada (MBC), los minerales se depositan
dentro de la célula y el organismo posee el control sobre la nucleacion,
crecimiento de los minerales, composicién, forma, tamafio y la localizacion
intracelular (Bazylinski y Frankel , 2000). Para el caso de la magnetita, los
cristales nanométricos pueden ser de dominio multiple si su diamtero excede los
120nm, de dominio simple (DS) si éste se encuentra en un rango de 30 a 120nm
0 super-paramagnéticos (SPM) si son de tamafio menor a 30 nm. Las morfologias
cristalinas mas comunes son cubo-octaedros equidimensionales, prismas
alargados hexa-octaédricos y formas de punta de flecha (Mann et al, 1987,
Thornhill et al., 1994, Bazylinski et al., 1995). En estudios de microscopia
electronica de alta resolucion, las combinaciones planares mas frecuentes son
para el cubo (100), el dodecaedro (110) y el octaedro (111) (Mann et al., 1984).

Aunque diversos organismos pueden sintetizar magnetita, son las denominadas
las bacterias magnetotacticas Gram-negativas (BMT) (Schleifer et al., 1991,
Spring et al., 1993), los organismos mejor estudiados para entender los procesos
de MBC. Estos organizamos son capaces de producir nanocristales magnéticos
de 6xido de Fe (magnetita, Fe3O4) o0 sulfuro de Fe (greigita, Fe3S,) de distintas
geometrias (Moisescu et al., 2014). En las diferentes especies de BMT, los
minerales magnéticos se forman como cristales de dominio simple contenidos en
organelos especializados denominados magnetosomas, estos magnetosomas.
Estos forman una especie de cadenas que actian como una aguja de brdjula,
permitiendo la orientacion pasiva de la bacteria con relacion a las lineas del CMT
(Blackmore, 1975). En las bacterias magnetotaticas, la sintesis de magnetosomas
es un proceso altamente controlado a nivel genético (Komeili, 2012) en el que

pueden influir factores bioguimicos y ambientales (Moisescu et al., 2014).
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La sintesis de magnetita ha sido demostrada en diferentes especies de BMT del
genero Magnetospirillum (e.g.., M. magneticum: Matsunaga et al., 2005; M.
gryphiswaldense: Lohbe et al.,, 2011; M. magnetotacticum: Bertani et al., 2001;
Magnetococcus marinus: Schibbe et al., 2009; Magnetovibrio blakemorei: Jogler
et al., 2009). En estas bacterias, los genes necesarios para la biomineralizacion
son denominados mam y MMS. Estos genes estan organizados en operones
dentro de una regién altamente conservada denominada la isla del magnetosoma
(IMA). Se ha reportado que estos genes homologos entre las BMTse encuentran
organizados de manera similar dentro de sus genomas. Por ejemplo, en M.
magneticum AMB-1, el proceso de biomineralizacibn estd controlado
genéticamente por los genes mamHIEJKLMNOPAQRBSTUV. Este grupo de
genes se localiza en la region 5 (R5) de la isla del magntosoma (AMI) (Tabla 1)
(Quinlan et al., 2011; Murat et al., 2010; Komeili., 2012). En Magnetospirillum
gryphiswaldense, la IMA estd constituida por los operones mms6, mamGFDC,
mamXY y mamAB, este Ultimo se compone por 17 genes homologos a los genes
mam de AMB-1, siendo este operon esencial para la sintesis del magnetosoma
(Murat et al.,2010, LohBe et al, 2011). En el genoma de la BMT
Deltaproteobacteria se propone que ademas de los genes mam, existe un
conjunto conservado de genes denominado genes mad. Dichos genes son
especificos de las deltaproteobacterias, aunque algunos también estan presentes
en la magnetobacteria Candidatus bavaricum del phylum nitrospirae, pero
ausentes en alphaproteobacterias (Lefévre et. al., 2013).

El proceso de sintesis de magnetita en las BMT, es controlado por los diferentes
genes mam HIEJKLMNOPAQRBSTUV dependiendo de la especie en cuestion,
sin embargo los genes mam AEIKMOPQB, estan presentes en diferentes
especies de BMT, por lo que se considera que son altamente conservados y
esenciales para dicho proceso (Murat et al., 2010, LohBe et al., 2011, Lefévre et
al.,, 2013). Adicionalmente, se ha reportado que la estructura terciaria de la
proteina MamP posee una estructura plegable conocida como magnetocromo, a
la que se le atribuye la capacidad de oxidar el hierro desde el estado de Fe?" a
estado Fe®*" (Siponen et al., 2013), por lo que esta proteina podria dirigir la

sintesis de magnetita sin necesidad de la intervencién de otro gen en particular.
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Aunque algunos intentos se han hecho para identificar genes involucrados en la
sintesis de magnetita en organismos ajenos a bacterias (e.g., Apis mellifera; Hsu
y Chan., 2011), aln no contamos con evidencia que apoya la existencia de genes
homoélogos a los expresados por bacterias en vertebrados. Sin embargo, la
posibilidad de que estos pudiesen estar presentes en eucariotes se apoya con el
hecho de que la expresién heteréloga de mamA induce la producciéon de

biomagnetita en lineas celulares eucariotas (Zurkiya et.al., 2008).
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Tabla 1. Genes de laregion 5 de AMI en M. magneticum AMB-1.

Nombre | Descripcién Funcién
maml Proteina hipotética Formacion de la membrana del magnetosoma.
mamL
mamQ Familia conservada, no
caracterizada en términos
generales, tipificada por la
proteina LemA de Listeria
monocytogenes ( D'Orazio, et al.,
2003)
mamE Miembro de la familia HtrA/DegP | Determinante de localizacién, proporciona un
de serina-proteasas, tiene una | punto de referencia para el reclutamiento de otras
triada catalitica conservada de | proteinas, biomineralizacién, transporte de hierro,
residuos de serina, histidina y | nucleacion y maduracién de la magnetita, y/o
aspartato. establecimiento del entorno quimico adecuado
para la sintesis de magnetita en el magnetosoma.
mamJ Proteina periplasmica TonB. Formacion de la cadena del magnetosoma.
mamK Miembro de la familia de las | Proporciona el andamiaje estructural para la
proteinas homologas de la actina | organizacion de la cadena del magnetosoma.
mamM Miembro de la familia de
transportadores de CDF, que
puede indicar un posible papel en
la absorcién de hierro Biomineralizacion, transporte de hierro,
mamN Homologo con anti-portadores | nucleacion de la magnetita, y/o establecimiento
Na+/H+, su actividad puede |del entorno quimico adecuado para la
resultar en un aumento del pH | cristalizacion de la magnetita en el magnetosoma.
dentro del magnetosoma.
mamO Peoteina de la familia Serina-
proteasa HtrA, pueden activar o
inhibir ~ ciertas enzimas de
biomineralizacién.
mamP Proteina hipotética Participan en el nimero de cristales producidos
por célula
mamA Proteina que contiene | Participa en el espaciado y la organizacion de los
repeticiones TPR. magnetosomas, interaccion de algunas proteinas
con la membrana magnetosoma-magnetosoma,
participan en el nimero de cristales producidos
por célula.
mamR Proteinas Hipotéticas. Tamafio y morfologia del cristal
mamsS
mamT
mamB Miembro facilitador de la difusion | Formacion de la membrana del magnetosoma,
de cationes (CDF), proteinas que | actia como un punto de referencia para que se
participan en el transporte de | construyan los magnetosomas alrededor de un
zinc, hierro y cadmio en diversos | transportador crucial.
organismos.
mamuU De la familia de esfingosina-
quinasa Funcién desconocida por el momento
mamV Sin registro en el NCBI
mamH Facilitador de la superfamilia de

permeasas.
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IV.  HIPOTESIS DE INVESTIGACION
El genoma de la tortuga negra Chelonia agassizii contiene genes homdlogos a los
de la bacteria Magnetospirilum magneticum AMB-1 que participan en la sintesis
de magnetita, cuya expresion sea exclusiva del ojo.
V. OBJETIVOS
GENERAL
Demostrar la expresion de genes involucrados en la sintesis de magnetita en el
ojo de la tortuga negra Chelonia agassizii.
PARTICULARES
1. Amplificar secuencias parciales de genes homoélogos de la bacteria,
Magnetospirillum magneticum AMB-1 en la tortuga negra Chelonia
agassizii.
2. Determinar la expresidn de genes relacionados con la sintesis de

magnetita en diferentes tejidos (ojo y musculo) de la tortuga negra Chelonia

agassizii.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Colectade muestras.

El ADN de la bacteria magnetotactica (M. magneticum AMB-1) fue donado por
el laboratorio del Dr. Arash Komeili de la Universidad de Berkeley California,
mientras que el ADN de la tortuga negra (C. agassizii) se extrajo de un
individuo colectado en la playa de Colola, en el estado de Michoacan, con el
permiso de colecta para material biolégico proporcionado por la Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales (SGPA/DGVS/414-04, 14340-04, 5896-
05, 5170-07 y 4011/08).

El proceso de extraccion de ADN se llevo a cabo siguiendo las instrucciones
del fabricante del kit comercial DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN). Las
muestras de bacteria y tortuga se almacenaron a -70°C para conservar la
integridad del ADN.

6.2. Seleccion in silico de los genes candidatos a amplificar por PCR.

Con el propésito de determinar la existencia de genes homologos de la
bacteria Magnetospirullum magneticum AMB-1, en la tortuga negra Chelonia
agassizii se realizd un analisis in silico de los 18 genes involucrados en la
sintesis de magnetita en la bacteria M. magneticum AMB-1, encontrando que
los genes mas conservados fueron mamB, mamK, mamN, mamM, mamH, y
mamO, para los cuales se disefiaron oligonucle6tidos degenerados en base al
gen de interés de la bacteria y diferentes especies magnetoceptivas. Para la
amplificacion la secuencia parcial del gen mamA, se disefaron
oligonucledtidos especificos para C. agassizii. Se amplificaron 5 secuencias
parciales correspondientes a la tortuga negra C. agassizii de los genes
homélogos a mamB (38 aa), el cual fue identificado como homdlogo a un
transportador 5 de Zinc, con un porcentaje de identidad del 100%; mamK (53
aa) fue identificado como un homélogo a Beta-actina con un porcentaje de
identidad del 88%; mamN (70 aa) fue identificado como homodlogo a un
intercambiador 8 de sodio/hidrégeno, con un porcentaje de identidad del 75%;
mamO (160 aa) se identific6 como un homodlogo a una serina-proteasa
HTRA1, con un porcentaje de identidad del 100%; mamA (17 aa) presenta

multuples descripciones con porcentajes de identidad del 47 al 100%. La
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amplificacién de estos genes homdlogos en el genoma C. agassizii sugiere la

presencia de genes involucrados en la sintesis de magnetita en tortuga negra.

Las secuencias proteicas de los genes mamH (No. acceso en el NCBI,
YP_420324.1), mamE (YP_420326.1), mamJ (YP_420327.1), mamK
(YP_420328), mamL (YP_420329.1), mamM (YP_420330.1), mamN
(YP_420331), mamO (YP_420332), mamP (YP_420333.1), mamA
(YP_420334.1), mamQ (YP_420368.1), mamR (YP_420336), mamB
(YP_420341), mamS (YP_420338), mamT (YP_420339), mamuU
(YP_420340.1) correspondientes a la region 5 (R5) de la isla del
magnetosoma en la bacteria M. magneticum AMB-1, fueron obtenidas de la

base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

Dichas secuencias fueron utilizadas como sondas para la busqueda de
secuencias proteicas homologas en diferentes especies magnetoceptivas

(abeja, mariposa, ballena, paloma, quiton, rata topo, salmoén y trucha arcoiris).

El andlisis se realizé en la base de datos del NCBI, en la herramienta blastp,
utiizando la base de datos de proteinas no redundantes (Non-redundant
protein sequences nr), asi mismo se restringid la busqueda al tipo de
organismos deseados: abeja (Apis mellifera Taxid: 7460), mariposa (Danaus
plexipus Taxid:13037), ballena (Eschrichtius robustus Taxid: 9764), paloma
(Columba livia Taxid: 8932), quiton (Acanthochitona fascicularis Taxid: 55704),
rata topo (Cryptomys anselli Taxid: 261002), Salmoén (Salmo salar Taxid: 8030)
y trucha arcoiris (Oncorhynchus myskiss Taxid:8022).

Una vez generados los resultados del blastp, fueron descargados y analizados
en el programa Epos Blast Viewer, en donde se identificaron los dominios
conservados, la descripcion, tamafio de la secuencia, % maximo de identidad
y % cubierto en el alineamiento, en base a estos parametros se seleccionaron
las secuencias proteicas mas conservadas, posteriormente dichas secuencias

fueron alineadas en Clustalw?2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).
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6.3. Disefio de oligonucle6tidos degenerados.

Se disefiaron oligonucledtidos degenerados para los genes mamB,
mamH,mamK, mamM, mamN, y mamO debido, al grado de conservacion
observado en el alineamiento de nucleétidos del gen de la bacteria M.
magneticum AMB-1 empleado como templado y las secuencias homologas de

diferentes especies magnetoceptivas en cuestion. Ver tabla 2.

Tabla 2. Especies con base en las cuales se disefiaron los oligonucleétidos

degenerados.

Gen Especie y No. Acceso en el NCBI

mamB Magnetospirillum magneticum AMB-1 NC_007626.1
Danaus plexippus AGBWO01008935.1
Apis mellifera XM_003250636.1

mamH Magnetospirillum magneticum AMB-1 NC_007626.1
Danaus plexippus AGBWO01004618.1
Danaus plexippus AGBW01000960.1

mamK Magnetospirillum magneticum AMB-1 NC_007626.1
Salmo salar BT058845.1
Oncorhynchus mykiss NM_001124235.1

mamM Magnetospirillum magneticum AMB-1 NC_007626.1
Salmo salar NM_001139905.1
Danaus plexippus AGBW01006452.1

mamN Magnetospirillum magneticum AMB-1 NC_007626.1
Eschrichtius robustus NC_005270.1
Columba livia NC_013978.1

mamO Magnetospirillum magneticum AMB-1 NC_007626.1
Salmo salar NM_001141717.1
Apis mellifera XM_624351.3
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6.4. Amplificacién de los fragmentos de ADN por PCR.

Para la amplificacion de los fragmentos de ADN por PCR se tomaron en
cuenta las instrucciones proporcionadas por el fabricante de la enzima
Platinum® Pfx DNA Polymerase (Invitrogen) y 10 mM dNTP Mix, PCR Grade
(Invitrogen). La reaccion se llevd a cabo en 25 pl como se describe a
continuacion: 1 ul de 10X solucién Enhancer, 5 ul de 10x pfx Buffer de
amplificaciéon (1x), 0.75 pl de 10 Mm mezcla de dNTPs (0.3 mM), 0.5 pul de
50mM MgS0O4 (1 mM), 7.6 yl de Agua destilada estéril, 0.2 pl de (2.5 U/ul)
Platinum pfx DNA polimerasa (1 U/ul), 3 pl de Oligonucleétido sentido (10
pmol), 3 ul de Oligonucledtido antisentido (10 pmol), 4 pl de DNA (40 ng/pl),
bajo las siguientes condiciones: Inicio de desnaturalizaciéon (94°C, 2 min),
desnaturalizacién (94°C, 45 seg), alineamiento (94°C, 40 seg) y extension

(64°C, 1 min) este proceso se repitid por 35 ciclos de amplificacion.

6.5. Electroforesis en gel de agarosa.

Los productos amplificados por PCR fueron visualizados en un gel de agarosa
grado molecular (BIORAD) al 1.2%, en Buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y
EDTA 1 mM) teflido con Bromuro de etidio, el marcador de peso molecular fue
de 100 pb (Invitrogen). Las muestras se corrieron en una camara de
electroforesis (BIORAD) en a una fuente de poder (Power Pac Basic, BIORAD
300V) a 100 V por 30 minutos. Finalmente, la imagen de las muestras de DNA

en el gel de agarosa fue observada en el transiluminador (Fisher Scientific).

6.6. Aislamiento y purificacién de los productos de PCR.
Se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante del kit comercial
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN).

6.7. Ligacion de los fragmentos de PCR y transformacion de células de
E. coli (JM101).

Ambos procedimientos se realizaron de acuerdo a las instrucciones del

fabricante del Plasmido pJetl.2/blunt cloning vector (Thermo Scientific

CloneJET PCR Cloning Kit).
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6.8. Aislamiento de DNA plasmidico de bacterias.
El aislamiento de DNA plasmidico de bacterias se llevo a cabo por el método

de lisis alcalina de acuerdo a Biroboim y Doly (1979).

6.9. Secuenciacion de las construcciones.

Todas las construcciones fueron verificadas por secuenciacién utilizando los
oligonucledtidos correspondientes al plasmido pJET1.2/Blunt (forward
sequencing primer, 23-mer5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’, reverse
sequencing primer, 24-mer5’-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3'. Para lo
cual, se solicitaron los servicios de secuenciacion de la UNAM, México.

6.10. Analisis de las secuencias parciales obtenidas por secuenciacion.

La secuencia parcial obtenida por secuenciacién, fue sometida a un analisis
comparativo en la base de datos del NCBI, en la herramienta blastp/n,
utilizando la base de datos de proteinas no redundantes (Non-redundant
protein sequences nr), asi mismo se restringié la busqueda por separado al
tipo de organismos deseados, que fue el genoma de la bacteria
Magnetospirillum magneticum AMB-1 (taxid: 342108) y el genoma de la
tortuga negra Chelonia mydas (taxid: 8469), de cada uno de los resultados del
analisis, se analizaron los dominios conservados, la descripcién y tamafo de
la secuencia, asi como el % de méaxima identidad. Se realizdé un alineamiento
con el software clustalw de la secuencia parcial obtenida para tortuga negra y
del gen mam de interés de la bacteria, generando una matriz de % identidad
en clustalw. Finalmente, se construyeron arboles filogéneticos con el modelo
de Neighbor Joining usando un bootstrap (1000 replicas), para las cuales se
utilizaron las secuencias proteicas usadas para el disefio de oligonucleétidos
degenerados, y las secuencias proteicas con las que se identificé la secuencia
parcial en C. agassizii. En el andlisis se emplearon parametros estandares

determinados por el programa clustalw.
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6.11. Andlisis de similitud de las diferentes secuencias proteicas homoélogas

alos genes mam de bacteria en la tortuga negra C. agassizii.

Las secuencias proteicas de los 18 genes mam, MamH (No. acceso en el NCBI,
YP_420324.1), MamE (YP_420326.1), MamJ (YP_420327.1), MamK (YP_420328),
MamL (YP_420329.1), MamM (YP_420330.1), MamN (YP_420331), MamO
(YP_420332), MamP  (YP_420333.1), MamA (YP_420334.1), MamQ
(YP_420368.1), MamR (YP_420336), MamB (YP_420341), MamS (YP_420338),
MamT (YP_420339), MamU (YP_420340.1) correspondientes a la region 5 (R5) de
la isla del magnetosoma (IMA) en la bacteria Magnetospirillum magneticum AMB-1,

fueron obtenidas de la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y

utilizadas como sondas para la basqueda de secuencias proteicas homologas en el
genoma de la tortuga C. mydas (taxid: 8469).

El andlisis se realiz6 en la base de datos del NCBI, en la herramienta blastp,
utilizando la base de datos de proteinas no redundantes (Non-redundant protein
sequences nr), asi mismo se restringio la busqueda al genoma de la tortuga negra
C. mydas (taxid: 8469), de la misma manera se realizé la busqueda de proteinas

homoélogas a la secuencia parcial obtenida para C. agassizii.

Una vez obtenidos los resultados del blastp, fueron descargados y analizados en
el programa Epos Blast Viewer, en donde se identificaron los dominios
conservados, % cubierto en el alineamiento, % maximo de identidad, la descripcién

y tamafio de la secuencia.

Las secuencias proteicas obtenidas en cada uno de los andlisis fueron alineadas
usando el software ClustalW bajo los parametros determinados por el programa,
posteriormente fueron elaborados los arboles filogenéticos utilizando el método de

Neighbor Joining con un bootstrap de 1000 repeticiones.
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6.12. Colecta de muestras de diferentes tejidos de tortuga negra.

Se tomaron muestras de diferentes tejidos (0jo y musculo) de 1 tortuga negra (C.
agassizii) de 3 meses de edad, las muestras fueron almacenadas a -70°C hasta
su procesamiento (Permiso SEMARNAT No.SGPA/DGVS/04011/012).

6.13. Extraccion y cuantificacion de RNA mensajero

Para la extraccion de RNAm, se utilizé el kit de extraccion de RNAm (RNAeasy
mini kit, QIAGEN).

La lisis celular se llevd a cabo mediante el rompimiento mecanico de tejido
utilizando perlas magnéticas (Roche) con la adicion de B-mercaptoetanol como
agente reductor e isotiocianato de guanidina como agente desnaturalizante en el

lisador MagNA Lyser (Roche).

El procesamiento de las muestras de RNA se realizd en el gabinete de
bioseguridad clase Il Tipo A2 (Thermo Scientific). La cuantificacién de las
muestras se realizo en el espectrofotdbmetro (SmartSpec Plus Bio-Rad) tomando
en cuenta la relacion de absorbancia A=260 nm y A=280nm para evaluar la

presencia de acidos nucleicos y proteinas.

6.14. Tratamiento de las muestras de RNAmM con DNAsa I.

Para el tratamiento con DNAsa | (Invitrogen), se empled 1 ug total de RNA, el cual
fue tratado con 1 pl (1 U) de DNAsa |, 1 ul de buffer de reaccion de DNasa | (200
mM Tris-HCI pH 8.4, 20 mM MgCL,, 500 mM KCI). La muestra se incub6 a 37°C
durante 2 horas. Posteriormente a la muestra de RNA se le adiciono 1 pl de EDTA
25 mM (DNasa stop) para inactivar la DNAsa |, y se incub6 a 65°C por 10 minutos

en un incubador para microtubos de 2 ml (Eppendorf Thermomixer).
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6.15. Electroforesis en gel de agarosa.

La camara, el molde para gel y el peine fueron lavados con la solucién
degradadora de ribonucleasas RNase Zap (Ambion), posteriormente se lavaron
con agua destilada estéril. El gel se prepard al 2%, utilizando agarosa grado
molecular (BIORAD), buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA (1 mM) y 3 ul de
bromuro de etidio. Se emple6 el marcador de peso molecular de 1 kb DNA Ladder
(Invitrogen). Las muestras se corrieron en una camara de electroforesis (BIORAD)
con una fuente de poder (Power Pac Basic, BIORAD 300 V) a 90 V por 30
minutos. Finalmente la imagen del gel de agarosa con las muestras de RNA
separado en el gel fue capturada con el foto documentador (Gel Doc XR + Imager,
BIORAD).

6.16. Ensayos de PCR en tiempo real cuantitativa (RT-gPCR).

Para el andlisis de expresion de genes en diferentes tejidos (ojo y musculo) de
tortuga negra se recurri6 al método de hidrdlisis de la sonda, que utiliza la
actividad 5~ de la DNA polimerasa. Para asegurar la especificidad de todas las
detecciones, los oligonuclettidos y sondas fueron disefiados a través de la
herramienta  bioinformatica disponible en la péagina de Biosearch
(https://www.biosearchtech.com), se accedio al microsito de RealTimeDesign™
Software Access (DUAL-LABELED PROBES), en donde automaticamente el
programa arrojo las secuencias de las sondas y oligonucleétidos a utilizar para
cada uno de los genes en estudio. Las sondas y oligonucleétidos fueron

analizados in silico para confirmar la formacion de hibridaciones inespecificas.

La RT-gPCR se realizé en el sistema LightCycler480Il (Roche Molecular
Diagnostics), usando el kit SuperScriptlll Platinum One-step RT-gqPCR
(Invitrogen). Cada 25 pl de volumen de reaccion contenia 5 ul de RNA templado
(100 ng), 0.5 ul de mezcla de enzimas, 12.5 pl de mezcla de reaccion 2X, 0.5 pl
de oligonucledtido sentido 10 uM, 0.5 pl de oligonucleétido antisentido 10 pM, 0.5
pl de sonda de hidrolisis 5 M, y 5.5 ul de agua libre de nucleasas, la mezcla fue
preparada en el gabinete para PCR (UVP). Los oligonuclet6tidos y sondas

utilizados se muestran en la tabla 3.
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La reaccion de RT-gPCR, se inici6 por la adicion de la transcriptasa reversa

(50°C, 30 min), el inicio de la desnaturalizaciéon (95°C 5 min) seguido por 45 ciclos

de amplificacion a 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30

segundos. Las sefales de fluorescencia fueron capturadas en cada ciclo de

amplificacién a 60°C. Las curvas de amplificacién fueron analizadas a longitudes

de onda de absorcién de 530 nm. En cada experimento se incluyd el gen de

expresioén constitutiva como controles positivos y agua como control negativo.

Tabla 3. Oligonucleétidos y sondas disefiados para los ensayos de RT-qPCR en

tiempo real.
Gen Oligo Secuencia 5 a 3’ Tamarfio % Tm Amplicon
GC

B1 Forward Primer TGGAGGCTGTCACTCACAT 19 53 65.4 67
Reverse Primer GGCCATGACTGTGTCCATGT 20 50 66.2
Probe TCACAGCCATTCACACCATGGTCA 24 50 69.4

B2 Forward Primer AACAGGCAACCCTTACTATGACA 23 43 66.9 96
Reverse Primer GCTTCCGTGTTGGTGTAGATG 21 52 65.5
Probe CCTGGGATCTCTAGGTGTGGGAACTC 26 58 70.4

B3 Forward Primer GGCTTCGACATCTCAGGACACT 22 55 67.6 71
Reverse Primer ACAGCCATCTCCTCCACAATCATC 24 50 66
Probe CCTTCCTCCTAACATACTGTGCCC 24 54 68.3

o1 Forward Primer GGTTGCCATTGGAAGTCCATT 21 48 65.9 92
Reverse Primer TCGAAGCCCTAATTCCTTTCCTC 23 48 66.7
Probe CACTCCAAAACACAGTGACTACAGGGA | 27 48 69.5

02 Forward Primer GTGCGCCAAGGTGAGTTTG 19 58 66.4 88
Reverse Primer GCTGGGCAGAGCTGAAGAAG 20 60 66.5
Probe TTGTGGCTATGGGCAGCCCTTT 22 55 70.1

03 Forward Primer CCTGCATTACATCTGCACCAACTAC 25 48 67 94
Reverse Primer CTCGAAGTGCGCCTTGTTCT 20 55 66.2
Probe AACAGTGTCTGCCGCCGCTTCC 22 64 70.1

N1 Forward Primer AACCTGCCTGTGAAACCACTA 21 48 67 85
Reverse Primer TTGCAGATGCTCCGATCAATG 21 48 66.2
Probe TTTCATTGGCCATGGGTGCTTGTC 24 50 70.7

N2 Forward Primer GGCTTCCAATGGCAGTAATTCAG 23 48 66.5 90
Reverse Primer TGCTCCAAGGCTTTGTTTAGTTC 23 43 65.9
Probe TGAACCCTGTGCTCAGAATAAGTCAGA 27 44 69.1

N3 Forward Primer GCTCCCAGGACAACAGATATTGAG 24 50 67.5 88
Reverse Primer AGAGCAGCGGGTTACAGA 18 50 65.5
Probe CCTCTTGCTGGCTGTGATGGCGT 23 61 70.2
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10 | A1 Forward Primer TGCTGGAGCAGTCAGAGACT 20 55 66.6 116
Reverse Primer CGACAGCTTCTGCGTGTTTG 20 55 66.7
Probe AGGAATTGATCCGAACTACAGCAAAGC 27 44 69.3

11 | A2 Forward Primer CGAGCTGTGGTCTGTCTTCAG 21 57 66.6 99
Reverse Primer GCAGCTGAGCATTGGTAGTGAG 22 55 66.7
Probe TGGGTGATACTTTTGCTGCATTTCAAGA | 28 39 68.4

12 | M1 Forward Primer GGATGGCACAGAGCAGAA 18 44 65.4 73
Reverse Primer ACGCCAGTCACCACCCAAA 19 58 66.7
Probe TCTGGGTGCTTTGATGTCGATGC 23 52 69.9

13 | ACTI | Forward Primer GCGTGGCTACTCCTTCGT 18 61 66 68
: Reverse Primer AGCACAGCTTCTCCTTGATGTC 22 50 66.9
Probe ACCACAGCTGAGCGCGAGATCG 22 64 70.8

14 | LUMI | Forward Primer GCGTTTGGATGGAAATAATCTCAC 24 42 66 74
— Reverse Primer CAGCAGCTACACGAAGACAGT 21 52 66.5
Probe CGAGCTGACCTGCCACAGGAAA 22 59 70.2

15 | K1 Forward Primer GCGCCTCAGTCAGTAACAC 19 58 66 94
Reverse Primer TCATGGGAGGACATGGAGAAGA 22 50 66.9
Probe TGGCCTTTCGCTGGGCTTCAT 21 57 69.3

16 | K2B Forward Primer ATTGCGGGACGGGACATCA 19 58 66.2 75
Reverse Primer CGCAGAGTGGTTAAAGGCGTAA 22 50 67.5
Probe CCCGCTACCTCATCAAGCTCCTG 23 61 69.4

17 | K3 Forward Primer TCAACGCCTTCCAGAATGTC 20 50 66.5 76
Reverse Primer CAGTGCCGGTGGACTACAAAG 21 57 66.6
Probe ATCAGCCGCCTGGCCTACAATGAG 24 58 70.2

18 | H1 Forward Primer CATCCAGAGCACAACCAGAATC 22 50 66.5 71
Reverse Primer TTGCGCCTCTAGCAGAACT 19 53 66.2
Probe TAGACGCTCTCCCGTCGACTCTG 23 61 70.1

19 | H2 Forward Primer TGGGACACCAGCCCTATG 18 61 66.2 60
Reverse Primer GGAAGGCCAGGGACATGAAG 20 60 67.2
Probe TCCAGCTGCTCTGTGGCTTCCT 22 59 70.2

20 | H3 Forward Primer ACCGTGCTTCCTCCTCTTG 19 58 66.3 84
Reverse Primer GCCTTGTCATTCTGCTTCTGA 21 48 65.5
Probe TCTGTTACTGGTGTCTGCCTGAGTC 25 52 70.1
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Amplificacidon de secuencias parciales en C. agassizii.

En la tortuga negra C. agassizzii, se lograron amplificar 4 secuencias parciales de
genes homologos a los de la bacteria M. magneticum AMB-1, las cuales
presentan diferente nUmero de aminodacidos, descripcion y % de identidad, para la
identificacion de dichas secuencias se realizaron los siguientes andlisis: 1.
Comparacién de la secuencia obtenida para C. agassizii con el genoma de la
bacteria M. magneticum AMB-1 (taxid: 342108). 2. Comparacion de la secuencia
obtenida para C. agassizii con el genoma de la tortuga C. mydas (taxid: 8469). 3.
Comparacion de la secuencia obtenida para C. agassizii con el gen mam de la

bacteria M. magneticum AMB-1.

A. Gen mamB

El gen mamB, en la bacteria M. magneticum AMB-1 codifica para una proteina
conformada por 333 aa, se describe como un transportador de cationes de
Co/zZn/Cd, que participa en la formacion de la membrana del magnetosoma,
actuando como un punto de referencia para que se construyan los magnetosomas
alrededor de un transportador crucial (Quinlan et al., 2011; Murat et al., 2010;
Komeili., 2012). En la tortuga negra C. agassizii se amplificé una secuencia
parcial homologa para mamB de 38 aa, la cual se obtuvo con los oligonucleétidos
degenerados: mamB-Fwl 5" CYTAYGGCTAYGBCARRGYW 3" y mamB-RV2 5
CAGRMRTGYGGHTCYTSCMG 3’, disefiados en base al alineamiento de la
bacteria M. magneticum AMB-1 (No. acceso en el NCBI, NC_007626.1) con las
especies magnetoceptivas Danaus plexippus (AGBW01008935.1) y Apis mellifera
(XM_003250636.1), el alineamiento realizado para el disefio de oligonucle6tidos
degenerados, mostrd una matriz de identidad con porcentajes muy bajos entre la
secuencia proteinica de bacteria con respecto a la secuencia de Mariposa (16.35
%) y abeja (15.90 %); (tabla 4).
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Tabla 4. Matriz de identidad (%) para el gen mamB de bacteria con diferentes
especies magnetoceptivas.

1 2 3
1 B.AGBWO01008935.1. Mariposa 100.00 | 67.06 16.35
2 B.XM_003250636.1. Abeja 67.06 100.00 |15.90
3 B.NC_007626.1. Bacteria 16.35 15.90 100.00

El ensayo de PCR, revel6 la presencia de productos de amplificacion de
diferentes tamafios como se observa en la figura 7.

A. B. C.

PCR Aislamiento de plasmido Restriccidn con Bgl Il
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Figura. 6. Amplificacién de las construcciones obtenidas por PCR para el gen
mamB de C. agassizii. A. Producto de amplificacion de PCR de aproximadamente
400 pb. B. Muestras que contienen el plasmido (pJetl.2/Blunt) en el cual se cloné
el producto de PCR. C. Muestras que contienen el inserto clonado en difentes
clonas en las cuales se observan insertos de 100, 200 y 400 pb,
aproximadamente.
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Secuencia de nucleétidos que conforman el fragmento de ADN obtenido por PCR
conformado por 114 pb, el cual es correspondiente al gen homologo a mamB en

la tortuga negra C. agassizii.
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Figura 7. Representacion grafica de la secuencia nucleotidica para el homélogo a

mamB en C. agassizii.

Arreglo en aminoacidos (aa) que conforman la secuencia parcial obtenida para el
gen homélogo a mamB en la tortuga negra C. agassizii, conformada por 38 aa.
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Figura 8. Representacion gréfica de la secuencia de aminoacidos codificados en
el fragmento de ADN obtenido por PCR que corresponde al gen mamB en C.

agassizii.

La secuencia proteica obtenida para el gen homélogo a mamB en C. agassizii fue
sometida a un andlisis tipo blastp con el genoma de la bacteria M. magneticum
AMB-1 (taxid: 342108), obteniendo mudltiples descripciones (ver. Anexo 1), asi
como con el genoma de la tortuga C. mydas (taxid: 8469), en donde fue
identificada una proteina homologa a transportadores (tipo 5), presentando un
porcentaje de identidad del 100% (ver. Anexo 2). Una vez identificada la
secuencia para C. agassizii, se realiz6 un alineamiento y un agrupamiento por
similitud respectivamente, de la secuencia parcial obtenida de C. agassizii con las

especies magnetoceptivas en base a las cuales fue amplificada. En la tabla de
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similitud podemos observar que los porcentajes de identitad de tortuga con
respecto a las diferentes especies magnetoceptivas son menores al 50% donde:
la secuencia de tortuga con la secuencia de mariposa, abeja y bacteria presentan
porcentajes de identidad del 46.82%, 42.78% y 15.34% respectivamente (tabla4),
esto puede ser atribuido a la forma en que cada especie regula la funcion de sus

genes, por lo tanto unos seran mas similares entre si que otros.

Tabla 5. Matriz de identidad (%) para el gen mamB de C. agassizii.

1 2 3 4
1 B.EHJ67100.1. Mariposa 100.00 | 67.06 46.82 16.77
2 B.XP_003250684.1.Abeja 67.06 100.00 |42.78 15.53
3 B.EMP36535.1.Tortuga 46.82 42.78 100.00 |15.34
4 B.YP_420341.1.Bacteria 16.77 15.53 15.34 100.00

Para el analisis de similitud, se construyo un arbol filogenético elaborado con el
algoritmo de Neighbor Joining, el cual esta soportado con un bootstrap de 1000
repeticiones. La robustez del arbol indicada en la base de la ramificacion es de
100% lo que sugiere que de 1000 reareglos generados por la matriz de datos, el
100% de las veces la especie A fue similar a la especie B, las cuales fueron
agrupadas en el mismo clado, asi mismo el 0.1 es una representacion de la
escala que indica las diferencias entre una secuencia y otra, a mayor largo de la

rama mayor sera la diferencia.

En el &rbol de similitud podemos observar que en el clado mas externo se
encuentra la bacteria M. magneticum. En el segundo clado principal tenemos por
un lado a la tortuga C. agassizii, una rama y un clado que incluye a las especies
magnetoceptivas de referencia, mariposa y abeja, por lo tanto la menor diferencia
ocurre entre la mariposa y la abeja y la mayor diferencia con respecto al resto de
las especies sera en la bacteria. En base a los resultados obtenidos se concluye
gue la secuencia identificada para tortuga negra es mas similar a la secuencia de
Mariposa soportado por un 46.82 % de identidad, asi mismo se puede observar
gue la rama de la Mariposa presenta menor longitud con respecto a la tortuga que
el resto de las especies.
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100 B.EHJ67100.1.Mariposa
B.XP 003250684.1.Abeja
B.EMP36535.1.Tortuga
B.YP 420341.1.Bacteria

P
0.1
Figura 9. Arbol de Neighbor-Joining para el gen mamB con diferentes especies de

referencia

B. Gen mamK

El gen mamK en la bacteria M. magneticum AMB-1 codifica para una proteina
conformada por 347 aa, se describe como un dominio ATPasa similar a actina,
gue proporciona el andamiaje estructural para la organizacion de la cadena del
magnetosoma (Quinlan et al., 2011; Murat et al., 2010; Komeili., 2012). En la
tortuga negra C. agassizii se amplifico una secuencia parcial homologa para
mamK de 53 aa, la cual se obtuvo con los oligonucle6tidos degenerados: mamK-
Fwl 5" TSMRSTAYCCSMTSSAGVACGGC 3 y mamK-Rv1 5
GTMTSAAMCAYMWYCTSRRYSATCTT 3’, disefiados en base al alineamiento
de la bacteria M. magneticum AMB-1 (No. acceso en el NCBI, YP_420328.1) con
las especies magnetoceptivas Salmo salar (ACN10558.1) y Oncorhynchus mykiss
(NP_001117707.1), el alineamiento realizado para el disefio de oligonuclettidos
degenerados, mostré una matriz de identidad con porcentajes menores al 20%,
entre la secuencia proteinica de bacteria con respecto a diferentes especies

magnetoceptivas usadas (tabla 6).

Tabla 6. Matriz de identidad (%) para el gen mamK de bacteria con diferentes

especies magnetoceptivas.

1 2 3
1 | K.ACN10558.1. Salmon 100.00 47.20 16.76
2 | K.NP_001117707.1. Trucha 47.20 100.00 17.56
3 | K.YP_420328.1. Bacteria 16.76 17.56 100.00
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El ensayo de PCR, revelé la presencia del producto de amplificacion de

aproximadamente 200 pb, como se observa en la figura 11.
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Figura 10. Amplificacién de las construcciones obtenidas por PCR para el gen
mamK. A. Producto de amplificacion de PCR de aproximadamente 200 pb. B.
Muestras que contienen el plasmido (pJetl.2/Blunt) en el cual se cloné el producto
de PCR. C. Muestras que contienen el inserto clonado en diferentes clonas en las

cuales se observan insertos de aproximadamente 200 pb.

Secuencia de nucledtidos que conforman el fragmento de ADN obtenido por PCR
conformado por 160 pb, el cual es correspondiente al gen homologo a mamK en

la tortuga negra C. agassizii.

2
CTCCTTCGGA TGGECTCGRGT TTTTCAGCAR GATGTICTCAR ACATCTICTG GGLUGATCTIG

T0 g0 a0 100 110 120
TACCRRAGCC RAGTGCCGGGC GGIGTITGCGGE TGATGTAGAC CTRGRACAGT GCAGTGAGCG
130 140 130 160
GIGCCGITICT GGATGGGGTA GRATGGCCGRG SESSTSGTT:I

Figura 11. Representacion gréafica de la secuencia nucleotidica para el homdélogo

a mamK en C. agassizii.
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Arreglo en aminoacidos (aa) que conforman la secuencia parcial obtenida para el
gen homélogo a mamK en la tortuga negra C. agassizii, conformada por 53 aa.

41U L =10 U

LLEMARVEFQOQ DVSUIFWAIL YQSQURALVLE CRPRIVQAVE FWMGHMAEEVWV

Figura 12. Representacion grafica de la secuencia de aminoacidos codificados en
el fragmento de ADN obtenido por PCR que corresponde al gen mamK en C.

agassizii.

La secuencia proteica obtenida para el gen homélogo a mamK en C. agassizii fue
sometida a un analisis tipo blastp con el genoma de la bacteria M. magneticum
AMB-1 (taxid: 342108), obteniendo multiples descripciones (ver. Anexo 3), asi
como con el genoma de la tortuga C. mydas (taxid: 8469), en donde fue
identificada una proteina homéloga a Beta-actina, presentando un porcentaje de
identidad del 88% (ver. Anexo 4). Una vez identificada la secuencia para C.
agassizii, se realizd6 un alineamiento y un agrupamiento por similitud
respectivamente, de la secuencia parcial obtenida de C. agassizii con las
especies magnetoceptivas en base a las cuales fue obtenida. En la tabla de
similitud podemos observar que los porcentajes de identidad de tortuga con
respecto a las diferentes especies magnetoceptivas son los siguientes: la
secuencia de tortuga con la secuencia de trucha, salmoén y bacteria presentan
porcentajes de identidad del 100%, 53.70% y 18.87% respectivamente (tabla 7).

Tabla 7. Matriz de identidad (%) para el gen mamK de C. agassizii.

1 2 3 4
1 K.NP_001117707.1.Trucha 100.00 |100.00 |46.93 16.37
2 K.AAR84184.1.Tortuga 100.00 |100.00 |53.70 18.87
3 K.ACN10558.1.Salmon 46.93 53.70 100.00 |16.18
4 K.YP_420328.1.Bacteria 16.37 18.87 16.18 100.00

En el analisis de similitud, podemos observar la division del arbol en 2 grandes
clados, en el clado més externo a la bacteria M. magneticum. En el segundo clado
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principal tenemos por un lado al salmén en una rama Yy un clado interno que
incluye a la trucha y a la secuencia de tortuga identificada, por lo tanto la menor
diferencia ocurre entre la trucha y la tortuga, mientras que la mayor diferencia con
respecto al resto de las especies serd en la bacteria. En base a los resultados
obtenidos se concluye que la secuencia identificada para tortuga negra es idéntica
a la secuencia de trucha soportado por un 100 % de identidad, lo que sugiere que
ambas proteinas desempefian la misma funcién en ambas especies, esta alta
identidad es de esperarse ya que se trata de la proteina Beta actina, la cual tiene

funciones estructurales en diferentes organismos.

100 | k.NP 001117707.1.Trucha

| k.AAR84184.1.beta-actina Tortuga.
k.ACN10558.1.Salmon
K.YP 420328.1.Bacteria

—
0.1

Figura. 13. Arbol de Neighbor-Joining para el gen mamK con diferentes especies

de referencia.

C. Gen mamN

El gen mamN, en la bacteria M. magneticum AMB-1 codifica para una proteina
conformada por 437 aa, se describe como un anti portador NhaD Na+/H+,
relacionado con arsenite permeasa, participa en la biomineralizacién, transporte
de hierro, nucleacion de la magnetita, y/o establecimiento del entorno quimico
adecuado para la sintesis de magnetita en el magnetosoma (Quinlan et al., 2011;
Murat et al., 2010; Komeili., 2012). En la tortuga negra C. agassizii se amplifico
una secuencia parcial homdloga para mamN de 70 aa, la cual se obtuvo con los
oligonucledtidos degenerados mamN-Fwl 5° THGGWGRTGAYCRRAWCYAYMA
3" y mamN-Rvl 5° RGAHGSVGGDRSSRGYCAGRAG 3’, disefiados en base al
alineamiento de la bacteria M. magneticum AMB-1 (No. acceso en el NCBI,
NC_007626.1) con las especies magnetoceptivas ballena, Eschrichtius robustus
(NC_005270.1) y paloma, Columba livia (NC_013978.1), el alineamiento realizado

para el disefio de oligonucleotidos degenerados, mostré una matriz de identidad
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con diferentes porcentajes entre la secuencia proteinica de bacteria con respecto
a diferentes especies magnetoceptivas usadas, donde la secuencia de bacteria
con la secuencia de ballena y paloma tienen un porcentaje de identidad del 13.95
y 14.42 respectivamente (tabla 8).

Tabla 8. Matriz de identidad (%) para el gen mamN de bacteria con diferentes

especies magnetoceptivas.

1 2 3
1 N.NP_944635.1. Ballena 100.00 88.16 13.95
2 N.YP_003540710.1. Paloma 88.16 100.00 14.42
3 N.YP_420331.1. Bacteria 13.95 14.42 100.00

El ensayo de PCR, revel6 la presencia de productos de amplificacion de
diferentes tamafios como se observa en la figura 15.

A. B. C.

Aislamiento de plasmido Restriccidn con Bgl Il

Figura 14. Amplificacion de las construcciones obtenidas por PCR para el gen
mamN. A. Producto de amplificacién de PCR de aproximadamente 150 pb. B.
Muestras que contienen el plasmido (pJetl.2/Blunt) en el cual se cloné el producto
de PCR. C. Muestras que contienen el inserto clonado en diferentes clonas en las

cuales se observan insertos desde 150 a 300 pb aproximadamente.
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Secuencia de nucledtidos que conforman el fragmento de ADN obtenido por PCR
conformado por 210 pb, el cual es correspondiente al gen homologo a mamN en

la tortuga negra C. agassizii.

0 20 30 40 30 &l

TCCTTCCGE GETGGCTCGA GITTITICAGC AAGATTCAL ATATTCTGSE GCGATCTIGA

T0 80 g0 100 110 120

GIG GT GEATGGGGAG TGGIGCCGAC TGGEICAATGG CACCGGAGGG TCGCOGIGIA

130 140 150 160 170 180

GATGECCGE AGTGCTGGGET ACCGGTITCAA AGUCTGCGTGC TGEGAGTCAGHE GICAGTGICG
130 200 210
LCTCCATCAR GATCGICCAG SESETSSTﬂ

Figura 15. Representacion grafica de la secuencia nucleotidica para el homologo

a mamN en C. agassizii.

Arreglo en aminoacidos (aa) que conforman la secuencia parcial obtenida para el

gen homélogo a mamN en la tortuga negra C. agassizii, conformada por 70 aa.

10 20 30 40 a0 60
SFRGGSSFSA REUVHILGDLD VPRGWGVVET GQWHRRVAVY RCRSAGYRFE AACWSQGOERR

LHQDRPGDG

Figura 16. Representacion gréfica de la secuencia de aminoacidos codificados en
el fragmento de ADN obtenido por PCR que corresponde al gen mamN en C.

agassizii.

La secuencia proteica obtenida para el gen homélogo a mamN en C. agassizii, fue
sometida a un blastp con el genoma de la bacteria M. magneticum AMB-1 (taxid:
342108), obteniendo multiples descripciones (ver. Anexo 5), asi como con el
genoma de la tortuga C. mydas (taxid: 8469) en donde fue identificada una

proteina homologa a intercambiadores de Sodio/Hidrégeno (tipo 8), presentando
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un porcentaje de identidad del 75% (ver. Anexo 6). Una vez identificada la
secuencia para C. agassizii, se realiz6 un alineamiento y un agrupamiento por
similitud respectivamente, de la secuencia parcial obtenida de C. agassizii con las
especies magnetoceptivas en base a las cuales fue obtenida. En la tabla de
similitud podemos observar que los porcentajes de identidad de tortuga con
respecto a las diferentes especies magnetoceptivas son menores del 15% donde:
la secuencia de tortuga con la secuencia de ballena, paloma y tortuga presentan
porcentajes de identidad del 12.20%, 11.58% y 9.01% respectivamente (tabla9),
este valor tan bajo de identidad entre tortuga y diferentes especies
magnetoceptivas nos indica que posiblemente en este gen los dominios
requeridos para su funcién son poco conservados entre las diferentes especies

analizadas.

Tabla 9. Matriz de identidad (%) para el gen mamN de C. agassizii.

1 2 3 4
1 N.NP_944635.1.Ballena 100.00 | 88.16 13.95 12.20
2 N.YP_003540710.1.Paloma 88.16 100.00 | 14.42 11.58
3 N.YP_420331.1.Bacteria 13.95 14.42 100.00 |9.01
4 N.EMP35755.1.Tortuga 12.20 11.58 9.01 100.00

En el andlisis de similitud, podemos observar en el clado mas externo a la
secuencia de tortuga. En el segundo clado principal tenemos por un lado a la
bacteria en una rama y un clado que incluye a las especies magnetoceptivas de
referencia, ballena gris y paloma, por lo tanto la menor diferencia ocurre entre
ballena gris y la paloma y la mayor diferencia con respecto al resto de las
especies sera en la tortuga. En base a los resultados obtenidos se observa que la
secuencia identificada para tortuga negra es muy diferente al resto de las
especies magnetoceptivas, por lo que la funcion de la proteina mamN, pudiese no

estar relacionada entre estas especies.
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00— N.NP 944635.1.Ballena gris
L N.YP 003540710.1.Paloma
’7 N.YP 420331.1.Bacteria
N.EMP35755.1.Tortuga

E——
0.1
Figura 17. Arbol de Neighbor-Joining para el gen mamN con diferentes especies

de referencia.

D. Gen mamO

El gen mamO, en la bacteria M. magneticum AMB-1 codifica para una proteina
conformada por 637 aa, se describe como un dominio serina proteasa similar a la
tripsina, que participa en la en la biomineralizacion, transporte de hierro,
nucleacion de la magnetita, y/o establecimiento del entorno quimico adecuado
para la sintesis de magnetita en la magnetosoma (Quinlan et al., 2011; Murat et
al., 2010; Komeili., 2012). En la tortuga negra C. agassizii se amplific6 una
secuencia parcial homologa para mamO de 160 aa, la cual se obtuvo con los
oligonucleodtidos degenerados: mamO-Fw1l 5
CCYVCKADAATRGYGAMGRCDGCT 3 y mamO-Rv1 5
GGHCCRSYWGARTWYCCA 3, disefiados en base al alineamiento nucleétidico
de la bacteria M. magneticum AMB-1 (No. acceso en el NCBI, NC_007626.1) con
las especies magnetoceptivas Salmo salar (NM_001141717.1) y Apis mellifera
(XM_624351.3), el alineamiento realizado para el disefio de oligonucledtidos
degenerados, mostré una matriz de identidad con porcentajes similares, entre la
secuencia proteinica de bacteria con respecto a diferentes especies
magnetoceptivas usadas, 13.62% para salmon y 13.88% para abeja (tabla 10).

Tabla 10. Matriz de identidad (%) para el gen mamO de bacteria con diferentes

especies magnetoceptivas.

1 2 3
1 mamO.NP_001135189.1.Salmo 100.00 42.27 13.62
2 mamO.XP_624354.1.Apis 42.27 100.00 13.88
3 mamO.YP_420332.1.M.magneticum | 13.62 13.88 100.00
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El ensayo de PCR, revel6 la presencia de productos de amplificacion de
diferentes tamafios como se observa en la figura 19.

A. B. C.

600 pb
100 pb

Figura 18. Amplificacion de las construcciones obtenidas por PCR para el gen
mamO. A. Producto de amplificacién de PCR de aproximadamente 300 pb. B.
Muestras que contienen el plasmido (pJetl.2/Blunt) en el cual se clono el producto
de PCR. C. Muestras que contienen el inserto clonado en diferentes clonas en las
cuales se observan insertos de 100, 300 y 500 pb aproximadamente.

Aislamiento de plasmido Restriccion con Bgl Il

e
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Secuencia de nucleétidos que conforman el fragmento de ADN obtenido por PCR
conformado por 480 pb, el cual es correspondiente al gen homologo a mamO en

la tortuga negra C. agassizii.

14 24

il

40 20 60

GRCTTCRAGAG GCTCGAGTITT TICAGCRAGR TGCCCAGCAG AGTTCCCACC CAGTRATCIS

1oL

70 80 a0 100 110 120
RAOARAGTTL CACCCCCCAC TTGGTACCIC TALAGAGCCAG TACTICTCCT CTCRCALGCR
130 140 150 160 170 180
CTRAGTACAT GTATAGRAGR GRRAACTIIG AATRALAGEE GRRAGGRACC TGGCATTIACT
130 200 210 220 230 240

0 300

) 29
BAGTACATTG GCAGCATCCG TTTCCICAGT CTCTCRACCTT GCAGTGTIGAC AGTCCGACRAR

310 320 330 340 350 380
ARCRARTGETCC CTTTAACACR CCAGTCCTICT CTCCCTCCRC CGECRCCCCAC TCACAGITGT

B0 0 400 10 420

0 380
CCTTGGTAAG TGAARACCCA GIGTTIGGAG GIGIGITIGC GIGAGITAAC FTIZ:EZ:IZ

30 440 450 460 470

0 0 0 480
CG GIGGGGECAG BACTGAGCAG TGATTCAGCC GCCGICGCICL TTTTAGTAGSE

Figura 19. Representacion gréfica de la secuencia nucleotidica para para el
homélogo a mamO en C. agassizii.

Arreglo en aminoécidos (aa) que conforman la secuencia parcial obtenida para el

gen homadlogo a mamO en la tortuga negra C. agassizii, conformada por 160 aa.

il

10 20 30 40 50 60
DFRGS5FSLR CPRAEFPPSIL EEVIPPTWYL SEPVLLLSQAE LSTCIEEETL NERGEEPGIT

70 o0 an 100 110

0 80 a0 100 110 120

WENTISMISK HQIMEIFTF EYIGSIRFLS LSPCSVIVREQ TIVPLTHQSS5 LPPFHFTHSC

130 140 150 160

PFWSVETQCLE VCLEELTSHP GGS5GGGRETEQ SFSRRRHFSRl

Figura 20. Representacion grafica de la secuencia de aminoéacidos codificados en
el fragmento de ADN obtenido por PCR que corresponde al gen mamO en C.

agassizii.
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La secuencia proteica obtenida para el gen homdélogo a mamO en C. agassizii fue
sometida a un analisis tipo blastp con el genoma de la bacteria M. magneticum
AMB-1 (taxid: 342108), obteniendo mudltiples descripciones (ver. Anexo 7), asi
como con el genoma de la tortuga C. mydas (taxid: 8469), en donde fue
identificada una proteina homéloga a Serina proteasa HTRAL, con un 100% de
identidad (ver. Anexo 8). Una vez identificada la secuencia para C. agassizii, se
realiz6 un alineamiento y un agrupamiento por similitud respectivamente, de la
secuencia parcial obtenida de C. agassizii con las especies magnetoceptivas en
base a las cuales fue obtenida. En la tabla de similitud podemos observar que los
porcentajes de identidad de tortuga con respecto a las diferentes especies
magnetoceptivas son los siguientes: la secuencia de tortuga con la secuencia de
salmon, abeja y bacteria presentan porcentajes de identidad del 71.70%, 43.21%
y 11.86% respectivamente (tablall), estos porcentajes de identidad nos hacen
suponer que la proteina mamO, pudiese presentar funciones similares entre

diferentes especies.

Tabla 11. Matriz de identidad (%) para el gen mamO de C. agassizii.

1 2 3 4
1 0.EMP31670.1.Tortuga 100.00 | 71.70 43.21 11.86
2 O.NP_001135189.1.Salmon 71.70 100.00 |40.10 13.41
3 0.XP_624354.1.Abeja 43.21 40.10 100.00 [12.94
4 0.YP_420332.1.Bacteria 11.86 13.41 12.94 100.00

En el andlisis de similitud podemos observar en el clado mas externo a la bacteria
M. magneticum. En el segundo clado principal tenemos por un lado a la abeja en
una rama y un clado interno que incluye al salmon y a la tortuga, por lo tanto la
menor diferencia ocurre entre el salmén y la tortuga, mientras que la mayor
diferencia con respecto al resto de las especies sera en la bacteria. En base a los
resultados obtenidos se concluye que la secuencia identificada para tortuga negra
es mas similar a la secuencia de salmoén soportado por un porcentaje de identidad
de 71.70.
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100 | 0.EMP31670.1.Tortuga

' 0.NP 001135189.1.Salmon
O.XP 624354.1.Abeja
O.YP 420332.1.Bacteria

—
0.1

Figura 21. Arbol de Neighbor-Joining para el gen mamO con diferentes especies

de referencia.

E. Gen mamA

El gen mamA en la bacteria M. magneticum AMB-1 codifica para una proteina
conformada por 221 aa, se describe como una proteina que contiene repeticiones
TRP (Tetratricopeptido), dicha proteina esta participa en el espaciado y la
organizacién de los magnetosomas, interaccién de algunas proteinas con la
membrana magnetosoma-magnetosoma, participan en el nimero de cristales
producidos por célula (Quinlan et al., 2011; Murat et al., 2010; Komeili., 2012). En
la tortuga negra C. agassizii se amplifico una secuencia parcial homologa para
mamA de 17 aa, la cual se obtuvo con los oligonucleotidos especificos para C.
agassizi: A2-Fwl 5 CGAGCTGTGGTCTGTCTTCAG 3 y A2-Rvl 5
GCAGCTGAGCATTGGTAGTGAG 3'. El ensayo de PCR, revel6 la presencia del
producto de amplificacion de aproximadamente 100 pb, como se observa en la

figura 23.

A. Producto de PCR

|
600 pb —>’
R
-
100pb — | "l

Figra 22. Amplificacion de las construcciones obtenidas por PCR para el gen
mamA. A. Producto de amplificacion de PCR de aproximadamente 100 pb.
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Secuencia de nucledtidos que conforman el fragmento de ADN obtenido por PCR
conformado por 54 pb, el cual es correspondiente al gen homologo a mamA en la

tortuga negra C. agassizii.

i A P ]
T e e e T TR T T T

iy lionalll _AE BT N AL £

Figura 23. Representacion grafica de la secuencia nucleotidica para el homoélogo

a mamA en C. agassizii.

Arreglo en aminoacidos (aa) que conforman la secuencia parcial obtenida para el

gen homdlogo a mamA en la tortuga negra C. agassizii, conformada por 17 aa.

20

FQIQCSTKA HYQCSAS|

Figura 24. Representacion grafica de la secuencia de aminoacidos codificados
en el fragmento de ADN obtenido por PCR que corresponde al gen mamA en C.

agassizii.

La secuencia proteica obtenida para el gen homélogo a mamA en C. agassizii fue
amplificada en con oligonucleétidos especificos, disefiados en base al genoma de
la tortuga negra C. mydas (taxid: 8469), en donde corresponde a mdltiples
descripciones (ver. Anexo 9). Para esta secuencia parcial obtenida no se
realizaron analisis de similitud con respecto a otras especies ya que no existen,

fue amplificada directamente del genoma de tortuga negra.

Finalmente las 5 secuencias parciales obtenidas en C. agassizii fueron

concentradas para mejor visibilidad de los datos. Ver tabla 11. Donde:
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S-GB: Comparacion de la secuencia obtenida para C. agassizii con el genoma de
la bacteria M. magneticum AMB-1 (taxid: 342108).

S-GT: Comparacion de la secuencia obtenida para C. agassizii con el genoma de
la tortuga Ch. mydas (taxid: 8469).

S-G: Comparacién de la secuencia obtenida para C. agassizii con el gen mam de
la bacteria M. magneticum AMB-1.

Tabla 12. Secuencias parciales amplificadas en C. agassizzii.

C. agassizii M. magneticum % de identidad
AMB-1
Nombre | No. de | Descripcio | Descripcion Descripcion S-GB | S-GT | ST-G
aminoacido | n S-GT ST-G
s S-GB
MamB 38 Transportado | Transportador  de 42.11
r de Zinc cationes Co/Zn/Cd | 29-66 100
MamK 53 ATPase similar a 20
Multiples Beta-actina Actina 26-75 |88
MamN 70 descripcio- | Intercambiad | Anti portador 24.64
nes or de | Na+/H+ y NhaD
sodio/hidroge | relacionado con
no arsenita permeasa | 34-66 |75
MamO 160 Serina Serina proteasa 20.62
proteasa
HTRA1
30-35 | 100
MamA 17 Multiples
descripcio-
nes

La amplificacion de las secuencias parciales de genes homologos de la bacteria
M. magneticum AMB-1 (AMB-1) en tortuga C. agassizii, por un lado nos confirma
la existencia de genes homoélogos que pudiesen poseer dominios conservados a
lo largo de la escala filogenética, esto permitiria llevar a cabo el proceso de
biomineralizacion de la magnetita en organismos capaces de sensar el campo
magnético terrestre, por otro lado la sola presencia no garantiza su participacion
en la sintesis de magnetita, debido a que fueron amplificados con oligonucleotidos

degenerados que pudieron haber reconocido una regién inespecifica, que no
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necesariamente es la del gen en cuestion, para comprobar su participacién se
requiere de ensayos adicionales como perdida de funcién in vitro del gen de
interes. En M. magneticum AMB-1, mamK, es un gen homélogo a beta-actina, el
cual proporciona el andamiaje estructural para la organizacién de la cadena del
magnetosoma (Quinlan et al.,, 2011; Murat et al., 2010; Komeili.,, 2012), en la
tortuga negra no se ha reportado la existencia de magnetosomas como tal, el
cristal magnético se encuentra rodeado Unicamente por una matriz organica
(Meléndez-Herrera et al., 2014 en preparacion), sin embargo el alto porcentaje de
identidad mostrado nos sugiere que posiblemente en tortuga, tiene una funcion
similar a la desempefiada en bacteria, la proteina MamB es un transportador de
Zinc, Hierro y cadmio, en la bacteria participa en la formacién de la membrana del
magnetosoma (Quinlan et al., 2011; Murat et al., 2010; Komeili., 2012), en donde
al igual que MamK se desconoce la posible funcién en tortuga, el papel de MamN
y MamO en la bacteria es directamente en la biomineralizacién, transporte de
hierro, nucleaciébn de la magnetita, y/o establecimiento del entorno quimico
adecuado para la cristalizacion de la magnetita en el magnetosoma (Quinlan et
al., 2011; Murat et al., 2010; Komeili., 2012), por lo que estos genes presentan
una funcion mas relacionada con lo descrito en la tortuga negra, en bacterias
mamA participa en el espaciado y la organizacion de los magnetosomas,
interaccién de algunas proteinas con la membrana magnetosoma-magnetosoma,
participan en el nimero de cristales producidos por célula (Quinlan et al., 2011;
Murat et al., 2010; Komeili., 2012), en totuga pudiera actuar en el nimero de
cristales producidos por célula, de alguna forma este gen es prometedor ya que
en un ensayo preliminar de RT-gPCR se confirmo su expresién a nivel de

transcrito.
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7.2. Andlisis de similitud de genes mam de M. magneticum AMB-1 con el

genoma de C. agassizii.

El andlisis de similitud se llevé a cabo con los 18 genes de la region 5 de la IMA
de M. magneticum AMB-1, obteniendo 7 de ellos como los mas conservados,
dichos genes fueron sometidos al andlisis de similitud con 2 finalidades: 1)
identificar la relacion con la secuencia parcial obtenida en la tortuga negra C.
agassizii, 2) seleccionar secuencias proteicas de C. mydas con mayor porcentaje
de similitud a la especie de referencia que fue M. magneticum AMB-1, y a partir

de ellas, disefar oligonucleétidos especificos para el ensayo de RT-gPCR.

Para este andlisis se consideraron las diferentes especies magnetoceptivas de
referencia para la secuenciacion, el resultado del andlisis tipo blast de la
secuencia obtenida para C. agassizii con el genoma de la tortuga C. mydas (taxid:
8469) y el resultado del blast del gen mam de referencia en la bacteria M.
magneticum AMB-1 con el genoma de la tortuga C. mydas (taxid: 8469). Ver

anexo 9.

Para cada uno de los genes se realizé un analisis de Bootstrap con 1000 réplicas
utilizando el algoritmo de Neighbor-Joining para corroborar la robustez de la
agrupacion por similitud, en la mayoria de los casos para el disefio de
oligonucledtidos especificos para RT-qPCR, fueron elegidas las secuencias de las
ramas cuyos valores de boostrap fueron mayor o igual a 50%, lo que significa que
de los 1000 reareglos generados por la matriz de datos, el 50% de las veces la
secuencia A fue similar a la secuencia B, dichas secuencias se agrupan en el
mismo clado, los valores de boostrap menores a 50% reflejan una agrupacion
incierta de las secuencias en las ramas del arbol de similitud, la longitud de las
ramas indica las diferencias entre una secuencia con respecto a otra, esto puede
ser representado de manera arbitraria por el 0.2 localizado en la base del arbol.
Figuras, 25, 26, 27, 28, 29, 30 y 31.
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A. Gen mamB.

El andlisis de similitud para el gen mamB se compone por secuencias homdélogas
de diferentes especies, la tortuga verde o negra (C. mydas), abeja (Apis mellifera),
mariposa (Danaus plexippus) y la bacteria magnetotactica de referencia M.
magneticum AMB-1. La identificacion y seleccidén de secuencias se realizé de la
siguiente manera: en primer lugar se localizaron dentro del arbol las ramas que
corresponden a las especies de referencia, bacteria (M. magneticum AMB-1),
Mariposa (D. plexippus) y abeja (A. mellifera), las cuales estan soportadas con
porcentajes de boostrap de 39 y 99 respectivamente, posteriormente se localizé y
se selecciond la secuencia homéloga a mamB, con la cual se identifico la
secuencia parcial amplificada en la tortuga negra C. agassizii (Zn transportador 5),
el cual esta formando un clado con las secuencias de mariposa y abeja, o que
significa que es mas similar a ambas especies, que al resto de las secuencias,
finalmente se seleccionaron las 2 secuencias méas cercanas a la bacteria donde el
Zn transportador 9 y la proteina 2 transmembranal presentaron mayor porcentaje

de similitud de acuerdo al arreglo de las ramas observado. Ver figura 25.

1. Especies magnetoceptivas de referencia.

2. Blastp del gen mam de la bacteria M. magneticum AMB-1 con el genoma
de la C. mydas (taxid: 8469).

3. Blastp de la secuencia del fragmento de ADN obtenido por PCR a partir de
C. agassizii contra el genoma de la tortuga C. mydas (taxid: 8469).

4. Secuencia homoléga a mamB, con la cual se identifico la secuencia parcial

amplificada en C. agassizii.

- Secuencias seleccionadas para el disefio oligonucleétidos para RT-gPCR.
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71|:2. Proteina ligasa TRIM63 C. mydas
81 2. Zn transportador 8 C. mydas

2. Zn transportador 3 C. mydas

100

2. Zn transportador 4 C. mydas

a4 2. Zn transportador 10 C. mydas

2. Zn transportdor 7 C. mydas

2. Zn transportador 5 C. mydas -
58 _|:1 Zn transportador Mariposa - D. plexippus
99 1. Zn transportador 7 Abeja - A. mellifera

2. Zn transportador 9 C. mydas -

100

39 1. Transportador/cationes Bacteria - M. magneticum AMB-1
3. Proteina transmembranal 2 C .mydas -
29 2. Zn transportador C. mydas
3. Proteina hiotetica UY3_13104 C. mydas
15 2. Zn transportador 6 C. mydas
62 3. Proteina 2B C. mydas
3. Proteina hipotetica UY3_15199 C. mydas
29 | 3. Testin C. mydas
77 3.Proteina homeobox C. mydas
A
0.2

Figura 25. Arbol filogenético tipo Neighbor-Joining para las secuencias de
proteinas homologas a mamB. Las especies de referencia se muestran en rojo,
las secuencias seleccionadas para el disefio de oligonucle6tidos se muestran en
azul y la secuencia con la cual se identificé el gen homolégo a mamB en C.

agassizii se sefiala en verde.

B. Gen mamK.
El andlisis de similitud para el gen mamK se compone por secuencias homdlogas
de diferentes especies, la tortuga verde o negra (C. mydas), salmén (Salmo
salar), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y la bacteria magnetotactica M.
magneticum AMB-1. La identificacion y seleccién de secuencias se realiz6 de la
siguiente manera: en primer lugar se localizaron dentro del arbol las ramas que
corresponden a las especies de referencia, bacteria (M. magneticum AMB-1),
salmén (S. salar), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), las cuales estan
soportadas con porcentajes de boostrap de 91, 54 y 100 respectivamente,

posteriormente se localizd y se seleccioné la secuencia homologa a mamkK, con la

57



cual se identifico la secuencia parcial amplificada en la tortuga negra C. agassizii
(Actina citoplasmica 2), el cual estad formando un clado con la trucha arcoiris, lo
gue significa que ambas secuencias son muy similares, finalmente se
seleccionaron las secuencias mas cercanas a la bacteria y al salmon donde,
Actina 3 y actina relacionada con la proteina 2B presentaron mayor porcentaje de
similitud de acuerdo al arreglo de las ramas observado, soportado por 99 y 100 %

de boostrap respectivamente. Ver figura 26.

Especies magnetoceptivas de referencia.
Blastp del gen mam de la bacteria M. magneticum AMB-1 con el genoma
de la C. mydas (taxid: 8469).

3. Blastp de la secuencia del fragmento de ADN obtenido por PCR a partir de
C. agassizii contra el genoma de la tortuga C. mydas (taxid: 8469).

4. Secuencia homol6éga a mamB, con la cual se identifico la secuencia parcial

amplificada en C. agassizii.

- Secuencias seleccionadas para el disefio oligonucle6tidos para RT-gPCR.

54 - 2.Actina rel. proteina 2B C. mydas -
100 [ 1. Actina rel-prot 2A Salmon - S. salar
51 2. Actina rel. proteina 2 C. mydas

47 [4. Beta actina C. mydas -
100 ! 1 Beta actina Trucha - Oncorhynchus mykiss

99
2 Actina1 C.mydas
91
2. Actina 3 C. mydas -
1. Actina Bacteria - M.magneticum AMB-1
3. Titin C. mydas
3. Proteina 1. C. mydas
—
0.2

Figura 26. Arbol filogenético tipo Neighbor-Joining para las secuencias de
proteinas homologas a mamK. Las especies de referencia se muestran en rojo,
las secuencias seleccionadas para el disefio de oligonucle6tidos se muestran en
azul y la secuencia con la cual se identifico el gen homoélogo a mamK en C.

agassizii se sefiala en verde.
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C. Gen mamN.

El andlisis de similitud para el gen mamN se compone por secuencias homologas
de diferentes especies, la tortuga verde o negra (C. mydas), ballena gris
(Eschrichtius robustus), paloma (Columba livia) y la bacteria magnetotactica M.
magneticum AMB-1. La identificacion y seleccidn de secuencias se realizé de la
siguiente manera: en primer lugar se localizaron dentro del arbol las ramas que
corresponden a las especies de referencia, bacteria (M. magneticum AMB-1),
ballena gris (E. robustus) y paloma (C. livia), las cuales estan soportadas con
porcentajes de boostrap de 62 y 100 respectivamente, posteriormente se localizé
la secuencia homéloga a mamN, con la cual se identificé la secuencia parcial
amplificada en la tortuga negra C. agassizii (intercambiador de Na+/H+), el cual
esta formando un clado con ubiquitina hidrolasa carboxilo terminal, dicho clado se
encuentra distante de las especies de referencia por lo que no fue considero para
seleccién de secuencias para el disefio de oligonucleétidos, finalmente se
seleccionaron las secuencias proteina P la cual es muy similar a la bacteria, el
factor 2 y la proteina UY3 son los mas cercanos a las especies de referencia
(paloma y ballena), lo que significa que son mas similar a ambas especies de
acuerdo al arreglo de las ramas observado. La rama intermedia correspondiente a
la proteina c12 fue descartada ya que no cumplia con los pardmetros requeridos
(% identidad, tamafio y % cuierto de la secuencia) para ser considerada. Ver

figura 27.

Especies magnetoceptivas de referencia.

2. Blastp del gen mam de la bacteria M. magneticum AMB-1 con el genoma
de la C. mydas (taxid: 8469).

3. Blastp de la secuencia del fragmento de ADN obtenido por PCR a partir de
C. agassizii contra el genoma de la tortuga C. mydas (taxid: 8469).

4. Secuencia homol6éga a mamB, con la cual se identifico la secuencia parcial

amplificada en C. agassizii.

- Secuencias seleccionadas para el disefio oligonucleotidos para RT-gPCR.
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45 3.Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase C. mydas
10 3. Factor 3A de Splicing C. mydas
2 3. Proteina 2A C. mydas

3. Proteina 1 C. mydas
42 3. Ubiquitina ligasa E3 C. mydas

4. Intercambiador Na/H C. mydas

o

31 3. Ubiquitina hydrolasa carboxylo terminal C. mydas

2. Transportador de Sodio C. mydas

26 3. Proteina RIF1 C. mydas

2. Proteina P C. mydas -
62 1. Antiportador Na+/H+ Bacteria - M. magneticum AMB-1

100 [~ 1. Citocromo C oxidasa Ballena gris - Eschrichtius robustus

31 L 1. Citocromo C oxidasa Paloma - Columba livia

13 3.Proteina C12 0 F29 C. mydas

2. Factor 2 de biogenesis de peroxisomas C. mydas -

3. Proteina UY3_01729 C. mydas -
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0 23 3. Neuropilin-2 C. mydas
3. Proteina asociada a Lipoma C. mydas
4 3. Dynamin-2 C. mydas
8| 3. Proteina 9/lymphoma C. mydas
42 3. Subunidad del factor 3B de Splicing.Ch.mydas
p—
0.2
Figura 27. Arbol filogenético tipo Neighbor-Joining para las secuencias de ( Con formato: Espafiol (México)

[Con formato: Espariol (México)

proteinas homoélogas a mamN. Las especies de referencia se muestran en rojo,
las secuencias seleccionadas para el disefio de oligonucle6tidos se muestran en
azul y la secuencia con la cual se identificd el gen homélogo a mamN en C.

agassizii se sefiala en verde.

D. Gen mamO.

El andlisis de similitud para el gen mamO se compone por secuencias homélogas
de diferentes especies, la tortuga verde o negra (C. mydas), abeja (Apis mellifera),
salmén (Salmo salar) y la bacteria magnetotactica de referencia M. magneticum
AMB-1. La identificacion y seleccion de secuencias se realiz6 de la siguiente
manera: en primer lugar se localizaron dentro del arbol las ramas que
corresponden a las especies de referencia, bacteria (M. magneticum AMB-1),
abeja (A. mellifera), salmén (S. salar), las cuales estan soportadas con
porcentajes de boostrap de 37, 27 y 100 respectivamente, posteriormente se

localizé y se selecciond la secuencia homoéloga a mamO, con la cual se identifico
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la secuencia parcial amplificada en la tortuga negra C. agassizii ( Serina proteasa
HTR1), el cual esta formando un clado con el salmén, lo que significa que es més
similar a esta especie, que al resto de las secuencias, finalmente se seleccionaron
las secuencias mas cercanas a abeja (serin proteasa HTR2 ) y a la bacteria
(proteina Rho) que presentaron mayor porcentaje de similitud de acuerdo al

arreglo de las ramas observado. Ver figura 28.

1. Especies magnetoceptivas de referencia.

2. Blastp del gen mam de la bacteria M. magneticum AMB-1 con el genoma
de la C. mydas (taxid: 8469).

3. Blastp de la secuencia del fragmento de ADN obtenido por PCR a partir de
C. agassizii contra el genoma de la tortuga C. mydas (taxid: 8469).

4. Secuencia homoléga a mamB, con la cual se identificé la secuencia parcial

amplificada en C. agassizii.

- Secuencias seleccionadas para el disefio oligonucleotidos para RT-gPCR.

2.Serina proteasa HTRA1 C. mydas -

1. Serina proteasa HTR1 Salmon - Salmo salar
2.serina proteasa HTRA3 C. mydas

2.Serina proteasa HTRA2 C. mydas -

1. Serina proteasa HTR2 Abeja - Apis mellifera
2.Proteina CX o0 f21 C. mydas

1. Serina proteasaftripsina Bacteria - Magnetospirillum magneticum AMB-1

3. Dominio relacienado con proteinas Rho C. mydas -
3. Proteina Butyrophilin C. mydas
3. Proteina UY3_19039 C. mydas

58
45—| 3. Dominios NACHT, LRR y PYD C. mydas
—
0.2
‘AFigura 28. Arbol filogenético tipo Neighbor-Joining para las secuencias de ( con formato: Espafiol (México)

[Con formato: Espariol (México)

proteinas homoélogas a mamO. Las especies de referencia se muestran en rojo,
las secuencias seleccionadas para el disefio de oligonucle6tidos se muestran en
azul y la secuencia con la cual se identific6 el gen homélogo a mamO en C.

agassizii se sefiala en verde.
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E. Gen mamH.

El analisis de similitud para el gene mamH se compone por secuencias
homoélogas de la tortuga verde o negra (C. mydas) y la bacteria magnetotactica de
referencia M. magneticum AMB-1. Para seleccionar las secuencias para el disefio
de oligonucleétidos, se localizo dentro del arbol la rama que corresponde a la
especie de referencia (M. magneticum AMB-1, soportada por 53% de boostrap,
posteriormente se localizaron las 2 secuencias mas cercanas a la bacteria donde
el clado que incluye al transportador vesicular amino y transportador de solutos,
soportado por 82% de boostrap, presentaron mayor porcentaje de similitud con
respecto a la bacteria de acuerdo al arreglo de las ramas observado. Ver figura
29.

1. Especie magnetoceptiva de referencia.
2. Blastp del gen mam de la bacteria M. magneticum AMB-1 con el genoma
de la C. mydas (taxid: 8469).

- Secuencias seleccionadas para el disefio oligonucleétidos para RT-gPCR.

82 2. Transportador vesicular amino sinaptico C. mydas -
53‘|_{ 2. Transportador de solutos C. mydas -
38 1. Facilitador Fam. Permeasa M.magneticum AMB-1

2. Sialin C. mydas
2. Proteina 2A Chelonia mydas

2. Proteina tirosina fosfatasa C. mydas

|
0.1

Figura 29. Arbol filogenético tipo Neighbor-Joining para las secuencias de

proteinas homadlogas a mamH. La especie de referencia se muestra en rojo y las

secuencias seleccionadas para el disefio de oligonucleétidos se muestran en azul.
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F. Gen mamM.

El analisis de similitud para el gene mamM se compone por secuencias
homoélogas de la tortuga verde o negra (C. mydas) y la bacteria magnetotactica de
referencia M. magneticum AMB-1. Para seleccionar las secuencias para el disefio
de oligonucleétidos, se localiz6 dentro del arbol la rama que corresponde a la
especie de referencia (M. magneticum AMB-1, soportada por 64% de boostrap.
En este caso en particular solo se selecciond una secuencia para el disefio de
oligonucledtidos para RT-gPCR, el criterio de seleccidn siempre fue la secuencia
mas cercana a la especie de referencia, sin embargo este gen es homdlogo a
mamB, por lo que comparten secuencias entre si, reduciendo la posibilidad de
seleccionar la secuencia mas cercana a la especie de referencia, en este caso se
selecciond el transportador 8 ya que fue el mas cercano a la bacteria después de
las secuencias compartidas por mamB, este clado esta soportado por 100% de

boostrap. Ver figura 30.

1. Especie magnetoceptiva de referencia.
2. Blastp del gen mam de la bacteria M. magneticum AMB-1 con el genoma
de la C. mydas (taxid: 8469).

- Secuencias seleccionadas para el disefio oligonucleétidos para RT-qPCR.

100 | 2. Zn transportador 8 C. mydas -
99 | 2. Proteina ligasa TRIM63 C. mydas

2. Zn transportador 5 C. mydas

34 2. Sintasa acido graso C. mydas

1. Trans/cationes Bacteria - M. magneticum.AMB-1

64 2. Zn transportador 9 C. mydas

2. Bifuncional coenzyma A syntasa C. mydas
L 2. Uracil-DNA glycosylase C. mydas
47

2. Proteina nucleo Versican C. mydas

—
0.4

Figura 30. Arbol filogenético tipo Neighbor-Joining para las secuencias de
proteinas homologas a mamM. La especie de referencia se muestra en rojo, la

secuencia seleccionadas para el disefio de oligonucledtidos se muestra en azul.
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G. Gen mamA.

El analisis de similitud para el gene mamA se compone por secuencias
homoélogas de la tortuga verde o negra (C. mydas) y la bacteria magnetotactica de
referencia M. magneticum AMB-1. Para seleccionar las secuencias para el disefio
de oligonucleétidos, se localiz6 dentro del arbol la rama que corresponde a la
especie de referencia (M. magneticum AMB-1, soportada por 72% de boostrap,
posteriormente se localizaron las 2 secuencias mas cercanas a la bacteria TRP
proteina 6 y TRP proteina alfa soportado por 72 y 93 % de boostrap, presentaron
mayor porcentaje de similitud con respecto a la bacteria de acuerdo al arreglo de

las ramas observado. Ver figura. 31.

1. Especie magnetoceptiva de referencia.
2. Blastp del gen mam de la bacteria M. magneticum AMB-1 con el genoma
de la C. mydas (taxid: 8469).

- Secuencias seleccionadas para el disefio oligonucleétidos para RT-qPCR.

72 1. TRP Bacteria - M. magneticum AMB-1

75 2. TRP proteina 6 C. mydas -

2.TRP proteina alfa C. mydas -
93 2. Isomerasa FKBP8 C. mydas
2. TRP proteina 27 C. mydas

2. Receptor peroxisomal C. mydas

100 | 2. Proteina rel-PEX5 C. mydas

—_—
0.1

Figura 31. Arbol filogenético tipo Neighbor-Joining para las secuencias de

proteinas homadlogas a mamA. La especie de referencia se muestra en rojo y las

secuencias seleccionadas para el disefio de oligonucleoétidos se muestran en azul.

Las representaciones graficas de las matrices pareadas de las secuencias de
amino&cidos de los diferentes genes, obtenidas mediante el método de Neighbor-
Joining, en la mayoria de los clados de las 1000 repeticiones realizadas en todos

los andlisis, la bacteria siempre se ubicd en los clados internos a excepcion de
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mamO, mientras que las especies magnetoceptivas de referencia variaron su
ubicacion en el centro y los extremos, se seleccionaron las secuencias que
presentaban valores de bootstrap mayor o igual a 50%, a excepcién de mamB, K
y O que en algunos casos presentaron valores menores a 50%, este valor nos
indica que tan confiable es el agrupamiento del clado en cuestién. Este andlisis es
el primer trabajo en cuestiones de agrupacion por similitud de genes asociados a
la sintesis de magnetita en diferentes especies capaces de sensar el campo
magnético terrestre, por lo que se espera que sea la base para analisis similares

en otras especies.

7.2. Expresion de genes mam de C. agassizii por RT-qPCR.

El andlisis preliminar de expresion se realizé para uno de los 20 genes de C.
agassizii, en este caso se realiz6 para el gen mamA, a partir de una muestra de
RNAmM aislado de ojo y musculo de una tortuga de 3 meses de edad. Los
resultados muestran expresion en ambos tejidos para el gen constitutivo Lumican,

empleado como control positivo y mamA (Tabla 9).

Tabla 13. Ciclo de amplificacion de los genes analizados.

Ct

Nombre | Ojo Musculo

Lumican | 33.18 30

mamA 33.96 37.08

La expresion de Lumican en ojo y musculo de una tortuga de 3 meses de edad se
observo en ambos tejidos, se puede apreciar que en musculo presenta ciclo de
amplificacién temprano en relacion al ciclo de amplificacién en ojo, ambos ciclos
de amplificacion deberian ser muy similares debido a que Lumican esta
involucrado en la regulacion de la organizacién de fibrillas de colageno y el
crecimiento circunferencial, cornea transparencia y la migracion de las células

epiteliales y la reparacion de tejidos en el cuerpo del animal. Por otra parte, la

65



expresion del gen mamA en el ojo de C. agassizii presenta ciclo de amplificacién
temprano en relacion al ciclo de amplificacion en musculo lo que sugiere una

expresion preferencial en el ojo de la tortuga negra.

Cabe mencionar que estos resultados son preliminares para poder calcular las
eficiencias de amplificacién de cada uno de los genes en los tejidos mencionados,

para poder constatar que en la expresion de mamA es diferencial y especifica de
0jo.

Gen Lumican.

Fluorescence History

10 =———— == - - - - £— Agua

12 4 & & 10 13 15 139 2 2 2B 3 34 3 40 43
Cycles

Figura 32. Representacion de los ciclos de amplificacion para el gene Lumican
en C. agassizii.

Gen mamA.

Fluorescence History
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70|
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12 4 & & 10 13 15 19 2 2% 2B 3 34 3 40 43
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Figura 33. Representacion de los Ciclos de amplificacion para el gene mamA en
C. agassizii.
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VIIl.  CONCLUSIONES

e Se disefiaron y se probaron oligonucleétidos especificos de los genes
mam de C. agassizii para andlisis de expresion por RT-gPCR.

e El gene mamA de C. agassizii se expresd tanto en o0jo como en

musculo siendo incrementada su expresién en ojo

IX. PERSPECTIVAS

El presente trabajo revela una serie de estudios preliminares, los cuales seran las
bases para futuras investigaciones. El andlisis de expresién de dichos genes en
ojo de tortuga negra y la localizacion inmunohistoquimica empleando anticuerpos

de reconocimiento para las proteinas mam relacionadas con la biomneralizacion.
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Anexo 1. mamB. BlastP de la secuencia obtenida para C.

XI. ANEXOS

bacteria M. magneticum AMB-1 (taxid:342108).

agassizii con la

No. acceso

Descripcién

aminoacidos

%
cubierto

%
identidad

YP 423229

hypothetical protein amb3866
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]
>Qi|499705486|ref|[WP_011386220.1|
membrane protein [Magnetospirillum
magneticum]
>Qi|82947806|dbj|BAE52670.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

684

a7

a7

YP_421303

hypothetical protein amb1940
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]
>0i|83311817|ref|[YP_422081.1|
hypothetical protein amb2718
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]
>Qi|499703609|ref|[WP_011384343.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum]
>Qi|82945880|dbj|BAE50744.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>Qi|82946658|dbj|BAE51522.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

91

55

34

YP_419510

tRNA and rRNA  cytosine-C5-
methylase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>0i|499701860|ref|[WP_011382594.1|
MFS transporter [Magnetospirillum
magneticum]

>gi|82944087|dbj|BAE48951.1] tRNA
and rRNA cytosine-C5-methylase
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

431

18

57

YP_422147

NADH dehydrogenase subunit D
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]
>gi|499704428|ref|[WP_011385162.1|
NADH dehydrogenase subunit D

392

39

46
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[Magnetospirillum magneticum]
>0i|123541539|sp|Q2W3I7.1[NUOD_M
AGMM RecName: Full=NADH-quinone
oxidoreductase subunit D; AltName:
Full=NADH dehydrogenase | subunit
D; AltName: Full=NDH-1 subunit D
>Qi|82946724|dbj|BAE51588.1|
NADH:ubiquinone oxidoreductase 49
kD subunit 7 [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

YP_|

421656

Signal transduction histidine kinase
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]
>Qi|499703957|ref|[WP_011384691.1|
histidine  kinase [Magnetospirillum
magneticum]

>Qi|82946233|dbj|BAE51097.1| Signal
transduction histidine kinase
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

1196

31

50

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_|

419377

ammonia permease [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>Qi|499701728|ref|[WP_011382462.1|
ammonia channel protein
[Magnetospirillum magneticum]
>gi|82943954|dbj|BAE48818.1|
Ammonia permease [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

449

23

66

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_|

422496

£elongation factor G [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>Qi|499704766|ref|[WP_011385500.1|
elongation factor G [Magnetospirillum
magneticum]
>Qi|119368739|sp|Q2W2I8.1|[EFG_MA
GMM  RecName: Full=Elongation
factor G; Short=EF-G
>0i|82947073|dbj|BAE51937.1]
Translation elongation factor
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

694

39

46

YP_419892

glycosyltransferase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>Qi|499702238|ref|[WP_011382972.1|
glycosyl transferase [Magnetospirillum
magneticum]
>0i|82944469|dbj|BAE49333.1| 4-

520

71

29

73

[Con formato: Inglés (Estados Unid




amino-4-deoxy-L-arabinose
transferase
glycosyltransferase of
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

related
family

and
PMT

Anexo 2. mamB. BlastP de la secuencia obtenida para C. agassizii con el

genoma de la tortuga C. mydas (taxid: 8469).

No. Descripcion aminoacidos | % %

acceso cubierto | identidad

EMP36535 | Zinc transporter 5 [Chelonia | 677 18 100
mydas]

EMP33600 | hypothetical protein UY3_09311, | 442 59 62
partial [Chelonia mydas]

EMP29191 | Plectin [Chelonia mydas] 4263 35 75

EMP32092 | Palmitoyltransferase =~ ZDHHC9 | 409 16 100
[Chelonia mydas]

EMP32224 | Sorbin  and SH3  domain- | 1860 29 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
containing protein 2 [Chelonia
mydas]

EMP29829 | Ancient ubiquitous protein 1 |434 37 100
[Chelonia mydas]

EMP26120 | Putative E3  ubiquitin-protein | 3262 27 100
ligase HERC1 [Chelonia mydas]

EMP34462 | Laminin subunit gamma-1, partial | 1552 27 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP33233 | Kinesin-like protein KIF3B | 2216 27 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP30329 | Cation-independent mannose-6- | 2323 51 71 ( con formato: Inglés (Estados Unid
phosphate receptor [Chelonia
mydas]

EMP36965 | Keratin, type Il cytoskeletal 8 | 472 32 71 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP33051 | Equilibrative nucleoside | 693 24 71
transporter 4 [Chelonia mydas]

EMP29526 | Contactin-associated protein-like | 988 29 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid

4 [Chelonia mydas]

74




EMP29416 | Deleted in lung and esophageal | 1533 16 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
cancer protein 1 [Chelonia
mydas]

EMP24164 | ATP-binding cassette sub-family | 2049 43 71 ( con formato: Inglés (Estados Unid
A member 7 [Chelonia mydas]

EMP26366 | Titin, partial [Chelonia mydas] 34967 32 100

EMP37361 | Homeobox protein GBX-2 | 247 21 87 [ Con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP40483 | Keratin, type | cytoskeletal 42 | 456 24 100 [ Con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP32055 | Mothers against decapentaplegic | 494 21 77 ( con formato: Inglés (Estados Unid
like protein 4 [Chelonia mydas]

EMP36517 | Peptidylprolyl isomerase domain | 573 43 44 ( con formato: Inglés (Estados Unid
and WD repeat-containing
protein 1, partial [Chelonia
mydas]

EMP27777 | Vinexin [Chelonia mydas] 651 29 63

EMP28632 | PAS domain-containing | 939 24 75 ( con formato: Inglés (Estados Unid
serine/threonine-protein  kinase
[Chelonia mydas]

EMP39595 | Cytosolic  phospholipase A2 | 1852 29 38 ( con formato: Inglés (Estados Unid
epsilon [Chelonia mydas]

EMP41306 | Putative  G-protein  coupled | 472 16 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
receptor 33 [Chelonia mydas]

EMP35637 | Deoxyribonuclease gamma | 766 32 100
[Chelonia mydas]

EMP25120 | Multifunctional  protein ADE2 | 895 27 100
[Chelonia mydas]

EMP28360 | hypothetical protein UY3_14542 | 105 16 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP35266 | Urotensin-2 [Chelonia mydas] 126 21 75

EMP40075 | hypothetical protein UY3_02706 | 348 29 100 ( Con formato: Inglés (Estados Unid

[Chelonia mydas]

75




EMP28018 | Forkhead box protein O1 | 401 16 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP29845 | Nucleoporin-like protein 2414 29 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP29502 | hypothetical protein UY3_13390 | 469 16 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP32185 | Mitochondrial inner membrane | 732 21 83
protein, partial [Chelonia mydas]

EMP35722 | PH-interacting protein, partial | 1768 27 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP26119 | Putative E3 ubiquitin-protein | 2002 35 75
ligase HERCL1 [Chelonia mydas]

EMP32952 | hypothetical protein UY3_09906 | 2449 16 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP25828 | FERM domain-containing protein | 68 21 75 ( con formato: Inglés (Estados Unid
8 [Chelonia mydas]

EMP35862 | hypothetical protein UY3_06966 | 147 13 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP42072 | Rho guanine nucleotide | 220 16 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
exchange factor 5 [Chelonia
mydas]

EMP27591 | GATS-like protein 3 [Chelonia | 288 16 83 ( con formato: Inglés (Estados Unid
mydas]

EMP27213 | Cathepsin B [Chelonia mydas] 340 48 85

EMP36969 | Keratin, type Il cuticular Hb4 | 425 18 87 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP37277 | hypothetical protein UY3_05514 | 458 48 42 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP24241 | Ankyrin repeat domain- | 557 21 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid
containing protein 24 [Chelonia
mydas]

EMP33930 | Nuclear receptor subfamily 4| 611 29 54 ( con formato: Inglés (Estados Unid

group A member 3 [Chelonia
mydas]

76




EMP28872 | SH2B adapter protein 2, partial | 668 18 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP36372 | Protocadherin Fat 4 [Chelonia | 2857 18 100
mydas]

EMP29801 | Transcription factor 24 [Chelonia | 136 27 60
mydas]

EMP42491 | hypothetical protein UY3_00243 | 222 16 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP29988 | hypothetical protein UY3_12882 | 237 16 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP25526 | Neurexin-3-alpha [Chelonia | 318 16 100
mydas]

EMP31117 | Connective tissue growth factor, | 322 21 71 ( con formato: Inglés (Estados Unid
partial [Chelonia mydas]

EMP33156 | RNA binding protein fox-1 like | 382 37 45 ( con formato: Inglés (Estados Unid
protein 2 [Chelonia mydas]

EMP27605 | Eomesodermin  like  protein | 409 24 70 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP32009 | Immune-responsive  gene 1431 18 85 ( con formato: Inglés (Estados Unid
protein like protein [Chelonia
mydas]

EMP25544 | Zinc finger and SCAN domain- | 527 21 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid
containing protein 2 [Chelonia
mydas]

EMP40189 | Arf-GAP with dual PH domain- | 687 13 100 [Conformato: Inglés (Estados Unid
containing protein 2 [Chelonia
mydas]

EMP36894 | Mesothelin-like protein, partial | 771 18 77 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP24111 | Cartilage  intermediate  layer | 969 27 50 ( con formato: Inglés (Estados Unid
protein 2 [Chelonia mydas]

EMP35601 | Zinc finger X-linked protein | 994 29 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
ZXDB [Chelonia mydas]

EMP36968 | Keratin, type Il cytoskeletal 75 | 1049 29 100 [Conformato: Inglés (Estados Unid

77




[Chelonia mydas]

EMP31100

[Regulator of chromosome
condensation [Chelonia mydas]

1351

18

85

EMP24364

E3 ubiquitin-protein
HECW?2 [Chelonia mydas]

ligase

1478

18

87

EMP37483

Protein ELYS [Chelonia mydas]

2984

21

85

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP34624

Neurogenic locus notch like
protein 1 [Chelonia mydas]

3791

18

100

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP34486

Jorsin-1A-interacting protein 1
[Chelonia mydas]
>gi|465976885|gb|EMP34487.1|
Torsin-1A-interacting protein 1
[Chelonia mydas]

211

24

80

EMP28141

Palmitoyltransferase ZDHHC13
[Chelonia mydas]

215

24

100

EMP35462

Homeobox protein CDX-4

[Chelonia mydas]

265

29

63

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP34488

Jorsin-1A-interacting protein 2
[Chelonia mydas]

283

24

66

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP32454

Myeloid-associated
differentiation marker-like protein
2 [Chelonia mydas]

302

18

71

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP33611

Olfactory receptor 10A4
[Chelonia mydas]

322

29

47

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP32204

Secl family domain-containing
protein 1 [Chelonia mydas]

403

18

100

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP34978

Eukaryotic translation initiation
factor 2-alpha kinase 1, partial
[Chelonia mydas]

424

24

100

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP33050

WD repeat domain
phosphoinositide-interacting

protein 2 [Chelonia mydas]

428

13

100

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP36151

Piwi-like protein 4 [Chelonia
mydas]

453

18

85

78

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid




EMP31132

Alpha-1,6-mannosyl-glycoprotein
2-beta-N-
acetylglucosaminyltransferase
[Chelonia mydas]

467

18

100

EMP24105

Hyaluronan and proteoglycan
link protein 4 [Chelonia mydas]

493

13

100

EMP25208

Heparan-alpha-glucosaminide N-
acetyltransferase [Chelonia
mydas]

517

29

63

EMP24122

Occludin [Chelonia mydas]

527

32

85

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP33677

GRAM domain-containing protein
1C [Chelonia mydas]

629

18

77

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP39872

Cleavage and polyadenylation
specificity factor subunit 2
[Chelonia mydas]

751

40

83

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP25622

Enhancer of filamentation 1,
partial [Chelonia mydas]

831

13

100

EMP31306

DNA-directed RNA polymerase
Il subunit RPC3 [Chelonia
mydas]

861

18

80

EMP27528

Sorting nexin-19

mydas]

[Chelonia

908

16

83

EMP24810

X-linked retinitis  pigmentosa
GTPase regulator-interacting
protein 1 [Chelonia mydas]

1064

13

100

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP38109

Adenylate kinase isoenzyme 5
[Chelonia mydas]

1239

21

75

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP35884

Arf-GAP with Rho-GAP domain,
ANK repeat and PH domain-
containing protein 2 [Chelonia
mydas]

1354

16

100

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP27746

Jron-responsive element-binding
protein 2, partial [Chelonia
mydas]

1360

27

75

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP33398

B-cell CLL/lymphoma  9-like
protein [Chelonia mydas]

1453

27

77

79

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid




Anexo 3. mamK. BlastP de la secuencia obtenida para C. agassizii con la
bacteria M. magneticum AMB-1 (taxid:342108).

EMP33741 | Histone deacetylase 5 [Chelonia | 1499 35 100
mydas]

EMP38574 | hypothetical protein UY3_04218 | 4878 27 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP34576 | Multivesicular body subunit 12B | 136 18 71 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP36899 | Heparan sulfate glucosamine 3- | 203 18 54
O-sulfotransferase 6 [Chelonia
mydas]

EMP23724 | Syntaxin-8 [Chelonia mydas] 207 13 100

EMP41563 | Homeobox  protein  Hox-A5, | 270 32 100
partial [Chelonia mydas]

EMP24349 | UPF0565  protein ~ C2orf69 | 272 35 53 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP27053 | Beta-microseminoprotein 298 16 100
[Chelonia mydas]

EMP33307 | Forkhead  box protein L2 | 301 37 50 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP36143 | Mastermind-like protein 21319 16 83 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

No. acceso

Descripcion

aminoacidos

%
cubierto

%

identidad ‘l,

YlP_420299

amb0936
AMB-1]

hypothetical protein
[Magnetospirillum  magneticum
>Qi|499702640|ref|[WP_011383374.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82944876|dbj|BAE49740.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

137

50

40

[Con formato: Inglés (Estados Unid

Y|P_420835

amb1472
AMB-1]

hypothetical protein
[Magnetospirillum  magneticum
>Qi|499703148|ref|[WP_011383882.1|

317

24

50

[Con formato: Inglés (Estados Unid

80



hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82945412|dbj|BAE50276.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

YP_423804

chaperone protein DnaJ [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>0i|499706051|ref[WP_011386785.1|
molecular chaperone DnaJ
[Magnetospirillum magneticum]
>0i|123540317|sp|Q2VYTO0.1|DNAJ_MAGSA
RecName: Full=Chaperone protein DnaJ
>Qi|82948381|dbj|BAE53245.1] Dnal-class
molecular chaperone with C-terminal Zn
finger domain [Magnetospirillum magneticum
AMB-1]

383

22

63

Y|P_419627

hypothetical protein amb0264
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>0i|499701977|ref[WP_011382711.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >qi|82944204|dbj|BAE49068.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

180

68

35

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_423761

soluble Iytic murein transglycosylase and
related regulatory protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>gi[499706009|ref[WP_011386743.1]
murein transglycosylase [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82948338|dbj|BAE53202.1|
Soluble Iytic murein transglycosylase and
related regulatory protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

609

72

36

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_420592

hypothetical protein amb1229
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>0i|499702907|ref[WP_011383641.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82945169|dbj|BAE50033.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

303

57

20

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_421720

SPY protein [Magnetospirillum magneticum
AMB-1]

>Qi|l499704019|ref[WP_011384753.1] SPY
protein  [Magnetospirillum  magneticum]

798

66

34

[Con formato: Inglés (Estados Unid

81



>0i|82946297|dbj|BAE51161.1] SPY protein
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

Y|P_421158

arylsulfatase regulator [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>0i|499703466|ref|[WP_011384200.1] radical
SAM protein [Magnetospirillum magneticum]
>Qi|82945735|dbj|BAE50599.1| Arylsulfatase
regulator [Magnetospirillum  magneticum
AMB-1]

459

38

36

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_422279

peptide ABC transporter ATPase
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>Qi|499704559|ref|[WP_011385293.1] ABC
transporter ATP-binding protein
[Magnetospirillum magneticum]
>Qi|82946856|dbj|BAE51720.1]  ABC-type
antimicrobial peptide transport system,
ATPase component [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

225

28

50

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_420589

adenylate cyclase 1 [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>0i|499702904 |ref[WP_011383638.1|
adenylate cyclase 1 [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82945166|dbj|BAE50030.1|
Adenylate cyclase 1 [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

713

22

63

Y|P_423179

hypothetical protein amb3816
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>Qi|499705436|ref[WP_011386170.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >Qi|82947756|dbj|BAE52620.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

457

32

37

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_420183

hypothetical protein amb0820
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>0i|499702529|ref[WP_011383263.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82944760|dbj|BAE49624.1|
Hypothetical protein Rv2567/MT2643
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

819

38

36

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_420860

hypothetical protein amb1497

190

40

35

[Con formato: Inglés (Estados Unid
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[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>0i|499703173|ref[WP_011383907.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >Qgi|82945437|dbj|BAE50301.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

YP_421250

hypothetical protein amb1887
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>0i[499703558|ref[WP_011384292.1]
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82945827|dbj|BAE50691.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

91

48

32

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_423436

Iranscription  elongation  factor  NusA
[Magnetospirillum  magneticum  AMB-1]
>0i|499705690|ref[WP_011386424.1|
transcription  elongation  factor  NusA
[Magnetospirillum magneticum]
>Qi|82948013|dbj|BAE52877.1| Transcription
elongation factor [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

503

48

37

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_423748

DMT family permease [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>Qi|499705996|ref[WP_011386730.1|

multidrug  DMT  transporter permease
[Magnetospirillum magneticum]
>Qi|82948325|dbj|BAE53189.1| Permease of
the drug/metabolite transporter superfamily
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

297

86

26

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_423914

Protoheme ferro-lyase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>Qi|499706161|ref[WP_011386895.1|
ferrochelatase [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82948491|dbj|BAE53355.1|
Protoheme ferro-lyase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

337

26

46

YIP_423571

hypothetical protein amhb4208
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>0i|499705823|ref[WP_011386557.1|

hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82948148|dbj|BAE53012.1|

453

52

30

[Con formato: Inglés (Estados Unid

83



Uncharacterized conserved protein
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

Y|P_423920

hypothetical protein amhb4557
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>0i|499706167|ref|[WP_011386901.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >Qgi|82948497|dbj|BAE53361.1|
Highly conserved protein containing a
thioredoxin domain [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

671

46

39

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_422705

histidinol dehydrogenase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>Qi|499704968|ref[WP_011385702.1|
histidinol dehydrogenase [Magnetospirillum
magneticum] >Qgi|82947282|dbj|BAE52146.1|
Histidinol dehydrogenase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

433

54

37

Y|P_422603

hypothetical protein amb3240
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>0i|499704871|ref|[WP_011385605.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82947180|dbj|BAE52044.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

101

48

32

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_422299

ATPase [Magnetospirilum  magneticum
AMB-1]
>0i|499704579|ref[WP_011385313.1|
ATPase [Magnetospirillum  magneticum]
>0i|82946876|dbj|BAE51740.1| Predicted
ATPase [Magnetospirilum  magneticum
AMB-1]

1979

46

26

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_419945

hypothetical protein amb0582
[Magnetospirillum  magneticum  AMB-1]
>0i|499702291|ref[WP_011383025.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82944522|dbj|BAE49386.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

260

24

50

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_420678

enoyl-CoA hydratase/carnithine racemase
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>0i|499702991|ref[WP_011383725.1| enoyl-

259

32

44

84



CoA hydratase [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82945255|dbj|BAE50119.1|
Enoyl-CoA hydratase/carnithine racemase
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

YP_423168

putative pseudouridine synthase in Ipd
3'region  [Magnetospirilum  magneticum
AMB-1]
>Qi|499705425|ref[WP_011386159.1|
pseudouridine synthase [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82947745|dbj|BAE52609.1|
Hypothetical pseudouridine synthase in Ipd
3'region  [Magnetospirilum  magneticum
AMB-1]

229

38

36

YP_420148

phosphoenolpyruvate carboxykinase
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>gi[499702494|ref[WP_011383228.1|
phosphoenolpyruvate carboxykinase
[Magnetospirillum magneticum]
>gi|82944725|dbj|BAE49589.1|
Phosphoenolpyruvate carboxykinase
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

617

22

63

YP_419597

3-polyprenyl-4-hydroxybenzoate
decarboxylase and related decarboxylase
[Magnetospirillum  magneticum  AMB-1]
>0i|499701947|ref[WP_011382681.1| 3-
polyprenyl-4-hydroxybenzoate
decarboxylase [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82944174|dbj|BAE49038.1|
3-polyprenyl-4-hydroxybenzoate
decarboxylase and related decarboxylase
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

504

30

40

YIP_420088

Ssuperfamily I DNA/RNA helicase
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>Qi|499702434|ref|WP_011383168.1] DNA
helicase Il [Magnetospirilum magneticum]
>0i|82944665|dbj|BAE49529.1| Superfamily
| DNA and RNA helicase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

864

50

32

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_420500

AraC-type DNA-binding domain-containing
protein [Magnetospirillum magneticum AMB-
1] >Qi|499702816|ref[WP_011383550.1|
AraC-type DNA-binding domain-containing
protein  [Magnetospirillum  magneticum]
>0i|82945077|dbj|BAE49941.1]  AraC-type

321

38

36

[Con formato: Inglés (Estados Unid
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DNA-binding  domain-containing  protein
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

Y|P_422218

hypothetical protein amhb2855
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>0i|499704498|ref[WP_011385232.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82946795|dbj|BAE51659.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

43

14

71

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_420071

O-linked N-acetylglucosamine transferase
[Magnetospirillum  magneticum  AMB-1]
>Qi|499702417|ref|WP_011383151.1] O-
linked N-acetylglucosamine transferase
[Magnetospirillum magneticum]
>0i|82944648|dbj|BAE49512.1| Predicted O-
linked N-acetylglucosamine transferase
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

758

50

32

YP_423287

Mg2+/Co2+ transporter [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>Qi|499705544 |ref|[WP_011386278.1|
membrane protein [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82947864|dbj|BAE52728.1|
Putative Mg2+ and Co2+ transporter CorB
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

430

30

40

[Con formato: Inglés (Estados Unid

Y|P_420362

hypothetical protein amb0999
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>0i|499702691|ref[WP_011383425.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82944939|dbj|BAE49803.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

82

24

58

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_421340

ABC-type dipeptide/oligopeptide/nickel
transport systems [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>Qi|499703646|ref|[WP_011384380.1] ABC-
type dipeptide/oligopeptide/nickel transport
systems [Magnetospirillum  magneticum]
>Qi|82945917|dbj|BAE50781.1]  ABC-type
dipeptide/oligopeptide/nickel transport
systems [Magnetospirillum  magneticum
AMB-1]

207

56

36

[Con formato: Inglés (Estados Unid
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Y|P_421170

cation transport ATPase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>0i|499703478|ref|[WP_011384212.1| cation
transport ATPase [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82945747|dbj|BAE50611.1|
Cation transport ATPase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

735

16

62

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_421374

ABC-type sulfate transport  system
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>gi[499703680|ref[WP_011384414.1]
sulfate/thiosulfate  transporter permease
subunit  [Magnetospirillum  magneticum]
>gi|82945951|dbj|BAE50815.1]  ABC-type
sulfate transport system [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

279

56

27

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_420818

flavonol 3-sulfotransferase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>0i|499703131|ref[WP_011383865.1|
flavonol 3-sulfotransferase [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82945395|dbj|BAE50259.1|
Flavonol 3-sulfotransferase
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

280

52

30

YIP_420063

hypothetical protein amb0700
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>0i|499702409|ref[WP_011383143.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82944640|dbj|BAE49504.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

109

16

75

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_420786

hypothetical protein amb1423
[Magnetospirillum  magneticum  AMB-1]
>0i|499703099|ref[WP_011383833.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum] >gi|82945363|dbj|BAE50227.1|
hypothetical protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

72

20

50

[Con formato: Inglés (Estados Unid

Anexo 4. mamK. BlastP de la secuencia obtenida para C. agassizii con el

genoma de la tortuga C. mydas (taxid: 8469).
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Anexo 5. mamN. BlastP de la secuencia obtenida para C. agassizii con la
bacteria M. magneticum AMB-1 (taxid:342108).

No. acceso

Descripcion

Nucleétidos

%
cubierto

%
identidad

No. Descripcion Nucledtidos | % %

acceso cubierto | identidad

GU085695 | Chelonia mydas anonymous locus | 666 8 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
TBO01 genomic sequence

AY373753 | Chelonia mydas beta-actin | 1078 10 88 ( con formato: Inglés (Estados Unid
gene, partial cds

YP_420857

retron-type reverse transcriptase
[Magnetospirillum  magneticum  AMB-1]
>0i|499703170|ref|[WP_011383904.1|
reverse transcriptase [Magnetospirillum
magneticum]
>0i|82945434|dbj|BAE50298.1| Retron-type
reverse transcriptase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

470

a7

36

YP_423798

4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol
kinase  [Magnetospirilum  magneticum
AMB-1]
>0i|499706045|ref|[WP_011386779.1|
diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol
kinase [Magnetospirilum  magneticum]
>0i|97053180|sp|Q2VYT6.1|ISPE_MAGMM
RecName: Full=4-diphosphocytidyl-2-C-
methyl-D-erythritol  kinase; Short=CMK;
AltName: Full=4-(cytidine-5'-diphospho)-2-
C-methyl-D-erythritol kinase
>0i|82948375|dbj|BAE53239.1| 4-
diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol  2-
phosphate synthase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

4-

285

24

52

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_423099

CAMP-binding protein - catabolite gene
activator and regulatory subunit of cAMP-
dependent protein kinase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>Qi|499705358|ref|[WP_011386092.1|

CAMP-binding protein - catabolite gene
activator and regulatory subunit of cAMP-
dependent protein kinase [Magnetospirillum

232

40

34

88

[Con formato: Inglés (Estados Unid




magneticum]
>Qi|82947676|dbj|BAE52540.1| cAMP-
binding protein - catabolite gene activator
and regulatory subunit of cAMP-dependent
protein kinase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

YP_421684

dihydrolipoamide dehydrogenase
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>Qi|499703984|ref[WP_011384718.1|

dihydrolipoamide dehydrogenase
[Magnetospirillum magneticum]
>0i|82946261|dbj|BAE51125.1| Pyruvate/2-
oxoglutarate  dehydrogenase complex,
dihydrolipoamide  dehydrogenase (E3)
component, and related enzyme
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

462

24

41

YP_420471

arginine/lysine/ornithine decarboxylase
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>Qi|499702787|ref|[WP_011383521.1|
amino acid decarboxylase
[Magnetospirillum magneticum]
>Qi|82945048|dbj|BAE49912.1|
Arginine/lysine/ornithine decarboxylase
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

783

18

46

YP_419884

glutamate synthase [NADPH] large chain
precursor [Magnetospirillum magneticum
AMB-1]
>0i|499702230|ref[WP_011382964.1|
glutamate  synthase [Magnetospirillum
magneticum]
>0i|82944461|dbj|BAE49325.1| Glutamate
synthase [NADPH] large chain precursor
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

1507

17

66

YP_422534

Pirin-related  protein  [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>Qi|499704802|ref[WP_011385536.1|
nuclease PIN [Magnetospirillum
magneticum]
>0i[82947111|dbj|BAE51975.1] Pirin-
related protein [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

274

13

66

[Con formato: Inglés (Estados Unid

YP_422670

Pirin-related  protein  [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>gi|499704934|ref[WP_011385668.1|

274

13

66

89

[Con formato: Inglés (Estados Unid




nuclease PIN [Magnetospirillum
magneticum]

>Qi|82947247|dbj|BAE52111.1| Pirin-
related protein [Magnetospirillum

magneticum AMB-1]

YP_422315

NifX protein [Magnetospirillum magneticum
AMB-1]
>Qi|499704595|ref|[WP_011385329.1] NifX
protein  [Magnetospirillum  magneticum]
>0i|82946892|dbj|BAE51756.1| NifX protein
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

128

24

41

YP_420647

lysine 2,3-aminomutase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]
>0i|499702962|ref|[WP_011383696.1|
lysine 2,3-aminomutase [Magnetospirillum
magneticum]
>0i|82945224|dbj|BAE50088.1| Lysine 2,3-
aminomutase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

344

44

38

YP_419966

phosphatidylserine synthase
[Magnetospirilum  magneticum  AMB-1]
>Qi|l499702312|ref|[WP_011383046.1| CDP-
diacylglycerol--serine O-
phosphatidyltransferase [Magnetospirillum
magneticum]
>gi|82944543|dbj|BAE49407.1|
Phosphatidylserine synthase
[Magnetospirillum magneticum AMB-1]

264

18

53

Anexo 6. mamN. BlastP de la secuencia obtenida para C. agassizii con el

genoma de latortuga C. mydas (taxid: 8469).

[Con formato: Inglés (Estados Unid

90

No. acceso | Descripcion Nucleétidos | % %
cubierto | identidad
EMP30674 | hypothetical protein UY3_12191 | 210 31 68 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]
EMP38585 | Immunoglobulin superfamily member | 210 18 71 ( con formato: Inglés (Estados Unid
1 [Chelonia mydas]
EMP24552 | Lamin-B receptor [Chelonia mydas] | 482 21 80



EMP36992 | Putative methyltransferase NSUNS6, | 437 23 57
partial [Chelonia mydas]

EMP41168 | hypothetical protein UY3_01587 | 243 18 69 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP29876 | G/T mismatch-specific thymine DNA | 392 18 40 ( con formato: Inglés (Estados Unid
glycosylase, partial [Chelonia
mydas]

EMP36345 | Amyloid beta A4 precursor protein- | 491 23 50 ( con formato: Inglés (Estados Unid
binding family B member 3 [Chelonia
mydas]

EMP35361 | Proto-oncogene DBL  [Chelonia | 1073 15 100
mydas]

EMP26848 | Putative cation-transporting ATPase | 1535 14 75 ( con formato: Inglés (Estados Unid
13A2 [Chelonia mydas]

EMP24110 |YjeF N-terminal domain-containing | 119 13 77 ( con formato: Inglés (Estados Unid
protein 3, partial [Chelonia mydas]

EMP29552 | Amyloid beta A4 precursor protein- | 154 31 37 ( con formato: Inglés (Estados Unid
binding family B member 2, partial
[Chelonia mydas]

EMP32084 | Brain mitochondrial carrier protein 1 | 285 20 57
[Chelonia mydas]

EMP25649 | Acyl-coenzyme A thioesterase 9 | 365 17 66
[Chelonia mydas]

EMP29624 |tRNA pseudouridine synthase 3 |491 18 100
[Chelonia mydas]

EMP37317 | Protein CLEC16A [Chelonia mydas] | 1088 13 100

EMP24048 | DNA ligase 1 [Chelonia mydas] 1122 11 75

EMP24656 | hypothetical protein UY3_18280 | 219 15 80 [Con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP35755 | Sodium/hydrogen exchanger 8 |590 14 75 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP33848 | Retinoic acid receptor alpha | 230 11 100
[Chelonia mydas]

EM’IP25713 hypothetical protein UY3_17216 | 305 17 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid
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[Chelonia mydas]

EMP38502 | Dapper like protein 2 [Chelonia | 686 15 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
mydas]

EMP29380 | Signal transducer and activator of | 698 14 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid
transcription 6 [Chelonia mydas]

EMP26470 | hypothetical protein UY3_16457 | 1078 34 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP29979 | Protein turtle like protein A [Chelonia | 1475 26 66 ( con formato: Inglés (Estados Unid
mydas]

EMP38434 | Transcription factor SOX-14 | 240 10 85 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP39390 | Neuropeptide-like protein C4orf48 | 271 10 77 ( con formato: Inglés (Estados Unid
like protein [Chelonia mydas]

EMP36471 | Transcription factor SOX-2 [Chelonia | 315 10 85 ( con formato: Inglés (Estados Unid
mydas]

EMP34834 | Protein THEMIS, partial [Chelonia | 506 11 75 ( con formato: Inglés (Estados Unid
mydas]

EMP40179 | Centrosomal protein of 95 kDa | 738 10 100
[Chelonia mydas]

EMP42042 | hypothetical protein  UY3_00696 | 763 23 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP28414 | Transmembrane protein 39B, partial | 779 11 100
[Chelonia mydas]

EMP27941 | Extracellular matrix protein 1| 1139 11 75
[Chelonia mydas]

EMP38804 | Interferon-induced very large | 1716 17 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
GTPase 1 [Chelonia mydas]

EMP38574 | hypothetical protein  UY3_04218 | 4878 14 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP36317 | hypothetical protein UY3_06532 | 316 13 60 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP27834 | Ras and Rab interactor 3 [Chelonia | 390 18 44 ( con formato: Inglés (Estados Unid
mydas]
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EMP31730 | hypothetical protein UY3_ 11146 | 397 10 85 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP30245 | hypothetical protein  UY3_12665 | 495 14 60 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP31323 | Apolipoprotein A-l-binding protein | 703 26 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP31681 | SEC23-interacting protein [Chelonia | 758 8 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
mydas]

EMP31385 | Breast cancer anti-estrogen | 862 23 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
resistance protein 1 [Chelonia
mydas]

EMP25771 | Sodium/calcium exchanger 1|886 13 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP37635 | Run domain Beclin-1 interacting and | 954 17 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
cystein-rich containing protein
[Chelonia mydas]

EMP24522 | ALK tyrosine kinase receptor, partial | 1174 20 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP36546 | Inactive tyrosine-protein kinase 7 | 1498 13 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP42611 | hypothetical protein UY3 00076, | 2690 15 72
partial [Chelonia mydas]

EMP37985 | Immunoglobulin superfamily member | 2719 14 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
10 [Chelonia mydas]

EMP29136 | Fibrillin-1, partial [Chelonia mydas] 2812 13 100

EMP33091 | MAPK-interacting and  spindle- | 240 15 61 ( con formato: Inglés (Estados Unid
stabilizing protein-like protein, partial
[Chelonia mydas]

EMP37386 | Extracellular superoxide dismutase | 245 26 55
[Cu-Zn] [Chelonia mydas]

EMP36020 | 60S ribosomal protein L4 [Chelonia | 283 7 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
mydas]

EMP31740 | D-beta-hydroxybutyrate 390 14 75

dehydrogenase [Chelonia mydas]
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EMP38019 | Glutamyl-tRNA(GIn) 465 10 100
amidotransferase subunit A like
protein, partial [Chelonia mydas]

EMP30493 |Zinc  metalloproteinase-disintegrin | 687 20 64
VLAIP-A [Chelonia mydas]

EMP31131 | DNA polymerase epsilon subunit 2 | 745 15 66
[Chelonia mydas]

EMP40766 | Glutamate receptor delta-1 subunit, | 750 18 44
partial [Chelonia mydas]

EMP39093 | Metabotropic glutamate receptor 1| 840 11 100
[Chelonia mydas]

EMP31009 | Spermatogenesis-associated serine- | 882 11 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid
rich protein 2 [Chelonia mydas]

EMP27992 | Thrombospondin-3 [Chelonia mydas] | 967 13 75

EMP28897 | DNA ligase 3 [Chelonia mydas] 997 10 100

EMP36968 | Keratin, type Il cytoskeletal 75| 1049 10 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP42632 | Phosphatidylinositol-3,4,5- 1182 14 100 [Con formato: Inglés (Estados Unid
trisphosphate  5-phosphatase 1,
partial [Chelonia mydas]

EMP33949 | Methyl-CpG-binding domain protein | 1719 13 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid
5 [Chelonia mydas]

EMP28083 | UPF0606 protein Cllorf4l | 1974 27 41 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP24394 | hypothetical protein UY3_18632 | 123 15 52 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP33097 | hypothetical protein UY3_09757 | 204 10 71 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP42063 | hypothetical protein  UY3_00653 | 271 15 100 ( Con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP27713 | hypothetical protein UY3_15188 | 437 13 80 ( Con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP41017 | Cryptochrome-1 [Chelonia mydas] 530 17 83

EMP40309 | Frizzled-10 [Chelonia mydas] 585 8 100
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EMP26738 | G2/M phase-specific E3 ubiquitin- | 609 11 72 ( con formato: Inglés (Estados Unid
protein ligase [Chelonia mydas]

EMP38782 | Cytosolic phospholipase A2, partial | 711 18 61 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP26837 | Ectonucleotide 763 18 80 [Con formato: Inglés (Estados Unid
pyrophosphatase/phosphodiesterase
family member 7 [Chelonia mydas]

EMP26547 | Glutamate [NMDA] receptor subunit | 811 11 100
zeta-1 [Chelonia mydas]

EMP26871 | Exocyst complex component 3-like | 860 24 100 ( Con formato: Inglés (Estados Unid
protein [Chelonia mydas]

EMP25892 | hypothetical protein  UY3_17026 | 960 33 66 [Con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP38646 | N-acetyl-beta-glucosaminyl- 1011 17 100
glycoprotein 4-beta-N-
acetylgalactosaminyltransferase 1,
partial [Chelonia mydas]

EMP39145 | Phosphorylase b kinase regulatory | 1303 8 100 ( Con formato: Inglés (Estados Unid
subunit alpha, skeletal muscle
isoform [Chelonia mydas]

EMP30579 | Phosphoenolpyruvate carboxykinase | 1892 18 100 ( Con formato: Inglés (Estados Unid
[GTP] [Chelonia mydas]

EMP26150 | Tudor domain-containing protein 6 | 2132 10 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP28003 | GON-4-like protein [Chelonia mydas] | 2314 10 87 [Con formato: Inglés (Estados Unid

EMP39798 | Obscurin [Chelonia mydas] 7577 15 100

EMP39283 | hypothetical protein UY3_03524 | 118 8 83 ( Con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP39419 | hypothetical protein  UY3_ 03360 | 139 14 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP27794 | Putative protein C2lorf63 like | 155 20 50 ( Con formato: Inglés (Estados Unid
protein [Chelonia mydas]

EMP36274 | 60S ribosomal protein L13 [Chelonia | 211 8 83 ( Con formato: Inglés (Estados Unid
mydas]
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EMP26589 | Ubiquitin-conjugating enzyme E2 H | 217 11 77
[Chelonia mydas]

EMP37253 | Transmembrane protein 56 | 229 21 60
[Chelonia mydas]

EMP42523 | hypothetical protein  UY3_00207 | 253 20 46 [Conformato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP33821 | Transcription factor CP2-like protein | 343 14 42 ( con formato: Inglés (Estados Unid
1 [Chelonia mydas]

EMP24239 |SH2 domain-containing adapter | 385 15 61 ( con formato: Inglés (Estados Unid
protein D [Chelonia mydas]

EMP31285 | Acidic leucine-rich nuclear | 390 13 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
phosphoprotein 32 family member E
[Chelonia mydas]

EMP41367 | Putative sodium-coupled neutral | 407 14 72 ( con formato: Inglés (Estados Unid
amino acid transporter 9 [Chelonia
mydas]

EMP28970 | Alpha-globin transcription factor | 408 14 42
CP2, partial [Chelonia mydas]

EMP32040 | mRNA cap guanine-N7 | 435 15 63
methyltransferase [Chelonia mydas]

EMP32840 | Transient receptor potential cation | 441 11 75 ( con formato: Inglés (Estados Unid
channel subfamily M member 5
[Chelonia mydas]

EMP36962 | SPRY domain-containing protein 3 | 452 17 75 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP40864 | RWD domain-containing protein 4 | 474 20 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP38283 | Vitamin D 25-hydroxylase [Chelonia | 492 20 45

mydas]

Anexo 7. mamO. BlastP de la secuencia obtenida para C. agassizii con la
bacteria M. magneticum AMB-1 (taxid:342108).

No. acceso

Descripcion

Nucleétidos

%
cubierto

%
identidad
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Y|P_420449 | hypothetical protein amb1086 | 281 26 34 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Magnetospirillum magneticum AMB-
1]
>Qi|499702765|ref[WP_011383499.1|
hypothetical protein
[Magnetospirillum magneticum]
>Qi|82945026|dbj|BAE49890.1|
hypothetical protein
[Magnetospirillum magneticum AMB-
1]
YP_422203 | polyphosphate kinase | 735 21 30
[Magnetospirillum magneticum AMB-
1
>]gi|499704483|ref|WP_011385217.1|
polyphosphate kinase
[Magnetospirillum magneticum]
>Qi|82946780|dbj|BAE51644.1|
Polyphosphate kinase
[Magnetospirillum magneticum AMB-
1]
Y|P_420057 | hypothetical protein amb0694 | 424 12 35 ( con formato: Inglés (Estados Unid

[Magnetospirillum magneticum AMB-
1]
>0i|499702403|ref[WP_011383137.1|
aminotransferase [Magnetospirillum
magneticum]
>Qi|82944634|dbj|BAE49498.1|
Aspartate/tyrosine/aromatic
aminotransferase [Magnetospirillum
magneticum AMB-1]

Anexo 8. MamO. BlastP de la secuencia obtenida para C. agassizii con el

genoma de la tortuga C. mydas (taxid: 8469).
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No. Descripcion Nucledtidos | % %

acceso cubierto | identidad

EMP36090 | Chromodomain-helicase-DNA- 597 8 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
binding protein 7 [Chelonia
mydas]

EMP31670 | Serine protease HTRA1 | 371 7 100



[Chelonia mydas]

EMP38878 | JIQ motif and SEC7 domain-| 1131 8 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
containing protein 1, partial
[Chelonia mydas]

EMP31307 | E3 SUMO-protein ligase PIAS3 | 1614 6 100
[Chelonia mydas]

EMP38401 | Zinc finger matrin-type protein 3 | 424 16 60 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP28074 | Estrogen receptor beta [Chelonia | 483 10 100
mydas]

EMP33538 | Mucin-16 [Chelonia mydas] 1212 10 100

EMP32484 | Nicotinate 1281 10 100
phosphoribosyltransferase
[Chelonia mydas]

EMP34429 | hypothetical protein UY3_08404 | 154 8 71 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP33919 | hypothetical protein UY3_08930 | 357 12 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP34137 | RING finger protein 10 [Chelonia | 749 8 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
mydas]

EMP36209 A disintegrin and | 1169 6 100 [Conformato:Inglés(EstadosUnid
metalloproteinase with
thrombospondin motifs 18, partial
[Chelonia mydas]

EMP31380 | WD repeat-containing protein 59 | 1141 6 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP40086 | Kinesin-like protein KIF14 | 1543 16 83 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP25760 | UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N- | 396 8 52
acetylglucosaminyltransferase 2
[Chelonia mydas]

EMP32100 | NHS-like protein 2 [Chelonia | 850 20 100 [Con formato: Inglés (Estados Unid
mydas]

EMP30878 | GEM-interacting protein [Chelonia | 1125 16 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid

mydas]
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EMP42588 | Thyroid adenoma-associated | 1618 7 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
protein like protein [Chelonia
mydas]

EMP28692 | hypothetical protein UY3_14205 | 171 10 63 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP34848 | hypothetical protein UY3_07985 | 263 8 83 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP31726 | NADH-cytochrome b5 reductase | 298 10 42
3 [Chelonia mydas]

EMP39456 | hypothetical protein UY3_ 03333 | 616 13 100 ( Con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP25354 | JQ motif and SEC7 domain- | 1050 9 100 [Conformato:Inglés(EstadosUnid
containing protein 3 [Chelonia
mydas]

EMP35131 | Neural cell adhesion molecule 1, | 1094 13 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
partial [Chelonia mydas]

EMP24104 | Neurocan core protein [Chelonia | 1559 16 100
mydas]

EMP24553 | Dynein heavy chain 6, axonemal | 3786 9 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP36680 | hypothetical protein UY3_06172 | 180 5 66 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP36791 | POU domain, class 6, | 254 10 100 [Conformato:Inglés(Estadosumd
transcription factor 2 [Chelonia
mydas]

EMP37886 | Cell surface A33  antigen | 289 19 100
[Chelonia mydas]

EMP27722 | hypothetical protein UY3_ 15197 | 366 5 88 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP39144 | Bone morphogenetic protein 15 | 400 8 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP32818 | Zinc transporter ZIP8 [Chelonia | 496 6 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
mydas]

EMP28669 | Butyrophilin-like protein 1509 14 44 ( con formato: Inglés (Estados Unid
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[Chelonia mydas]

EMP25339 | Platelet-activating factor | 522 8 66 ( con formato: Inglés (Estados Unid
acetylhydrolase 2, cytoplasmic
[Chelonia mydas]

EMP30918 | ADP-ribosylation  factor-binding | 709 7 72 ( con formato: Inglés (Estados Unid
protein GGA3, partial [Chelonia
mydas]

EMP36545 | Kinesin light chain 4 [Chelonia | 866 9 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid
mydas]

EMP37334 | DNA repair endonuclease XPF | 959 7 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP35486 | StAR-related lipid transfer protein | 1063 11 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
13, partial [Chelonia mydas]

EMP35410 | THO complex subunit 2, partial | 1491 16 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP31445 | Down syndrome cell adhesion | 1840 6 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
molecule, partial [Chelonia
mydas]

EMP23972 | Stabilin-2 [Chelonia mydas] 2002 7 100

EMP26660 | DNA polymerase delta subunit 4 | 128 7 80
[Chelonia mydas]

EMP41806 | Butyrophilin subfamily 1 member | 292 7 100 ( Con formato: Inglés (Estados Unid
Al [Chelonia mydas]

EMP30642 | Neuronal pentraxin-2 [Chelonia | 443 10 83
mydas]

EMP39179 | Testis-expressed sequence 11 |530 7 75 ( con formato: Inglés (Estados Unid
protein [Chelonia mydas]

EMP25685 | Gamma-taxilin [Chelonia mydas] | 646 6 100

EMP42484 | Olfactory receptor 52N4 [Chelonia | 684 7 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
mydas]

EMP40179 | Centrosomal protein of 95 kDa | 738 9 54
[Chelonia mydas]

EMP37789 | Serine/threonine-protein  kinase | 1001 6 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid

100




TAOL1 [Chelonia mydas]

EMP34739

PHD and RING finger domain-
containing protein 1 [Chelonia
mydas]

1396

10

100

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP40653

[Putative protein C180rf63

[Chelonia mydas]

296

80

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP34859

Zinc finger and SCAN domain-
containing protein 20 [Chelonia
mydas]

325

10

100

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP31574

JUbiquitin-like  modifier-activating
enzyme 5 [Chelonia mydas]

337

12

38

EMP25857

Syntaxin-5 [Chelonia mydas]

339

100

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP37744

Rab effector Noc2
mydas]

[Chelonia

347

100

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP28093

Wilms tumor protein like protein B
[Chelonia mydas]

353

10

100

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP32405

Coiled-coil domain-containing
protein 42 like protein [Chelonia
mydas]

381

45

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP32434

CDP-diacylglycerol--glycerol-3-
phosphate 3-
phosphatidyltransferase [Chelonia
mydas]

446

100

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid

EMP30249

Bifunctional ATP-dependent
dihydroxyacetone kinase/FAD-
AMP lyase (cyclizing) [Chelonia
mydas]

608

100

EMP40228

Microcephalin [Chelonia mydas]

723

100

EMP34748

Alpha-1,6-mannosylglycoprotein
6-beta-N-
acetylglucosaminyltransferase A,
partial [Chelonia mydas]

736

100

EMP27867

Alpha-tubulin N-acetyltransferase
[Chelonia mydas]

834

100

EMP30855

Prolargin [Chelonia mydas]

1005

10

83

101

[ Con formato:

Inglés (Estados Unid




EMP26875 | Enhancer of mRNA-decapping | 1460 8 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
protein 4 [Chelonia mydas]

EMP36079 | Ras GTPase-activating-like | 1941 8 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
protein IQGAP1 [Chelonia mydas]

EMP34474 | Voltage-dependent R-type | 1979 15 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
calcium channel subunit alpha-1E
[Chelonia mydas]

EMP37320 | hypothetical protein UY3_05455 | 2166 9 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP36699 | DNA-dependent protein kinase | 4085 14 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
catalytic subunit [Chelonia mydas]

EMP26078 | EGF-containing fibulin-like | 143 6 47 [Conformato: Inglés (Estados Unid
extracellular matrix protein 1
[Chelonia mydas]

EMP25718 | hypothetical protein UY3 17199 | 234 8 62 [Conformato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP24033 | hypothetical protein UY3 18904 | 312 13 44 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP35417 | hypothetical protein UY3 07380 | 346 12 63 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP35224 | Apoptosis-enhancing nuclease | 418 8 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP37120 | Tectonic-1 [Chelonia mydas] 572 8 100

EMP31086 | Synaptotagmin-like  protein 1| 660 11 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP30362 | hypothetical protein UY3_ 12515 | 683 12 100 [ con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP32379 | UDP-N-acetylglucosamine/UDP- | 731 7 66
glucose/GDP-mannose
transporter [Chelonia mydas]

EMP27997 | Potassium/sodium 877 11 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid

hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide-gated channel 4
[Chelonia mydas]
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EMP41255 | Nuclear factor of activated T-cells, | 1008 15 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
cytoplasmic 3 [Chelonia mydas]

EMP25670 | Mitogen-activated protein kinase | 1043 10 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
kinase kinase 15, partial
[Chelonia mydas]

EMP42563 | RNA-binding protein 6, partial | 1114 10 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP31449 | Interferon-induced  GTP-binding | 1328 11 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
protein Mx1, partial [Chelonia
mydas]

EMP30169 | hypothetical protein UY3_12681 | 1344 7 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP26255 | Collagen alpha-2(V) chain, partial | 1439 5 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP24127 | hypothetical protein UY3 18764 | 126 5 80 [Conformato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP38288 | Triosephosphate isomerase | 149 8 58
[Chelonia mydas]

EMP36748 | hypothetical protein UY3_06069 | 158 6 50 [ Con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP25502 | KRR1 small subunit processome | 159 5 80 [ Con formato: Inglés (Estados Unid
component like protein [Chelonia
mydas]

EMP41012 | hypothetical protein UY3_01829 | 172 8 55 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP32629 | |Jg kappa chain V-IIl region HAH, | 175 16 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid
partial [Chelonia mydas]

EMP34430 | hypothetical protein UY3_08405 | 177 6 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP35728 | 2-oxoisovalerate dehydrogenase | 232 6 57
subunit beta, partial [Chelonia
mydas]

EMP25873 | hypothetical protein UY3_ 17046 | 252 7 100 ( Con formato: Inglés (Estados Unid

[Chelonia mydas]
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EMP23974 | hypothetical protein UY3_18917 | 273 14 80 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP33866 | Hyaluronidase-1 [Chelonia | 304 7 80
mydas]

EMP37768 | hypothetical protein UY3_05051 | 322 6 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
[Chelonia mydas]

EMP27023 | Serologically defined colon cancer | 384 5 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
antigen 3 like protein [Chelonia
mydas]

EMP32399 | Alpha-1-antiproteinase [Chelonia | 431 6 83
mydas]

EMP29739 | DnaJ like protein subfamily C | 466 5 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid
member 3, partial [Chelonia
mydas]

EMP41197 | Acetylcholine receptor subunit | 494 4 100 ( con formato: Inglés (Estados Unid

gamma [Chelonia mydas]

Anexo 9. mamA. BlastP de la secuencia obtenida para C. agassizii con el

genoma de la tortuga C. mydas (taxid: 8469).

No. Descripcién Nucledtidos | % %
acceso cubierto | identidad
EMP33955 | A disintegrin and | 771 29 100
metalloproteinase with
thrombospondin motifs 20
[Chelonia mydas]
EMP34748 | Alpha-1,6-mannosylglycoprotein | 736 23 100
6-beta-N-
acetylglucosaminyltransferase A,
partial [Chelonia mydas]
EMP30629 | Arf-GAP with dual PH domain- | 357 64 100
containing protein 1, partial
[Chelonia mydas]
EMP30784 | Atrial natriuretic peptide receptor | 745 58 100
1 [Chelonia mydas]
EMP26385 | Autophagy-related protein 13 | 548 35 100
[Chelonia mydas]
EMP25273 | BAH and coiled-coil domain- | 1347 52 66
containing protein 1 [Chelonia
mydas]
EMP31504 | BCL-6 corepressor, partial | 1732 41 80
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[Chelonia mydas]

EMP28068 | BTB/POZ domain-containing | 486 35 83
protein 6 [Chelonia mydas]

EMP28458 | Calcium/calmodulin-dependent 684 29 80
protein kinase type Il subunit
gamma [Chelonia mydas]

EMP27768 | Chordin-like protein 2 [Chelonia | 415 35 83
mydas]

EMP23956 | Complement Cls subcomponent | 745 35 100
[Chelonia mydas]

EMP42226 | Cytoplasmic tRNA 2-thiolation | 538 29 80
protein 1 [Chelonia mydas]

EMP27061 | Cytosolic endo-beta-N- | 689 35 66
acetylglucosaminidase, partial
[Chelonia mydas]

EMP35996 | DENN domain-containing protein | 1205 94 56
2C [Chelonia mydas]

EMP41385 | DEP domain-containing protein | 919 100 75
1B [Chelonia mydas]

EMP38055 | DNA polymerase zeta catalytic | 2900 47 100
subunit [Chelonia mydas]

EMP42185 | Dedicator of cytokinesis protein 1 | 892 64 63
[Chelonia mydas]

EMP29834 | Dedicator of cytokinesis protein 2 | 969 64 63
[Chelonia mydas]

EMP30497 | Dedicator of cytokinesis protein 5 | 1810 64 63
[Chelonia mydas]

EMP31112 | Discoidin, CUB and LCCL |788 29 100
domain-containing  protein 1
[Chelonia mydas]

EMP33877 | Dynein heavy chain 1, axonemal | 3949 29 80
[Chelonia mydas]

EMP34266 | Epiplakin [Chelonia mydas] 2908 23 100

EMP32049 | Fibrillin-2 [Chelonia mydas] 2876 41 100

EMP32178 | Fibroblast growth factor receptor- | 339 23 100
like 1 [Chelonia mydas]

EMP36860 | G patch domain-containing | 1485 100 47
protein 1 [Chelonia mydas]

EMP40338 | G protein-coupled receptor kinase | 761 41 71
7 [Chelonia mydas]

EMP38539 | Glutamine-rich protein 1|605 35 66
[Chelonia mydas]

EMP38793 | Hemicentin-1 [Chelonia mydas] 2512 41 71

EMP35478 | Hephaestin [Chelonia mydas] 1124 70 83

EMP40520 | Histone-lysine N- | 789 58 60
methyltransferase EZH1
[Chelonia mydas]

EMP36183 | Histone-lysine N- | 787 58 60
methyltransferase EZH2

105




[Chelonia mydas]

EMP34785 | Immunoglobulin superfamily | 769 64 54
member 3 [Chelonia mydas]

EMP40177 | Importin subunit alpha-2 | 529 41 85
[Chelonia mydas]

EMP36961 | Insulin-like growth factor-binding | 137 88 53
protein 6 [Chelonia mydas]

EMP38348 | Integrin beta-5 [Chelonia mydas] | 984 29 100

EMP34737 | Interferon regulatory factor 3 |444 29 100
[Chelonia mydas]

EMP38804 | Interferon-induced very large | 1716 35 83
GTPase 1 [Chelonia mydas]

EMP27514 | Intestinal-type alkaline | 433 47 62
phosphatase [Chelonia mydas]

EMP35292 | Krev interaction trapped protein 1, | 717 29 80
partial [Chelonia mydas]

EMP24216 | Lysine-specific demethylase 4B | 1200 88 53
[Chelonia mydas]

EMP42381 | Major histocompatibility complex | 276 35 83
class I-related gene protein
[Chelonia mydas]

EMP37646 | Mannan-binding lectin  serine | 928 29 80
protease 1 [Chelonia mydas]

EMP41528 | Mannan-binding lectin  serine | 728 147 100
protease 2 [Chelonia mydas]

EMP29578 | Microtubule-associated protein 4 | 2837 70 100
[Chelonia mydas]

EMP24065 | Myosin-IXb [Chelonia mydas] 2575 47 100

EMP26237 | Myosin-Ib [Chelonia mydas] 864 70 50

EMP33533 | Myosin-If [Chelonia mydas] 1569 29 100

EMP28603 | Myosin-Vlla [Chelonia mydas] 2132 52 55

EMP29858 | NF-kappa-B inhibitor delta | 391 35 83
[Chelonia mydas]

EMP28273 | NFX1-type zinc finger-containing | 1823 23 100
protein 1 [Chelonia mydas]

EMP30843 | Neurofascin, partial [Chelonia | 1314 88 100
mydas]

EMP39012 | Neuronal cell adhesion molecule | 831 35 83
[Chelonia mydas]

EMP37009 | OTU domain-containing protein 1 | 232 35 83
[Chelonia mydas]

EMP34983 | PHD finger protein 3 [Chelonia | 2094 41 71
mydas]

EMP36791 | POU domain, class 6, | 254 35 83
transcription factor 2 [Chelonia
mydas]

EMP38719 | Potassium voltage-gated channel | 1039 23 100

subfamily H member 7, partial
[Chelonia mydas]
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EMP29061 | Protein CEPU-1 [Chelonia | 182 76 80
mydas]

EMP26671 | Protein EFR3 like protein A | 601 47 100
[Chelonia mydas]

EMP32576 | Protein Jade-3 [Chelonia mydas] | 1446 35 83

EMP29979 | Protein turtle like protein A | 1475 41 100
[Chelonia mydas]

EMP34098 | Putative G-protein coupled | 1275 35 100
receptor 128 [Chelonia mydas]

EMP39387 | Putative histone-lysine N- | 1367 58 70
methyltransferase NSD2
[Chelonia mydas]

EMP30773 | Putative protein C9orf84, partial | 912 47 83
[Chelonia mydas]

EMP27314 | RING finger protein B [Chelonia | 574 29 80
mydas]

EMP32002 | Ras-related GTP-binding protein | 308 23 100
A [Chelonia mydas]

EMP33475 | Regulator of differentiation 1, | 1600 23 100
partial [Chelonia mydas]

EMP41278 | Retinoblastoma-like protein 2 | 850 29 80
[Chelonia mydas]

EMP31150 | Rho-associated protein kinase 1 | 1749 47 75
[Chelonia mydas]

EMP40430 | Rho-related BTB domain- | 692 35 83
containing protein 1 [Chelonia
mydas]

EMP26076 | Serine/threonine-protein 800 58 60
phosphatase 4 regulatory subunit
3B [Chelonia mydas]

EMP36126 | Sodium channel protein type 5118 64 63
subunit alpha [Chelonia mydas]

EMP39733 | Sodium- and chloride-dependent | 271 35 83
GABA transporter 3 [Chelonia
mydas]

EMP34224 | Sonic hedgehog protein [Chelonia | 235 47 71
mydas]

EMP25815 | Sorting nexin-15 [Chelonia | 696 29 100
mydas]

EMP27798 | Sperm-associated antigen 16 | 272 70 100
protein, partial [Chelonia mydas]

EMP40573 | Storkhead-box protein 1830 76 53
[Chelonia mydas]

EMP31956 | Sushi repeat-containing protein | 462 29 100
SRPX2 [Chelonia mydas]

EMP38798 | TRMT1-like protein [Chelonia | 788 70 66
mydas]

EMP29055 | Thymocyte nuclear protein 1 |175 29 100

[Chelonia mydas]

107




EMP35585 | Transmembrane and coiled-coil | 478 29 100
domains protein 1 [Chelonia
mydas]

EMP37230 | Transportin-2 [Chelonia mydas] 928 29 100

EMP36928 | Trinucleotide  repeat-containing | 1784 35 100
gene 6A protein [Chelonia mydas]

EMP40194 | U3 small nucleolar RNA- | 596 29 80
associated protein 6 like protein
[Chelonia mydas]

EMP31527 | UPFO505  protein  C160rf62 | 1788 35 100
[Chelonia mydas]

EMP33075 | Ubiquitin carboxyl-terminal | 529 29 100
hydrolase 22-A [Chelonia mydas]

EMP42101 | Zinc finger and BTB domain- | 1178 88 85
containing protein 40 [Chelonia
mydas]

EMP28424 | Zinc finger and BTB domain- | 479 58 70
containing protein 8B [Chelonia
mydas]

EMP25351 | Zinc finger protein 91 [Chelonia | 1083 23 100
mydas]

EMP40649 | hypothetical protein UY3_02124 | 1612 47 100
[Chelonia mydas]

EMP38977 | hypothetical protein UY3_03810 | 854 100 47
[Chelonia mydas]

EMP38574 | hypothetical protein UY3_04218 | 4878 35 83
[Chelonia mydas]

EMP37904 | hypothetical protein UY3_04886 | 1089 88 60
[Chelonia mydas]

EMP36999 | hypothetical protein UY3_05804 | 92 64 63
[Chelonia mydas]

EMP35547 | hypothetical protein UY3_07262 | 101 29 80
[Chelonia mydas]

EMP34783 | hypothetical protein UY3_08058 | 352 52 77
[Chelonia mydas]

EMP33630 | hypothetical protein UY3_09161 | 2176 29 100
[Chelonia mydas]

EMP33003 | hypothetical protein UY3_09849 | 234 64 63
[Chelonia mydas]

EMP27792 | hypothetical protein UY3_15113 | 115 23 100
[Chelonia mydas]

EMP26018 | hypothetical protein UY3 16904 | 184 64 54
[Chelonia mydas]

EMP39035 | von Willebrand factor A domain- | 624 29 100

containing protein 2 [Chelonia
mydas]
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Anexo 10. Secuencias empleadas para el andlisis de similitud de cada uno

de los 7 genes mam de C. agassizii.

Gen Numero Numero de | Descripcidn % de

de acceso | aminoacidos ) identidad

(Chelonia mydas)
mamB | EMP25337 | 725 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM63 17

EMP29143 | 504 Zinc transporter 4 17

EMP36535 | 677 Zinc transporter 5 13

EMP29708 | 275 Zinc transporter 8 18

EMP37912 | 366 Zinc transporter 3 16

EMP31173 | 320 Zinc transporter 10 12

EMP26721 | 448 Zinc transporter 9, partial 13

EMP37444 | 474 Zinc transporter 1 14

EMP37481 | 384 Zinc transporter 6 10

EMP33196 | 266 Zinc transporter 7 15

EMP28717 | 226 JFat storage-inducing transmembrane | 31 ( Con formato: Inglés (Estados Unid
protein 2

EMP29735 | 233 hypothetical  protein  UY3_13104, | 36
partial

EMP33458 | 823 SH3 and PX domain-containing | 40 [ Con formato: Inglés (Estados Unid
protein 2B

EMP27695 | 309 hypothetical protein UY3_15199 40

EMP25605 | 434 Testin 29

EMP35766 | 1123 Activity-dependent neuroprotector | 38 ( con formato: Inglés (Estados Unid
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homeobox protein

mamK | EMP32918 | 475 Actin-related protein 2 21

EMP42566 | 394 Actin-3 22

EMP39239 | 394 Actin-related protein 2-B 20

EMP25944 | 377 Actin-1 19

EMP25271 | 375 Actin, cytoplasmic 2 21

EMP26366 | 34967 Titin, partial 30

EMP31587 | 183 FYVE and coiled-coil domain- | 31 ( Con formato: Inglés (Estados Unid
containing protein 1

mamN | EMP32569 | 731 P protein, partial 26

EMP42314 | 304 Peroxisome biogenesis factor 2,|24
partial

EMP31914 | 508 Sodium-coupled neutral amino acid | 48 ( con formato: Inglés (Estados Unid
transporter 2

EMP38772 | 2426 Telomere-associated protein RIF1 35

EMP24208 | 749 Scaffold attachment factor B1 51

EMP24318 | 857 Neuropilin-2, partial 28

EMP37650 | 402 Lipoma-preferred partner like protein | 40 ( con formato: Inglés (Estados Unid

EMP34791 | 1292 B-cell CLL/lymphoma 9 protein, partial | 47 ( con formato: Inglés (Estados Unid

EMP24359 | 1339 Splicing factor 3B subunit 1 37

EMP41035 | 656 hypothetical protein UY3_ 01729 32

EMP39511 | 928 Dynamin-2 50

EMP28301 | 775 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate 50
dehydrogenase

EMP34863 | 1413 Splicing factor 3A subunit 3 40

EMP37715 | 1003 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase | 45
32

EMP36335 | 196 Putative protein C120rf29 like protein | 27 ( Con formato: Inglés (Estados Unid

EMP28793 | 743 Ras-interacting protein 1, partial 36

EMP35544 | 838 E3 ubiquitin ligase RNF4, partial 35
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EMP39944 | 1408 Coiled-coil and C2 domain-containing | 52 ( con formato: Inglés (Estados Unid
protein 2A
mamO | EMP29828 | 312 Serin protease HTRA2 25
EMP31670 | 371 Serin protease HTRAL 27
EMP38881 | 589 Putative serine protease HTRA3 27
EMP40027 | 309 [Putative protein CXorf21 like protein 23 ( con formato: Inglés (Estados Unid
EMP23903 | 431 hypothetical protein UY3_ 19039 31
EMP24872 | 517 NACHT, LRR and PYD domains- |23 [Con formato: Inglés (Estados Unid
containing protein 1, partial
EMP42421 | 637 Rho-related BTB domain-containing | 41 ( con formato: Inglés (Estados Unid
protein 1
EMP28669 | 509 Butyrophilin-like protein 1 30
mamH | EMP31700 | 457 Synaptic vesicular amine transporter | 20
EMP33272 | 499 Major facilitator superfamily domain- | 34 ( con formato: Inglés (Estados Unid
containing protein 2A
EMP30328 | 555 Solute carrier family 22 member 2 42
EMP34835 | 406 Receptor-type tyrosine-protein | 23 [ Con formato: Inglés (Estados Unid
phosphatase kappa
EMP28674 | 496 Sialin 23
mamM | EMP29708 | 275 Zinc transporter 8 29
EMP26721 | 448 Zinc transporter 9 28
EMP25337 | 725 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM63 24
EMP37160 | 336 Uracil-DNA glycosylase 48
EMP36535 | 677 Zinc transporter 5 20
EMP40513 | 943 Bifunctional coenzyme A synthase 24
EMP32461 | 2497 Fatty acid synthase 25
EMP29546 | 3682 Versican core protein 32
mamA | EMP24138 | 232 Small glutamine-rich tetratricopeptide | 22 ( Con formato: Inglés (Estados Unid

repeat-containing
partial

protein  alpha,
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EMP30732 | 485 Tetratricopeptide repeat protein 6 27

EMP23960 | 707 Peroxisomal targeting signal 1|27
receptor

EMP36477 | 600 PEX5-related protein, partial 24

EMP24085 | 444 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase | 30
FKBP8

EMP24454 | 481 Tetratricopeptide repeat protein 27 22
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