Pagina 1 de 349

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

Departamento de Microbiologia
Facultad de Medicina

Tratado de
g ’Zz o ‘ o ‘ g

Caracterizacion morfologica y molecular gDNA

Aspergillus uessalvadorensis

Dr. Antonio Vasquez Hidalgo, PhD

Microbidlogo

Ciudad Universitaria, El Salvador. C.A. septiembre 2024/2025




Pagina 2 de 349

-
AUTORIDADES DE LA UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

RECTOR
M.Sc. Juan Rosa Quintanilla
VICERRECTOR ACADEMICO
Dra. Evelyn Beatriz Farfan Mata
VICERRECTOR ADMINISTRATIVO
M.Sc Roger Armando Arias Alvarado
SECRETARIO/A GENERAL

Lic. Pedro Rosalio Escobar Castaneda
AUTORIDADES DE LA FACULTAD DE MEDICINA

DECANO
Dr. Saudl Diaz Pena
VICEDECANO
Lic. Franklin Arnulfo Méndez Duran
SECRETARIO
MSc. Roberto Carlos Hernandez Marroquin
DIRECTOR ESCUELA DE MEDICINA

Dr. Douglas Alfredo Velasquez
DIRECTORA ESCUELA CIENCIAS DE LA SALUD
MSc Monica Raquel Ventura




Pagina 3 de 349

]
Facultad de medicina

Caracterizacion morfologica y molecular
g,q,c,ds,seqDNA

de

Aspergillus uessalvadorensis

Colaboracion y agradecimiento:

COLABORADORES

-Dra Vianney de Abrego/ Molecular Biology laboratory CENSALUD UES.

-Lic Marvin Stanley Rodriguez. / Molecular Biology laboratory CENSALUD UES.
-Dra Sandy Ruiz. /UBM. México. PCR molecular

-MACROGEN, Inc. Public Biotechnology Company. South Korea./ Shubin Hong/ Jaewon
Sim.

AGRADECIMIENTO

-Lic William Armando Merino. Master Biologia Molecular. Docente del depto de
Microbiologia. Par evaluador

-Lic Gerardo Rivas. Técnico del preparador departamento de Microbiologia.




Pagina 4 de 349

indice de contenidos. Pag
Introduccién 8
Capitulo | Caracteristicas Fenotipicas y Genotipicas 9
Capituloll gDNAy gDNA 191
Capitulo lll Shotgun Metagenomic Sequencing Report DNA 203
Capitulo IV _HN00223869 Raw Data 212
Capitulo V Fotografias caracteristica fenotipica 227
Capitulo VI Microfotografias electronicas 245
Capitulo VIl Publicaciones de Aspergillus 254




Pagina 5 de 349

Facultad de Medicina

DEDICADO A: NUESTRA UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

A mis padres:

Maria Aura

Manuel Antonio

A mis hermanos (7)
A mis hijos con amor:
Allen Josué

Lilian Ivette

Astrid Marie




Pagina 6 de 349

Introduccion.

La tecnologia que poseen los paises del primer mundo supera en avances de investigacion cientifica, han
logrado cambios significativos en ciencias y tecnologias, debido al alto poder adquisitivo y de ingreso per capita
en sus macroeconomias, que destinan sus ingresos a educacion, ciencias, fuerzas armadas, instituciones entre
otros. Los paises del tercer mundo y otros aun a pesar de no tener toda la infraestructura hacen avances en
investigacion cientifica en condiciones basicas en generar nuevos conocimientos. La pasion de las ciencias en
biologia en descubrir nuevos conocimientos que permitan el desarrollo de la infraestructura econémica y
cientifica del pais han logrado aun a pesar con limitaciones de apoyo financiero hacen investigaciones de

calidad en nuestra alma mater de la Universidad de El Salvador.

Se hace notar que cuando los paises de bajo desarrollo logran producir grandes ideas que no se materializan
en su totalidad en la practica, tal es asi que por ejemplo que al descubrir en el campo de la Biologia una nueva
especie se intenta demostrar por medio de estudios fenotipicos en cuanto a su morfologia macro y
microscopica y si se puede con ayuda de microscopias electrénica de barrido, pero no de secuenciacion de
tipo DNA en sus caracteristicas genotipicas, lo que queda aun limitado. Para el caso si el investigador no publicé
y revisado por pares evaluadores que siempre existen en las revistas como requisito, corre el riesgo de que
otros “roben” su idea. Pero si logra publicarlo en revistas indexadas ha logrado en parte el reconocimiento de
los derechos de propiedad intelectual, aun con el riesgo de otros investigadores de paises de primer mundo
logren demostrarlo por caracteristicas genotipicas como secuenciacion de tipo DNA y lo registre secuencia.
Pero afortunadamente la SOCIEDAD TAXONOMICA por el momento no reconoce los estudios moleculares
como descubridores porque no hay nomenclatura para ello, por lo que, si el investigador principal de origen
publica su articulo bien documentado con estudios fenotipicos, aun sin tener la secuenciacién, logra en cierta
medida ser reconocido como autor principal del descubrimiento. Para finalizar se hace una motivacion en
general en entregarse a una mistica de trabajo y que cumpla sus objetivos de realizar avances significativos en
investigacion en diversas areas, orientados a la luz del método cientifico y que si una puerta se cierra abran

otras abiertas a la disposicion, de tal forma que no sea obstaculo para no investigar.

Dr. Antonio Vasquez Hidalgo, PhD
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Resumen: la caracterizacion morfoldgica y las técnicas moleculares de ADN permitieron la identificacién de
la muestra de Aspergillus enviada a MACROGEN KOREA DEL SUR. Objetivo: Realizar caracterizacion fenotipica
y genotipica por el método Next-Generation Sequencing al género Aspergillus. Metodologia: El tipo de
estudio es exploratorio de corte experimental. Se llevé a cabo en dos fases: primero en la recoleccién de
semillas de Caesalpinia coriaria y segundo se realizd una caracterizacién macroscépica y microscépica inicial
del aislamiento de Aspergillus en los afios 2006, se llevé acta notarial 2007, estudios de microscopia simple y
microscopia electronica de barrido y PCR del hongo encontrado en Mexico 2008 y publicado en revista La
Universidad en 2008, luego se realizd la extraccion de gDNA, qPCR, cADN en 2024 en MACROGEN INC. por
Metagenome Shotgun Sequencing Reports. Resultados: Se extrajo el genoma gDNA obteniendo una
concentracién maxima de 12.297 ng/ul, volumen 30 ul, cantidad total 0.369 y DIN 6.4 nivel maximo 8732
intensidad de muestra para 15000 pb, el quantum gDNA se obtuvieron los 624 pb a una concentracion de
103.24 nM y 41.87 ng/ul y cDNA. De la extraccion de gADN del TapeStation gDNA Screen se obtuvo una
concentracion maxima de 12.297 ng/ul, volumen 30 ul, cantidad total 0.369 y DIN 6.4 nivel maximo 8732
intensidad de muestra para 15000 pb en control de calidad. gPCR se obtuvieron los 624 pb a una
concentracion de 103.24 nM y 41.87 ng/ul con la libreria TruSeq Nano DNA (350_META).cDNA libreria se
utilizaron 33 kits de librerias. Total, de bases obtenidas fueron 11,705,895,990 pb, total, de lecturas fueron
77,522,490. Contenido de nucleétidos GC % 49.7 y AT % 50.30, contenido de bases GC fue 49.7% y AT fue
50.3, Contenido de bases métricas Q 20 :95.1 y Q 30: 88.3, Calidad de datos por ciclos Q30 valor alto. Se
utilizaron formatos FASTQ y FASTA para codificacidn y secuenciacidn de pares de bases completa. Raw data
Valor. 38,761.245 n, calidad y recorte del adaptador. (Quality and adapter trim.) fue 32,535,420, Eliminacién
de contaminantes fue de 30,961,740, Control de calidad o gcPassed de 79.88 indica que fue aceptado como
buen desempefio del proceso. De la taxonomia Krona se reporté Aspergillus neoniger, Heatmaps specie
reportan neoniger. Conclusiones: Se encontré por el método de secuenciacion NGS Aspergillus neoniger, pero
en estudios anteriores del afio 2006 se denomind de la especie uessalvadoriensis.

Palabras clave. Aspergillus sp, Nacascol, uessalvadoriensis,neoniger
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NTRODUCCION

El estudio inicial del hongo Aspergillus fue descrito por primera vez en 1729 por el bidlogo italiano
Antonio Micheli en su obra Nova Plantarum quien nacié en Florencia, Italia, en 1697 (Cruz, 2023).
En la actualidad, ha generado mucho interés no solo por sus implicaciones en la salud sino también
en las industrias alimentaria, quimica y bioldgica. Se inician investigaciones generales sobre una
planta natural muy conocida en nuestro medio a nivel nacional conocida como la semilla de
Nacascol, muy utilizada en alfareria y curtido de pieles en la zona norte del pais. Esta semilla tiene
una particularidad inerte que necesita de la presencia de un hongo del género Aspergillus sp vy el
hongo devora la semilla como sustrato alimenticio perforandola hasta pulverizarla, para que pueda
teiiirse junto con las propiedades de la arcilla tifie de negro-café las vasijas y curtido de la piel del
ganado, Los taninos al fermentarse pueden extraerse acido galico y glucosa. Ademas, las vasijas dan
la caracteristica especial de la arcilla negra, lo que le da un aspecto colonial y hermoso a las vasijas.
Al observar las vasijas el tono café es del tanino de la semilla y el negro proviene del hongo mas
hierro que contiene la arcilla le da el tono negro intenso. En general, las especies del género
Aspergillus se encuentran como saproéfitos depositados en material orgdnico como plantas, semillas
o suelo. Su temperatura es adaptativa, desde un minimo de 5 2C hasta 60 2C en otras especies,
aunque raras soportan temperaturas de mas de 100 a 300 2C. Actualmente el Aspergillus es un
género amorfo, que comprende entre 260y 837 especies (Geiser, 2007, Hawksworth, 2011) Tal es la
diversidad de especies que con el uso de tecnologias modernas como la PCR. La secuenciacién ha
permitido facilitar su estudio en algunos casos, siempre y cuando se disponga de una base de datos
secuencial adecuada y se tenga los primers segln especies a mezclar los pares de bases. La
pigmentacién de los hongos se debe a la sintesis de varios tipos de pigmentos y moléculas
cromoforos como carotenoides, melaninas, flavinas, fenazinas, quinonas entre otros. (Gmoser,
2017). Los pigmentos de melaninas tienen una funcién principal en la proteccion de las esporas de
los hongos contra los aumentos de temperatura, la radiacidon y la desecacién. (Nitiu,2022) Las
melaninas estan presentes en la mayoria de los hongos, encontrandose en casi todos los hongos
patogenos. (Vega,2021) El habitat natural de las especies de Aspergillus es el heno, semillas y el

compost.
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Justificacidn. Se realizé un estudio completo sobre la extraccion e identificacién de ADN del género
Aspergillus para determinar qué tipo de especies circulan en nuestro pais. La investigacién comenzd
en 2006 con estudios fenotipos en los laboratorios del departamento de Microbiologia de la Facultad
de Medicina de la Universidad de El Salvador, luego en 2008 en los laboratorios de microscopia
electrénica de barrido en CENSALUD y luego en México resultados preliminares de PCR molecular,
luego en 2024 en los laboratorios de MACROGEN INC en Corea del Sur el estudio completo de
extraccion, cuantificacidon y secuenciacién de g,q,c,ds,seqADN en su analisis molecular del género
Aspergillus para determinar el tipo de especie autéctona que circulan en la zona norte de nuestro

pais.

Objetivo: Objetivo: Realizar caracterizacion fenotipica y genotipica. por el método Next-Generation

Sequencing del género Aspergillus.

Hipétesis: Hi. La caracterizacion fenotipica y genotipica del ADN ayuda a identificar especies de
microorganismos en el medio ambiente. H, La caracterizacion fenotipica y genotipica del ADN no

ayuda a identificar especies de microorganismos en el medio ambiente.

Material y Métodos.

El tipo de estudio es exploratorio con un nivel de significancia del 95% y un error de estimacion del
0,05%. Del hongo Aspergillus. Se desarrollé su estudio en dos fases: I: Caracterizacién Fenotipica.
Se recolectaron cinco lotes de semillas de Caeselpinia coriaria de la zona norte, se realizé purificacion
y seleccién de las semillas de acuerdo a su apariencia y color. A continuacion, los indculos se
elaboraron en placas y tubos de ensayo en medio de cultivo Sabouraud. El crecimiento se observé a
las 48 horas en el laboratorio de Microbiologia a 40x y 100x en microscopio dptico simple a lo largo
de semanas llevando hoja de cotejo. Se Ilevd al laboratorio para la observacidon por microscopia de
barrido del Aspergillus tomando microfotografias electrénicas en CENSALUD. En México se hizo un
PCR preliminar. Se completé la caracterizacidn fenotipica. Il: Caracterizacion Genotipica. Tres

muestras, una cepa pura en tubo de vidrio y dos muestras mds, una muestra era de ADN y la otra




Pagina 11 de 349

simple, se enviaron a Corea del Sur en los laboratorios de MACROGEN INC para la extraccién, analisis

e identificacion de g,q,c,ds,seqADN.

1. Preparacion de la suspension de esporas y microcultivo. Se prepard una suspension de esporas
a partir de cultivo en donde se identificaron las conidias o esporas en donde se extrajeron por
método simple bajo el microscopio y se sembraron de nuevo, la cual se utilizd para realizar los
inéculos en el medio de cultivo Sabouraud en tubo y placa, el hongo se sembrd en un matraz
Erlenmeyer de 250 ml, al que previamente se le agregaron 50 ml del medio, se incubé durante 48
hrs a 28 °C. Posteriormente, se afiadieron 100 ml de agua destilada a temperatura ambiente y se
agitaron cuidadosamente durante 5 min con la ayuda de un agitador magnético. Se paso también al
tubo en Saboraud y se agito para una homogeneizacion para asegurar que las esporas estén bien
suspendidas. Si las esporas tienden a sedimentarse, puede ser Util utilizar un mezclador o agitar
manualmente. El recuento de esporas se realizd con una cdmara Neubauer para una concentracién
adecuada se requiera. (Bustillo, 2010). Microcultivo: Se realizé en CENSALUD y consistio en preparar
una camara humeda estéril: una placa de Petri, en cuyo fondo se coloca agua estéril y una varilla de
vidrio en forma de V, sobre ésta se coloca el portaobjeto, y sobre éste el bloque del medio de cultivo
Saboraud. La muestra se inocula sobre el bloque en cuatro cuadrantes, mediante el asa de platino
en forma de L sobre el bloque del medio ya inoculado se coloca una laminilla cubreobjetos e incuba
por 7 dias a 25°C. Una vez terminado el periodo de incubacidn, se retira el cubreobjetos y se coloca
en una lamina con una o dos gotas de Azul Lactofenol y se observa al microscopio con objetivo 100x

las estructuras caracteristicas de la especie aislada. (Casas, 2010)

2. Area de muestreo y recoleccién. El hongo se aislé a partir de semillas de nacascol de la zona
norte. Las semillas café-negras fueron identificadas, recolectadas y almacenadas en bolsas
herméticas para su posterior analisis a temperatura ambiente. No requiere medidas especiales para

su transporte y conservacion.

3. Caracterizacion morfoldgica de muestras fungicas. La caracterizacién morfoldgica se realizd en
cultivos en Saboraud e incubadas a 372 C por 72 horas en aerobiosis en tubos y luego a temperatura
ambiente x 7 dias. Con observacion microscdpica simple en lactofenol azul de algodén a 10 x, 40 x y
100x, y luego se selldé con un cubreobjetos. La visualizacidn de las estructuras se llevd a cabo bajo un

microscopio optico. Para determinar la afiliacion taxondmica se utilizd la base de datos en linea.
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4. Aislamiento y purificacion de muestras. En el material vegetal no se utilizé la limpieza de semillas.
Se rasp6 y el material se retiré y se depositd en medios de cultivo ASD (agar dextrosa Sabouraud)
para su aislamiento y diferenciacién. Las placas y tubos de cultivo se incubaron a temperatura
durante una semana. Este proceso se repiti6 hasta obtener aislados puros. Las muestras
previamente aisladas se inocularon en 150 ml de medio de cultivo liquido PW (peptona, agua y caldo
de nutrientes) en placa y tubos y se incubaron a 37 2C en 48 horas y a temperatura ambiente entre
20y 25 °C. La biomasa se secé a 42 °C durante dos dias y se dejo a temperatura ambiente a 25 2C

durante 3 semanas hasta su posterior analisis.

5. Método ADN. En general, se utilizaron métodos para la secuenciacion del ADN. Se utilizé el
método de la secuenciacion de Sanger por el método de terminacion de la cadena enzimatica y la
secuenciacién automatica. La secuenciacion se lleva a cabo en tres pasos: 1. Realizar la sintesis de
nuevos fragmentos de ADN. 2. Separar los fragmentos por electroforesis y finalmente 3. identificar
los nucledtidos para determinar la secuencia. En cuanto a la microbiologia, el estudio molecular se
puede realizar secuenciando pequefios fragmentos de acido desoxirribonucleico (ADN) que hayan
sido previamente amplificados, o secuenciando todo el ADN previamente fragmentado de forma
aleatoria. La secuenciacion a través de /llumina se caracteriza basicamente por la ejecucidn de los
siguientes procesos: a. La amplificacion de los fragmentos de ADN para la generacidn de clusteres
(colonias del mismo fragmento) se realiza mediante el método de PCR puente. b. La deteccidon de
bases en la secuenciacidn se realiza a través de marcadores fluorescentes. Por lo tanto, la plataforma
Illumina permite la secuenciacidon por fragmento de ADN en ambos extremos. El fragmento se
secuencia amplificado por ambos extremos en lugar de un solo extremo. Incluyendo gDNA. qDNA,

dsDNA, cDNA y seqADN para luego analizarlos en paquetes informaticos. (MACROGEN.2024)

6. Extraccidon gADN. Los genes de gADN son actualmente una de las formas mds estudiadas en el
genoma de los hongos, principalmente para la deteccién e identificacién de especies a través de la
biologia molecular. En la preparacion de la muestra anterior y su método de extraccion tiene como
objetivo principal que debe liberar el ADN intracelular, rompiendo la pared de la célula fungica o
micelio, la membrana celular y la membrana nuclear por el calor a temperatura controlada por el
termociclador u otra forma. Ademas, debe concentrar las moléculas diana del ADN que puedan estar

presentes en pequefas cantidades y debe purificarse eliminando trazas de contaminantes,
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proteinas, restos de ARN extraino, sin degradar el acido nucleico. Para la ruptura de células fungicas
se puede realizar por diferentes métodos: como el quimico, el enzimatico o el mecanico (Palomares,
2007), que son los mas comunes, pero dependera del laboratorio en su método de extracciéon. En
MACROGEN INC se extrajo de la siguiente manera: “Cantidad de ADN: Realizado por el método del
sistema QuantiFluor® dsDNA utilizando la microplaca multimodo Victor Nivo. Lector. Macrogen
cuantifica el material genémico inicial mediante el uso de cuantificaciéon basada en fluorescencia,
utiliza tintes especificos de ADN de doble cadena, este método cuantifica dsDNA con mayor precision
gue el espectrdmetro UV, incluso en presencia de contaminantes comunes. Evaluacion del estado
del ADN: se utiliza el Bioanalyzer 2100 (o el 4200 TapeStation). Verifique la integridad del ADN
gendmico utilizando un bioanalizador Agilent, Technologies 2100 (o 4200 TapeStation). El niUmero
de integridad del ADN (DIN) determina el grado de fragmentacién de una muestra de ADN genédmico
midiendo la distribucion de sefiales de varios tamafios. 2100 instrumento Bioanalizador (Agilent,
Parte#t G2939BA) 4200 Sistema TapeStation (Agilent, Partett G2991BA)3. Verificacion del tamafio del
ADN para secuenciacion de lectura larga. Tamafio promedio (BP): Macrogen utilizd el sistema de
pulso Femto para determinar el tamafio real. En general, los pasos utilizados fueron 22 en total.
Procariota/ Eucariota Powerprotocolo del kit de ADN Powersoil Pro Transfer una cierta cantidad de
célula (21x109) a un tubo de 1,5 ml. (AXYGEN) A. Placa - Raspe aproximadamente 10 ~ 20ul de
muestra B. Pellet - Pellet completamente derretido por vortice y gire hacia abajo para usar
aproximadamente 30ul ~ 50ul.- Demasiadas muestras resultaran en una lisis deficiente y un ADN
insuficiente. Centrifuga 2 min a velocidad maxima.3-1. Procariota: Después de eliminar el
sobrenadante, agregue 50 mM de EDTA 500ul, tampdn de lisozima 100ul, lisozima 10ul y afloje
mediante pipeteo.3-2. Eucariota: Después de eliminar el sobrenadante, agregue 50 mM de EDTA
500ul, lyticase 20ul y afloje mediante pipeteo. Incubar 30 minutos ~ 120 minutos a 37 ° C. Centrifuga
3 min a velocidad maxima. Retire todo el sobrenadante excepto el pellet. - Uselo cuando el pellet
esté blando y sea dificil eliminar el sobrenadante. (dividido en varios tubos)- Si se agregan
demasiadas muestras durante el paso 1, el pellet no se separara bien. En este caso, retire y use solo
el sobrenadante tanto como sea posible. Afiada 800 pl de solucién CD1 al tubo PowerBead Pro.
Transfiera todas las muestras al tubo PowerBead Pro. Asegure los tubos PowerBead Pro
horizontalmente con un soporte de tubo adaptador de vértice y el vértice a la velocidad maxima
durante 10 minutos. Tubos de centrifuga a 15.000xg durante 1 min. Transfiera el sobrenadante a un
tubo de recoleccién limpio de 2 ml. Afiadir 200 pl de solucién CD2 y vértice durante 5 s. (Antes de

transferir el sobrenadante, afadir la solucién CD2 al tubo limpio). Tubos de centrifuga a 15.000xg
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durante 1 min. Evitando el pellet, transfiera hasta 700 ul de sobrenadante a un tubo de recoleccién
limpio de 2 ml. Aiadir 600 ul de solucidn CD3 y vdrtice durante 5 s (Antes de transferir el
sobrenadante, afiadir la solucién CD3 al tubo limpio.)-Centrifuga: cargue 650 ul del lisado en una
columna de centrifugacién MB y centrifugue a 15,000 xg durante 1 min. Deseche el flujo. Repita el
paso 10 hasta que se haya procesado toda la muestra. Agregue 500 pl de solucién EA. Centrifugar
durante 1 min s a 15,000xg. Descarte el flujo a través. Afiadir 500 pl de solucidn C5. Centrifuga
durante 1 min a 15.000xg. Descarte el flujo a través. -Vacio-10. Coloque la columna de pin MB en la
aspiradora.11. Coloque las muestras en columna y opere la bomba.12. Agregue 500 ul de solucion
EA y haga funcionar la bomba.13. Agregue 500 pl de soluciéon C5 y haga funcionar la bomba.
Transfiera la columna al tubo de recoleccion vacio y centrifugue a velocidad maxima durante 1 min.
(para que se seque) Transfiera la columna al tubo de 1,5 ml y agregue 30-100 pl de solucién C6.

Centrifuga a velocidad méaxima 1 min para elucién”. (MACROGEN, 2024)

7. Técnica de qPCR. Llamado DNA cuantitativo medido por fluorometria que capta los nucledtidos.
Después de haber cumplido con los requisitos de extraccion de gADN en el control de calidad, el
gADN se fragmentd y cuantificé degradandolo. EI método de control de calidad del ADN en
MACROGEN fueron: 1. Cantidad de ADN: Realizado por el método QuantiFluor® dsDNA System
utilizando el lector de microplacas multimodo Victor Nivo. Macrogen cuantifica el material gendmico
de partida mediante el uso de cuantificacidon basada en fluorescencia. utiliza tintes especificos de
ADN bicatenario, este método cuantifica el dsDNA con mayor precisidon que el espectrometro UV,
incluso en presencia de contaminantes comunes. Las especies del genero Aspergillus spp en su
evolucion gendmica a sido variable en su tamafio, en la que tienen un rango promedio de tamafio
de genoma de 27 a 39 Mb o0 mas y un numero de genes promedio entre 9000 a 14000 genes. El que
tiene mayor tamafio es A. sojae 39.5 y el que tiene mayor numero de genes es A.niger con 14,165 .
(Gibbons, 2013). Generalmente, el tamafio del genoma bacteriano suele estar en el rangode 1a 5
Mb, el tamaino del genoma de las bacterias oscila tipicamente entre 1 y 10 millones de pares de
bases. La mayoria de los virus tienen genomas que oscilan entre unos pocos kilobases a unas pocas
decenas de kilobases que son los de menor tamafio, lo que equivale a menos de 0.1 Mb. Esto
depende del tipo de virus, no hay un nimero Unico de pares de bases para todos los virus. En general,
el tamafio del genoma de los hongos se encuentra tipicamente en el rango de unos pocos megabases
(Mb) a mas de 100 Mb. Algunos hongos filamentosos pueden tener genomas de cientos de millones
de pares de bases. Asi por ejemplo el genoma de Aspergillus niger tiene aproximadamente 30-40

millones de pares de bases y consta de alrededor de 8,000-10,000 genes. Hoy el tamafio de un
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genoma se mide directamente por electroforésis (técnica para separar fragmentos de ADN) en pares
de bases (pb) y sus multiplos Kilobases (Kb 6 Kpb) de 1.000 pares de bases, y Megabases (Mb 6 Mpb)
de 1.000.000 pb.

8. cADN library y dsDNA. El cADN llamado también ADN complementario forma de ADN que se
sintetiza a partir de ARN mensajero (ARNm) mediante el proceso de retro transcripcion. La
construccién de las librerias en MACROGEN toma un promedio de 4-5 semanas. Resumen del flujo
de trabajo en su construccion: 1. Pedido de cebadores de amplicén: el protocolo incluye las
secuencias de pares de cebadores para la region V3 y V4 que crean un solo amplicon de
aproximadamente ~ 460 pb. El protocolo también incluye secuencias de adaptadores de voladizo
gue se deben anexar a las secuencias del par de cebadores para que sean compatibles con los
adaptadores de indice y secuenciacién de lllumina. lllumina no vende estos cebadores. Deben ser
solicitados a un tercero. 2 preparar la biblioteca: el protocolo describe los pasos para amplificar la
regién V3 y V4 y, mediante una PCR de ciclo limitado, agregar adaptadores de secuenciacién de
Illumina y cddigos de barras de doble indice al objetivo del amplicén. Utilizando el complemento
completo de los indices Nextera XT, se pueden agrupar hasta 96 bibliotecas para la secuenciacién. 3
secuencia en MiSeq: mediante lecturas emparejadas de 300 pb y reactivos MiSeqv3, los extremos
de cada lectura se superponen para generar lecturas completas de alta calidad de la regiéon V3 y V4
en una sola ejecucién de 65 horas. La produccién de MiSeqrun es de aproximadamente > 20 millones
de lecturas y, suponiendo 96 muestras indexadas, puede generar > 100.000 lecturas por muestra,
comunmente reconocidas como suficientes para estudios metagendmicos. 4. Analice en MSR o
BaseSpace: el flujo de trabajo de Metagenomics es una opcidn de andlisis secundaria integrada en
MiSeqgReporter (software en el sistema) o disponible en BaseSpace (software basado en la nube). El
flujo de trabajo de metagendmica realiza una clasificacion taxondmica utilizando la base de datos
Greengenes, mostrando la clasificacion a nivel de género o especie en un formato grafico. Este
protocolo se puede utilizar para secuenciar regiones alternativas del gen 16S rRNA y para otras
secuencias de amplicones especificos de interés. Cuando se utiliza este protocolo para la
secuenciaciéon de amplicones que no sea ARNr 16S, utilice la opcidon Generar FASTQWorkflow
(andlisis secundario). Para obtener mas informacién, consulte Flujo de trabajo de metagendmica de
MiSeqgReporter. Es una coleccién de secuencias de ADN generadas a partir de la secuencia de ARN

mensajero (ARNm). Estas bibliotecas contienen solo ADN codificante de genes, excluyendo las
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secuencias de ADN que no codifican. Se trata, por tanto, de una coleccion de clones, cada uno de los
cuales contiene un vector en el que se ha insertado un fragmento de ADN derivado del total de ADN
o ARN de la célula o tejido. Estos clones contienen todas las secuencias existentes en la fuente
original de ADN, es decir, deben contener muestras de todo el ADN del organismo o muestra de
estudio. Es posible buscar en la biblioteca un clon con un fragmento de ADN de interés utilizando
métodos de deteccion sensibles capaces de detectar este fragmento entre millones de clones
diferentes. Una biblioteca de ADN es una coleccidn de fragmentos de ADN que se han clonado en
vectores para que se puedan identificar y aislar los fragmentos de ADN que les interesan para su
posterior estudio. Basicamente, hay dos tipos de bibliotecas: bibliotecas de ADN gendmico y
bibliotecas de cADN. Las bibliotecas de ADN gendmico contienen grandes fragmentos de ADN en
bacteriéfagos o cromosomas artificiales derivados de bacterias o P1 (BAC y PAC). Las bibliotecas de
cADN generalmente contienen fragmentos mucho mas pequeiios que las bibliotecas de ADN
genomico y por lo general, se clonan en vectores de plasmidos. En resumen, aislamos el genoma
completo, luego hacemos un corte en segmentos con enzimas de restriccion para obtener el
ADN de insercion, luego lo vinculamos al vector e introducimos la célula al huésped y
finalmente lo analizamos y almacenamos. La preparacion de la biblioteca de secuenciacion se
realiza de forma automatizada. Es una forma de ADN que se sintetiza a partir de ARN mensajero
(ARNm) mediante el proceso de retrotranscripcion. Este proceso se lleva a cabo utilizando una
enzima llamada transcriptasa inversa o proteasa, que convierte el ARNm en cDNA. Al crear cDNA a
partir de ARNm, se puede estudiar qué genes estan activos en una célula en un momento dado y en
qué cantidad, ya que el cDNA refleja el perfil de expresion génica de la célula. El dsDNA o ADN de
doble hebra, sirve para la calidad que forma parte esencial para obtener resultados precisos en la
secuenciacion. En el proceso de secuenciacion, es fundamental que el ADN esté intacto y en forma
de doble hebra para que las plataformas de secuenciacidn puedan leer correctamente la
informacidn genética. dsDNA en Macrogen se refiere al tipo de ADN que la empresa utiliza en sus
procesos de secuenciacion y analisis, asegurando que la muestra sea adecuada para estos
procedimientos. File Size se refiere al tamafio del archivo en bytes para generar, almacenar y
compartir archivos de datos relacionados con la secuenciacién, como archivos de lectura (reads) o
resultados de analisis. FASTQ, es un formato de archivo utilizado para almacenar lecturas de
secuenciacién de ADN junto con su calidad. Es un formato comun en bioinformatica, especialmente
en el andlisis de datos de secuenciacién de proxima generacion (NGS). Cada entrada en un archivo

FASTQ generalmente contiene cuatro lineas en comandos en simbologia de ejecuciéon en su
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programacion, que se obtienen las lecturas de ADN, que se almacenan en archivos FASTQ para su

posterior procesamiento, analisis y alineacién contra genomas de referencia. (MACROGEN.2024)

9. seqDNA. Es la secuenciacién del DNA que identifica la secuencia de nucledtidos en una muestra
de ADN. Macrogen, utiliza para la secuenciacion NGS (Next Generation Sequencing)
apoyado con Illumina, que es una tecnologia que nos permite segmentar DNA en fragmentos
y secuenciarlos. Estos fragmentos se ensamblan posteriormente gracias al andlisis
bioinformatico permitiendo conocer la secuencia de todo el genoma. Para la secuenciacion
primero se realiza una lisis celular, para que se libere el DNA, luego se hacen 2 sintesis de
cadenas, una amplificacion del cDNA y por ultimo la amplificacion de las librerias. Los
resultados se dan entre 4 a 5 semanas para una secuenciacion masiva, que en muchas veces

depende del tipo de muestra a estudiar en tamafio de bases. (MACROGEN.2024)

10. Puntuacién de calidad de Phred. Es una medida utilizada en bioinformatica para
evaluar la calidad de las secuencias de ADN obtenidas a través de métodos de secuenciacion,
como la secuenciacion de nueva generacion (NGS). Esta puntuacion se introduce en archivos
de secuenciacion, como los formatos FASTQ, y cada base de la secuencia tiene una
puntuacion correspondiente que indica la confianza de que la base leida es correcta, se calcula

utilizando la siguiente féormula: [ Q =-10\log_{10} P ].

11. Analisis bioinformatico. En el mercado existen secuenciadores masivos que permiten leer
en paralelo millones a miles de millones de secuencias o fragmentos del ADN (reads) tal como
MACROGEN usa esta tecnologia, que anteriormente era laboratorial paso a uno computacional, en
el campo de la bioinformatica. Basicamente, el proceso para obtener las secuencias gendmicas
a partir de datos de NGS se compone de dos fases. La primera fase basados en la
secuenciacion, como la extraccion de los acidos nucleicos y la preparacion de la libreria y
afadir adaptadores con secuencias conocidas para después poder identificar el origen de las
secuencias. La segunda fase en computadora comprende el preprocesamiento, ensamblaje de
los reads y el analisis de las secuencias ensambladas mediante herramientas bioinformaticas.
La eleccion de la plataforma utilizada para secuenciar los datos NGS va a condicionar la fase
de analisis, ya que cada tecnologia presenta unas caracteristicas especificas, como el tipo de

read (Single End, Paired End, Mate Paired), errores de secuenciacion o cobertura.
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12. Deliverables. Utilizan el FASTQ para lecturas y mdSsum in linux systems programs.
Esta técnica se emplea para la purificacién y separaciéon de ADN, asegurando que las muestras estén
libres de contaminantes y en condiciones éptimas para los procesos de secuenciacién. El
procedimiento seqDNA generalmente incluye etapas de lisis celular, purificacidon y concentracion del
ADN. Esto permite obtener ADN de alta calidad. Utilizan MD5sum que es un comando utilizado para
calcular y verificar el valor hash MD5 de un archivo y asegurarse de que los archivos de datos

genéticos no se corrompan durante la transferencia o almacenamiento. (MACROGEN.2024)

13. Lista de descargas o download list. Es una seccidn en el portal de usuario de Macrogen donde
se encuentran todos los archivos de datos secuenciados solicitados. Esta lista incluye lecturas crudas
(Raw Reads): Datos de secuenciacidn sin procesar, como los archivos en formato FASTQ: Archivos
qgue han sido analizados y pueden incluir alineamientos, ensamblajes y resultados de andlisis (por
ejemplo, archivos en formato BAM, VCF, etc.). e informes relacionados con secuencias. Se puede
seleccionar y descargar los archivos desde esta lista. Su propdsito sea una herramienta clave para
acceder, gestionar y descargar los datos de secuenciacidn que se ha solicitado, permitiendo trabajar

con los resultados del proyecto de manera eficiente.

14. Calidad por ciclo. El término Quality by Cycle o Calidad por Ciclo, se refiere a la evaluacion de la
calidad de las lecturas de secuenciacidn en funcién de cada ciclo de secuenciacidn. El proceso de
secuenciacion se realiza en ciclos. Durante cada ciclo, se afiade una base al fragmento de ADN y se
detecta la base incorporada. Se secuencia base por base en una serie de ciclos. En cada ciclo, una
base (A, T, C o G) se incorpora en la cadena de ADN, y un fluoréforo o una sefal éptica detecta la
base afiadida. Este proceso se repite multiples veces, y en cada ciclo se detecta y se registra en una

base.
15. Sintesis Reporte Secuenciacion del genoma.MACROGEN/Plataforma lllumina.

Flujo de trabajo experimental. MACROGEN. Korea del Sur. Se refiere al proceso de preparacion de
las muestras bioldgicas (como ADN, ARN o proteinas) antes de que se realicen analisis genéticos,
como la secuenciacion. La preparacion de muestras suele implicar varios pasos, que son: Extraccion:
que consiste en aislar el material genético de las células u otros tejidos. Purificacién: Eliminar
contaminantes y asegurar que el ADN o ARN extraido es de alta calidad. Cuantificacién: Medir la
concentracion y calidad del material genético, utilizando técnicas como la espectrofotometria.
Fragmentacidn: Dividir el ADN o ARN en fragmentos de tamafio adecuado para posteriores analisis.

Amplificacién: En algunos casos, puede ser necesario amplificar la muestra para obtener suficiente
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material para el analisis. Los adaptadores, se refiere a un proceso en el que se anaden adaptadores
de secuenciacién a los fragmentos de ADN. Los adaptadores son oligonucledtidos que se unen a los
extremos de los fragmentos de ADN. Su funcidn es reconocer el ADN, permitir la amplificacién,
insertar cddigos que permitan su identificacidon. Proceso final de preparacion de la biblioteca o
librerias de ADN o ARN antes de la secuenciacién. Durante la secuenciacién de genomas,
transcriptomas o amplicones, se requiere que las muestras de ADN o ARN sean procesadas para
crear una biblioteca o library que contenga fragmentos de estas moléculas, los cuales son esenciales
para el andlisis posterior. La generacion de clusteres utilizando amplificacién por puente (bridge
amplification), esto se refiere a un proceso utilizado en la secuenciaciéon de ADN y en la preparacién
de bibliotecas de ADN. Aqui las moléculas de ADN son clonadas en una superficie sélida (como una
placa de flujo) para formar clusteres clonales. Cada clister contiene miles de copias de una sola
molécula de ADN, lo que permite una lectura mas precisa y sensible de la secuencia de ADN. La
secuenciacion por sintesis, es una de las metodologias utilizadas en la secuenciacién de ADN, esta
tecnologia permite la lectura de las bases del ADN mediante un proceso en el que se sintetizan las
cadenas de ADN y se identifican las bases incorporadas en cada ciclo de sintesis. El proceso basico
de secuenciacion por sintesis generalmente incluye los siguientes pasos: Preparacién de la muestra:
El ADN que se va a secuenciar se fragmenta y se prepara mediante la adicion de adaptadores que
son necesarios para la amplificacién y el posterior andlisis. Amplificacién: Las secuencias de ADN se
amplifican, a menudo utilizando técnicas como la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), para
obtener suficientes copias para el andlisis. Secuenciacion: En esta etapa, cada ciclo de sintesis implica
la adicion de nucledtidos marcados (cada uno con un fluoréforo diferente). A medida que se afiaden
nucledtidos, se genera una sefial fluorescente que es capturada por un equipo de lectura. La
intensidad de la fluorescencia indica qué base (A, T, C o G) se ha incorporado a la cadena en ese ciclo.
Analisis de datos: Después de completar los ciclos de sintesis, los datos generados se analizan para
determinar la secuencia de nucleétidos del ADN. Por uUltimo, generacién de datos en bruto, se refiere
a la produccion de datos iniciales que resultan de la secuenciacién de ADN. Estos datos brutos son
las lecturas directas obtenidas a partir de las muestras bioldgicas antes de que se realicen procesos
de andlisis, filtrado o interpretacién. Los datos en crudo tipicamente incluyen: Lecturas de
secuenciacién: Las secuencias nucleotidicas asignadas a cada fragmento de ADN secuenciado.
Calidad de las lecturas: Informacion sobre la calidad de las secuencias obtenidas, lo que indica la
fiabilidad de los datos. Archivos en formatos especificos: Como FASTQ, que contienen tanto las

lecturas como sus correspondientes puntajes de calidad. (MACROGEN,2024). Las muestras se
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preparan de acuerdo con el flujo de trabajo de preparacién de la biblioteca NGS y se secuencian
utilizando la plataforma Illumina. El flujo de trabajo que se ilustra a continuacién muestra el método
comun de preparacidn de bibliotecas basado en la ligadura. El proceso puede diferir en funcién del
protocolo de preparacién de la biblioteca que se siga. Primero se extrae el ADN para proceder a la
construccién de una biblioteca. La fragmentacidn del ADN se realiza en orden de 5" a 3' combinando
las fragmentaciones y el ligando y amplificado con un cebador de PCR para complementar la
construccidn final de la biblioteca. La secuencia se lleva a cabo mediante tecnologia de sintesis y se
realiza una generacion de datos. Paso 1. Preparacion de la biblioteca. Preparacion de la muestra El
ADN/ARN se extrae primero de la muestra, y las muestras que cumplen con los estandares de control
de calidad proceden a la construccién de la biblioteca. La biblioteca de secuenciacidn se prepara
mediante fragmentacion aleatoria de la muestra de ADN o ADNc, seguida de una ligadura de
adaptadores 5' y 3'. Alternativamente, la marcacién combina las reacciones de fragmentacion y
ligadura en un solo paso, lo que aumenta en gran medida la eficiencia del proceso de preparacién
de la biblioteca. Construccién final de la biblioteca. A continuacion, los fragmentos ligados al
adaptador se amplifican por PCR con una solucidén de cebador de PCR que se recorta hasta los
extremos de cada adaptador. Las plantillas de la biblioteca se someten a un proceso de control de
calidad y cuantificacion. Generacién de clusteres mediante amplificacion de puentes. La biblioteca
se carga en una celda de flujo donde los fragmentos se capturan en un césped de oligonucledtidos
unidos a la superficie complementarios a los adaptadores de biblioteca. A continuacién, cada
fragmento se amplifica en grupos clonales distintos a través de la amplificacion de puentes. Una vez
completada la generacién del clister, las plantillas estan listas para la secuenciacién. Llamada
Secuenciacidn Tecnologia de secuenciacién por sintesis (SBS) La tecnologia SBS de lllumina utiliza un
método basado en terminadores reversibles que detecta bases individuales a medida que se
incorporan a las hebras molde de ADN. Dado que todos los dNTP reversibles unidos a terminadores
estan presentes durante cada ciclo de secuenciacion, la competencia natural minimiza el sesgo de
incorporacion y reduce en gran medida las tasas de error bruto en comparacion con otras
tecnologias. El resultado es una secuenciacidon base por base de alta precisién que practicamente
elimina los errores especificos del contexto de secuencia, incluso dentro de regiones de secuencia
repetitivas y homopolimeros. Los sistemas quimicos de cuatro, dos y un canal que utilizan quimica
de cuatro canales utilizan una mezcla de nucleétidos marcados con cuatro tintes fluorescentes
diferentes. De manera similar, la quimica de dos canales utiliza dos tintes fluorescentes diferentes, y

la quimica de un canal usa solo un colorante. Las imagenes son procesadas por un software de




Pagina 21 de 349

analisis de imagenes para determinar la identidad de los nucledtidos. El secuenciador Illumina
genera imagenes en bruto utilizando el software de control de secuenciacién para el control del
sistema vy la llamada de bases, a través de un software de analisis primario integrado llamado RTA
(andlisis en tiempo real). Los archivos binarios BCL/cBCL (llamada base) se convierten en archivos
FASTQ utilizando bcl2fastq, que es un paquete proporcionado por lllumina. Los adaptadores no se
recortan lejos de las lecturas. Los pasos previos a la preparacién de la biblioteca incluyen la
extraccion, cuantificacién y fragmentacion del ADN, mientras que las evaluaciones de la calidad, la
cuantificacion y la estandarizacién de la biblioteca son pasos posteriores a la preparacion de la
biblioteca. El kit de preparacién de ADN de Illumina ofrece una cobertura gendmica constante y una
calidad de datos, desde la secuenciacion del genoma completo (WGS) hasta pequefios plasmidos
microbianos. Primero se extrae el ADN/ARN de la muestra, y las muestras que cumplen con los
estandares de control de calidad proceden a la construccién de la biblioteca. En general, los pasos
basicos para hacer las bibliotecas consisten en preparar el ARN o el ADN para el andlisis de NGS son:
1) Fragmentacion, 2) Fijacion de adaptadores e indices a los extremos de los fragmentos
complementarios a las plataformas lllumina®, y 3) En algunos casos, seleccion de fragmentos
especificos para refinar el tamafio de la biblioteca, eliminando adaptadores u otros artefactos de la
preparacion de la biblioteca. El kit de preparacion de ADN de lllumina cuenta con un flujo de trabajo
optimizado que combina la extraccidn, cuantificacién y fragmentacion de ADN, asi como la
normalizacidon de bibliotecas, para ofrecer el flujo de trabajo de preparacion de bibliotecas mas
rapido y flexible del conjunto de soluciones de lllumina. La quimica de etiquetado con bolas admite
una amplia gama de cantidades de entrada de ADN, diversos tipos de muestras y muchas
aplicaciones diferentes, incluida la secuenciacidon del genoma humano completo, la metagendmica
ambiental, la investigacion de plantas y animales, la elaboracién de perfiles tumorales. 2.
Generacion de clisteres. La biblioteca se carga en una celda de flujo donde los fragmentos se
capturan en un césped de oligonucledétidos unidos a la superficie complementarios a los adaptadores
de biblioteca. A continuacion, cada fragmento se amplifica en distintos grupos clonales a través de
la amplificacién de puentes. Una vez completada la generacion del clister, las plantillas estan listas
para la secuenciacién. Paso 3. Secuenciacion. La tecnologia SBS de lllumina utiliza un método
patentado basado en terminadores reversibles que detecta bases individuales a medida que se
incorporan a las hebras de ADN molde. El resultado es una secuenciacidén base por base de alta
precision que practicamente elimina los errores especificos del contexto de la secuencia, incluso

dentro de regiones de secuencia repetitivas y homopolimeros. La tecnologia de secuenciacion de
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préxima generacion (NGS) utiliza colores para la identificacién de bases. Las bibliotecas de NGS son
compatibles con la plataforma Illumina a través de una biblioteca de cebos llamados Agilent
SureSelect personalizada, una plataforma cominmente utilizada para la secuenciacion clinica
dirigida. Cada fragmento termina con una etiqueta fluorescente, que se distingue por diferentes
colores correspondientes a los nucledtidos A, C, G y T, la prueba detecta sustituciones de ADN,
pequefias inserciones y deleciones, y variaciones en el nimero de copias ubicadas en las secuencias
codificantes, por ejemplo, como el uso de colores para. A = Adenina (azul) T = Timina (yellow) G =
Guanina (verde) C = Citosina (carmin) o escoger Verde, amarillo, naranja, rojo. La NGS hacen
facilitando estos fragmentos se disciernen tras la separacién por electroforesis capilar, de ahi que
también se conozca como secuenciacion por electroforesis capilar (CES). El estudio exhaustivo de
todas las especies presentes en una muestra mixta, donde la NGS puede identificar especies
utilizando la secuenciacion de amplicones 16S o profundizar en genomas completos con la
secuenciacion de meta-escopeta. EI método para la técnica de andlisis de fragmentos: Los
fragmentos de ADN se marcaran con colorantes fluorescentes durante la amplificacion mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en un termociclador. Se pueden detectar multiples tintes
fluorescentes de diferentes colores en una muestra (Multiplex). Uno de los colores del tinte se utiliza
para un estandar de tamafio etiquetado presente en cada muestra. El estandar de tamafio se utiliza
para extrapolar los tamafios de los pares de bases de los picos del producto de muestra. Los
fragmentos se separaran por tamafio mediante electroforesis capilar. Los datos se analizan mediante
un software para determinar el tamano y el genotipo. Paso 4. Analisis. Generacion de datos brutos:
1. Estadisticas de datos sin procesar. Informe el nimero total de bases, lecturas, GC (%), Q20 (%) y
Q30 (%) se calculan para las 20 muestras o mas. Calcular bases totales (bp) : NUmero total de bases
secuenciadas. Total, de lecturas: Numero total de lecturas. Para la secuenciacidon de extremos
emparejados de lllumina, este valor se refiere a la suma de readl y read 2. El GC: Expresado
generalmente como porcentaje, representa la cantidad de pares Guanina-Citosina en la molécula de
ADN o genoma que esta siendo investigado, en forma similar con AT que expresa la cantidad de
pares de Adenina Timina en su molécula de ADN. En genética, GC, Contenido GC o Porcentaje GC
(contenido de guanina y citosina) es una caracteristica del genoma de un organismo o de cualquier
pedazo de ADN o ARN. G y C denotan guanina y citosina, respectivamente. Expresado generalmente
como porcentaje, representa la cantidad de pares Guanina-Citosina en la molécula de ADN o genoma
gue esta siendo investigado. La fraccidn restante de cualquier molécula de ADN contendra bases A

(adenina) y T (timina), de forma que el contenido GC da también el contenido AT. Paso 2. Descarga
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de datos. Sobre el andlisis detallado de resultados de control de calidad y andlisis taxondmico. Paso
3. Estadisticas de control de calidad. Resumen de datos del informe (datos brutos, calidad,
eliminaciéon de contaminantes). Hecho en grafico de barras y estadistica de datos (nombre de la
muestra, datos sin procesar, calidad, eliminacion de contaminantes, lectura pasada de QC elaborado
en un tablero. Paso 4. Analisis de la taxonomia. A partir de la muestra enviada, se analiza la
composicion bioldgica o diversidad alfa y beta microbiana. Paso 5. Método. Qué es un analisis de
flujo de trabajo o diagrama de flujo donde se sintetizan los pasos a realizar para realizar un analisis
de la muestra en particular. Paso 6. Entregables. Los datos de este pedido se entregardn a través de
archivos pdf u otros. Hay muchos archivos compresores, archivos de texto que contienen la suma
md5 de los entregables. El apéndice tiene preguntas frecuentes de comprobacién de md5 en un
sistema Windows. y descripcién del archivo de resultados. Su archivo de lista de entregables de gran
tamafio en formato Windows y FASTQ Phred Quality Score Q se calcula con -10log10. La puntuacion
de calidad de Phred expresa numéricamente la precisidon de cada nucleétido. Paso 7. Cuantificacidn:
Los secuenciadores pueden manejar una amplia gama de concentraciones de ADN, sin embargo,
con cantidades muy bajas de ADN, la calidad de los datos se verd significativamente afectada. El uso
de la absorbancia UV para cuantificar soluciones de ADN diluidas tiende a dar resultados muy
inexactos. Una buena manera de cuantificar el ADN es ejecutar una alicuota en un minigel y
comparar la intensidad con el control de una concentraciéon conocida. También hay escaleras de
concentracion que estan disponibles comercialmente. Para cada reaccidn, proporcione 10 ng/100
bases y al menos 20 ng/ul de solucidon en agua desionizada, proporcione al menos 10 pl para
cualquier posible resecuenciacion. Se recomienda la mediciéon con electroforesis en lugar de las
mediciones basadas en espectrofotometros. Paso 8. La preparacion de los cebadores debe
proporcionarse en agua desionizada a la concentracién requerida. Suministre cebadores a una
concentracion de (10 pmole/ul = 60 ng/ul) en agua desionizada a un volumen superior a 20 pl. Los

cebadores suministrados por los clientes deben ser desalados o purificados. (MACROGEN, 2024)

Resultados y Analisis.

A. Caracterizacion fenotipica del Aspergillus de El Salvador.
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Del arbol llamado NACASCOL cuyo nombre cientifico es Caeselpinia coriaria, de la familia
Caesalpnieaceae, del género Caesalpinia, una planta leguminosa con un tallo de 3 a 11 metros de
altura, con hojas en pares pinnas de 5 a 10 cm de largo, cada una con mas de 10 foliolos de 4 a 8
mm de largo y 2 mm de ancho, Las semillas miden aproximadamente de 3 a 4 cm, apice redondeado,
semillas de color marrén con apariencia negra, de las cuales crece un hongo cuyo parecido es a un
posible Aspergillus sp. El arbol Caeselpinia coriaria contiene taninos, triterpenos, glucésidos y
flavonoides. El hongo se reproduce exclusivamente en las semillas del arbol Nacascol, a partir de las
cuales se prepara para la extraccion y preparacién del tinte y luego se cultiva in vitro para la
produccion del tinte los artesanos salvadorefios. (Vasquez, 2010). El hongo que se encuentra en las
semillas se describe de la siguiente manera: Esterigmas. La cabeza de los conidios es negra,
conidioforo liso de 1 a 4 um de largo con conidios moderados o esporas internas de 1 a 3 micras, de
color marrdn a negro. Es un hongo filamentoso hialino, sapréfito, perteneciente al filo Ascomycota.
Caracteristicas macroscépicas: Cuando se cultivan en medio especial de Saboraud producen una
coloracién negra con produccion de pigmento en el tubo en la regidn posterior en los tubos antes
de 7 dias. En placa y tubo Cultivo de agar Saboraud: la colonia su micelio es blanco con un aspecto
columnar y luego se vuelve negro. La textura de las colonias, parecen de algoddn o terciopelo, no
hay esclerotes. El reverso de la colonia es negro o negro pigmentado dependiendo del agente
oxidante, altura del micelio bajo, apariencia de la colonia es negro polvoriento. Es un hongo

filamentoso. Caracteristicas microscdpicas: El conidiéforo de Aspergillus tiene tres partes bien

diferenciadas: vesicula globosa terminal con fidlide uniseriada sin metula, estipite tubular y célula
del pie que une el conidiéforo con el micelio. Los conidiéforos son de paredes lisas y rugosas y se
agrupan formando una masa compacta, hialina o pigmentada y miden de 3 a5 um de largo y de 15
a 20 um de didmetro. En su interior se observan cientos de esporas o conidios. La espora es esférica
e irregular, aseptada, ameroporosa, coloreada y oscura del tipo feospora columnar. La vesicula es
globosa con 52-66 um de didmetro con una longitud de estipite de 100-300 um, un ancho de estipite
de 2-2 um, ornamentacidn irregular y produce fidlides a su alrededor. Las fidlides son monoseriadas,
las ramas primarias miden 30 um de largo, son cortas y miden 8 micras de longitud, de las que brotan
los conidios, que son globosos y rugosos de 4 a 5 um de didmetro, de color café marrén o marrén a
negro. El didametro de la colonia es de 9-10 um, los conidios son columnares y tienen una longitud
de 3-5 um y un ancho de 1,96-2 um. Cabezas de conidios lisos con una pared redonda e irregular,

dispuestos en columna; estipites de paredes delgadas lisos y pronunciados, de color marrén a negro;

no se observa columela; hay abundantes conidios que se desprenden de la cabeza; Tiene una fila de
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fidlides. El esporangio es una estructura peridial globosa simple, el esterigma es negro. Los conidios
marrones maduros son esféricos con proyecciones en forma de espinas en toda la periferia,
abundantes; y las centrales son escasas, formando espiculas en nimero mayor de diez. Los conidios
tienen un aspecto esférico en forma de mazo con espiculas, de los extremos emergen filamentos
largos dispuestos en forma de cadenas lineales que salen de las protuberancias. Toda la estructura
forma una cascara sdlida. Las esporas asexuales inmaduras son esféricas, de paredes delgadas,
incoloras, de gran tamafio, que luego se llenan formando masas marrones internas. El conidiéforo
es largo, liso, uniseriado, con abundantes esporas. En general, la espora es alargada e irregular,
aseptada, ameroporosa, coloreada y oscura del tipo feospora, de gran tamano, cuyo didametro es de
1 a 3 um; Las hifas no son septadas con micelio continuo. La cabeza no es radiada es columnar, es
uniserial, de la que se desprenden los conidios, crece a temperatura ambiente de 37°C. Los
conidios/esporas asexuales inmaduros son irregulares con una pared delgada e incolora de gran
tamanio, que luego se llenan formando masas internas de color marrdn, la apariencia de la colonia
es de color negro polvoriento. El micelio es corto o aplanado y delgado y de color negro a medida
que envejece. Esta especie de Aspergillus encontrada, se sugiere que dada su caracterizacién
morfoldogica es otra encontrada en El Salvador deducida por la clasificacién taxondmica
internacional. Al comparar tanto la especie niger como la descubierta, la vesicula de la especie niger
esta irradiada su cabeza con conidios redondos y la otra descubierta tiene forma de mazo alargada
sin irradiacidon. A 100x se puede observar que los conidios del niger son redondos con paredes
gruesas y centro liso biseriada, con metula y radiada ((Samson, 2014). y el de la nueva especie tiene
espiculas que salen de la armadura. Se pueden observar ambos conidios, en los que se destaca que
los conidios de la nueva especie no se tifien con lactofenol azul algodén y los de niger si (Vasquez,
2010). El Aspergillus tiene reproduccion asexual porque tiene formacidn de conidios, al principio el
micelio es blanco y luego después de semanas a temperatura ambiente cambia a negro, con
aumento progresivo de la esporulacién marrén. Estos crecen en los extremos de los fildlidos. Debido
a la presencia de pigmentos, se ve de color negro. El hongo del género Aspergillus spp tiene la
particularidad de ser productores de micotoxinas. Las micotoxinas son metabolitos secundarios
producidos y secretados por el hongo durante el proceso de degradacion de la materia organica,
como mecanismo de defensa frente a otros microorganismos. (Salazar, 2012) . Las hifas siguen su
camino en un codinidéforo que en su extremo terminal termina en una cabeza conidial globosa de
la que emergen los filidos y se desprenden las esporas o conidios para volver a su ciclo. Cada hifa,

en su extremo, forma cabezas conidiales globosas que pueden producir mas de 500.000 conidios.
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(Lifeder, 2023). Estos conidios a 100x tienen una apariencia rugosa como pectorales, pared gruesa
con espiculas marrones que se proyectan hacia afuera, rellenas y enteras que no estadn coloreadas
con lactofenol azul algoddn. Desde la base de las hifas, cada conidio es empujado hacia el interior
del conidiéforo hacia el extremo hasta llegar a la vesicula donde se acumulan, ejerciendo un efecto
mecdnico de presion hacia el exterior desde donde emergen de los fidlidos hacia el exterior, esto es
constante unay otra vez. Las hifas son estructuras cilindricas filamentosas que forman el cuerpo de

los hongos pluricelulares. Estan formados por una fila de células alargadas envueltas por una

C. Conidioferg de Aspergillus sp_.
100 x

H. Conidiofora,
. . Fig 1 Muestra de laboratorio del género
D. Microgultive, 100x Aspergillus extraida de semillas de pacasgol.

macro y micro merfologia.

Figura 1. Aspergillus uessalvadorensis. Caracterizacion fenotipica. A.seem
Nacascol, B. cultivo y tubo Saboraud, C. Aspergillus cabezas conidiales 100x, D.
Microcultivo cabeza conidial 100x, E. Conidias 100x, expandidas, F. Conidias 100x,
G. conidiophorus y vesiculas cabezas conidiales.

pared celular quitinosa. Las células que lo componen pueden o no estar separadas entre si por una
pared celular transversal llamada septos. Estos conidios se consideran infecciosos que constituyen

el punto de partida para el desarrollo del micelio del hongo. Las hifas uniseriada suelen ser
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transparentes donde las esporas son visibles. Es un hongo que produce micotoxinas que son
consideradas como metabolitos secundarios producidos y secretados por el hongo durante el
proceso de degradaciéon de la materia orgdnica, como mecanismo de defensa frente a otros
microorganismos que producen aflatoxinas B1 y M1 que son cancerigenas, otros también lo asocian
con micotoxinas u ocratoxinas que son metabolitos secundarios de las cepas de Aspergillus y
Penicillium. (Bolet,2005), (Raeper, 1998),(Cao, 2022), (Marchese,2018) principalmente Aspergillus
flavus con aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 y Asperillus parasiticus ambos relacionados con Aspergiloma
Pulmonar o Absceso Pulmonar o también diversos cdnceres a higado, rindn, pancreas, colorrectal.
(UNAM,2013). El hongo en estudio produce micotoxinas y péptidos bioactivos relacionados con las
enfermedades pulmonares Aspergilosis. El crecimiento en el tubo con Sabororaud después de
semanas se vuelve plano de color negro aterciopelado. En una placa de Petri, cuando la colonia es
vieja, las cadenas de conidios se desprenden de la cabeza, asemejandose a una caida brusca,
exponiendo solo la vesicula rodeada por un halo casi negro. Cuando se observa bajo un microscopio
de 40 x, se observan mas de 20-30 conidios marrones abundantes por campo que no se tifien con
lactofenol azul algodén. Como tiene mas de 1 a 2 meses en Agar saboraud, se seca con el medio y
toda la colonia se encoge, por lo que el hongo no esporula sino que libera la espora. Pero los conidios
son viables, por lo que si se realiza un cultivo puro en una nueva resiembra, el hongo vuelve a crecer
en condiciones éptimas. En la placa de Petri el crecimiento es similar excepto que al principio el
micelio es blanco y luego se vuelve negro. No se observan esclerotes, que es caracteristico del niger,
pero en nuestro caso no ocurre. Con el tiempo, mas de un mes, se vuelve negro aterciopelado. En la

Figura 1 se muestra la caracterizacion fenotipica anteriormente descrita.

Conidias Aspergillus uessalvadoriensis /1-3 Hojas cactus familia Cactaceae / 10-15 cm
micras Planta fotografia

Sobreviven a altas temperaturas hasta
o mas 57 2C . Las espiculas brindan
humedad?

En su lucha contra |as altas temperaturas
de hasta 60 2C. Las espinas también
brindan humedad y acumular agua.

Fig 2 . Comparacion de especies con planta de cactus natural. Aspergillus uessalvadoriensis
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En la Fig. 2. La comparacion de la especie con conidios espiculas con la planta natural de cactus que
también se observan espiculas. Estos le confieren resistencia al calor y aportan humedad. Pueden
sobrevivir a temperaturas superiores a 60-100 °C o mas. Las espinas o espiculas le protegen contra
del calor proporcionandole humedad. En la fig. 3. Por el método de microscopia electrénica de
barrido en laboratorio, se encontré que dos semanas después del cultivo, los conidios emergen de
las fidlides uniseriadas en columna de la vesicula. Hubo un rapido crecimiento de esporulacién a los
cinco minutos, a una hora habia millones de esporas en 10 campos. Se observa el conidiéforo hialino
rugoso con cabeza conidal e hifas, en la fig C se observa elongacién de las hifas acumuladas con

filamento y ramificacién. Hay conidios en forma de raqueta fig G. Este Aspergillus en condiciones de

Fig. 3. Aspergillus uessalvadorensis Microfotografia electrénica de barrido. Cortesia de CENSALUD
por Dra Vianney de Abrego. A.Morfologia Aspergillus, B. vesicula, C: Zapata, elongacion de las
hifas con filamento y ramificacion D. Cabeza de conidios, E. codiéforo rugoso, F. vesicula globosa

y fialide, G. conidios, H. cabeza de conidiales columnar y conidéforo.

temperatura le favorece las altas temperaturas ya que una humedad relativa detiene el crecimiento

de hongos que producen estas toxinas como aflatoxinas, al exponerlo al calor crece y es
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termorresistente. Los hongos estan formados por una pared compuesta por un 80% de
carbohidratos que constituye el 30% del peso seco, esta pared es rigida lo que permite protegerlo.
Su composicidn quimica se basa en proteinas y glucoproteinas en un 10%, lipidos en un 8%,
minerales como el calcio, el magnesio y el fésforo. Tienen componentes de quitina, quitosanos,
peptidoglicanos y mananos. En el laboratorio, la quitina se suaviza con un 40% de hidréxido de
potasio para su estudio morfoldgico. Los hongos no tienen celulosa en la mayoria de ellos, a
diferencia de los vegetales. (Garraway, 1984) (Vega,2021). El Aspergillus tiene un ciclo bioldgico muy
sencillo, en el que se forman las esporas para su reproduccién y tras su germinacion se forman las
hifas, que seran las formas invasoras del hongo. Las esporas se encuentran en la angiospora, por lo
gue tienen una alta tasa de esporulacion y por lo tanto su concentracion en el ambiente es alta. El
tamafio de las esporas o conidios es de 0,2 a 3,5 micras. (Abarca, 2000, Atlas, 2006). El alvéolo
pulmonar es un saco que mide aproximadamente de 0,2 a 0,5 mm de diametro, es mas pequefio
gue los alvéolos por lo que pueden ser inhalados facilmente. Resisten las altas temperaturas debido
a su duro caparazon, algunos contienen melanina que los protege del calor y pueden recorrer
kilémetros a distancia a otras zonas y colonizar. Crecen rapidamente en menos de 5 dias y ya han
madurado. En la Fig.4 se observan las cabezas de las especies A.niger y A.uessalvadoriensis, en las
que se observan las diferencias de A.niger su cabeza es redonda, radiada y biseriada con métula,
mientras que A.uessalvadoriensis tienen forma de mazo alargada columnar en su extremo

uniseriada sin métula.

s BEBI
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B. Head Aspergillus uessalvadorensis
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Fig. 4. Head gomparison A.niger and A. yessalyadorensis are different in size and form.




Pagina 30 de 349

Fig 4. Cabezas: vesicula globosa radial de la especie A.niger y vesicula globosa columnar de

A.uessalvadorensis.

Multiples especies y variedades del género Aspergillus circulan por todo el mundo, se conocen
alrededor de 900 especies de Aspergillus, que Rapper y Fennell clasifican en 18 grupos, de los cuales
solo 12 estdn relacionados con enfermedades humanas: Aspergillus fumigatus (85%), A. flavus (5-
10%), A. niger (2-3%), A. terreus (2-3%), A. versicolor, A. nidulans, A. glaucus, A. clavatus, A. cervinus,
A. candidus, A. flavipes y A. ustus y otros. (Alcald, 2018), (Ruiz,2018) En general del genero
Aspergillus tiene entre 30-40 megabases (Mb), que equivale a unos 30-40 millones de pares de bases

(pb) a considerar en una secuenciacion.

B. Caracterizacion genotipica.

Fig. 5 . Evolucidn estudio fenotipico y genotipico.

A la izquierda semilla nacascol, a la derecha conidia a 100x, abajo conidiéforo a
100x,al centro el gDNA y a la derecha microfotografia electrdénica de barrido de

conidoforo.

En lafigura 5 Se tiene la evolucidn del estudio desde el origen de la semilla, el aislamiento del hongo
a la observacion a 100x conidia, luego a la izquierda el conidiéforo a 100x, al centro la secuenciacién

gDNA y a la derecha microfotografia electrdnica del conidiéforo y al final la secuenciacion gDNA.
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-PCR preliminar .

En la Fig. 6. Se observa la PCR de la muestra de la especie, en la que se destaca en primer lugar que
es del género Aspergillus spp. En gel de agarosa los productos de PCR o amplicones se representan
mediante bandas de un tamafio especifico y se comparan con un marcador de peso molecular
conocido para determinar la especificidad de la reaccidn. PB = nimero de pares de bases. Se

observan varias muestras y se destacan varias especies comparables con la muestra de estudio.

MPM 10 pb M 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15

bp
< 330 L3
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< 180
-
-
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Muestras 1-13 son varias repeticiones de dos muestras de los
Aspergillus. Muestras 14 y 15 son Dioscoreasp y Frijol usadas
como referencia

Aislamiento de ADN
El método mas eficiente para extraesr ADMN del micelio del hongo fue el reportado por

Sagai-Maroof, (984) con el que se obtuvo ADN de alto peso molecular (Figura 2).

i* 2 3 4 5 6 Ii I= Iz Ly Is I6

Fig.2. ADMN gendmico obtenido en trece muestras de Aspergillus sp.

Fig. 6. Muestra PCR de diferentes especies. El Salvador. Aspergillus uessalvadorensis Fuente:

Instituto de Biologia Molecular. México.

-PCR
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Un grafico de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) se refiere a la representacién grafica de los
resultados de un experimento PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR), también conocida como PCR
en tiempo real. Este tipo de grafico muestra cémo la cantidad de ADN amplificado aumenta a lo largo
de los ciclos de la PCR, y es fundamental para analizar la expresidn génica, detectar mutaciones, o
cuantificar ADN o ARN en una muestra. El Eje X: Representa el nimero de ciclos de PCR. A
medida que avanzan los ciclos, la cantidad de ADN amplificado aumenta exponencialmente, si el
ADN diana estd presente. El Eje Y: Representa la cantidad de fluorescencia detectada, que es
proporcional a la cantidad de ADN amplificado. En gPCR, los graficos muestran la intensidad de
fluorescencia a lo largo de los ciclos, lo que permite cuantificar el ADN. Las curvas de amplificacién
representan como el ADN se amplifica durante los ciclos. Una curva tipica comienza plana, luego
sube exponencialmente y finalmente se aplana nuevamente indicando que los reactivos se agotan.
El ciclo umbral (Ct) es inversamente proporcional a la cantidad inicial de ADN; un Ct mas bajo indica
una mayor cantidad inicial de ADN. Si se compara la expresién de un gen especifico en diferentes
muestras, el grafico de PCR muestra cudl muestra tiene una mayor o menor expresion del gen en
algunos experimentos, la presencia o ausencia de un producto de PCR especifico puede indicar la

presencia de una mutacién.

-Extraccion de gDNA.
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Andlisis. En la fig. 7. Se observd la extraccion de gADN, del TapeStation gDNA Screen Tape
obteniendo una concentracion maxima de 12.297 ng/ul, volumen 30 ul, cantidad total 0.369 y DIN
6.4 nivel maximo 8732 intensidad de muestra para 15000 pb en control de calidad. Esto indica que

la secuenciacidn e identificacién del hongo puede continuar. En la primera curva, la muestra de su




Pagina 33 de 349

carga fue insuficiente. Hace referencia al ADN extraido de células o micelio, el cual contiene la
informaciéon genética completa de un organismo con base a la cantidad, calidad, o caracteristicas del
ADN total extraido de una muestra antes de la secuenciacidn. Los cebadores deben estar
especialmente disefiados para garantizar una alta especificidad y generar amplicones que varian en
tamafio de 100 a 150 pb. Después el genotipado se llevé a cabo en los laboratorios de MACROMEDIA
INC. Corea del Sur, cumple con un protocolo de calidad estdndar para procesar el proyecto de
investigacion, el cual consta de las siguientes etapas: preparacidén de la muestra, preparacion de la
biblioteca, secuenciacion y andlisis bioinformatico. En cada uno de los pasos se cumple el control de
calidad de la muestra, el control de calidad de la biblioteca y el control de calidad de los datos para
finalizar el proyecto terminado. con certificacién de Illumina CSProTM certificacién para laboratorios
de secuenciacidn e Illumina Genome Network. “Para determinar el metodo DNA QC METHOD se
realizé mediante el método del sistema QuantiFluor® dsDNA* utilizando el lector de microplacas
multimodo Victor Nivo**. Macrogen cuantific6 el material gendmico de partida mediante
cuantificacién basada en fluorescencia. Dado que la cuantificacién basada en fluorescencia utiliza
colorantes especificos de ADN de doble cadena, este método cuantifica el dsDNA con mayor
precision que el basado en espectrémetro UV, incluso en presencia de contaminantes comunes. Se
utilizaron los siguientes aparatos: * Sistema QuantiFluor® dsDNA (Promega, cat. n.° E2671).** Lector
de microplacas multimodo VICTOR Nivo (PerkinElmer, n.° de pieza HH35000500). Para la evaluacidn
del estado del ADN: se utiliza el bioanalizador 2100*** (o 4200 TapeStation****). Se verificd la
integridad del ADN gendmico utilizando un bioanalizador 2100 de Agilent Technologies (o 4200
TapeStation). Para determinar el método RNA QC METHOD se realizé mediante el método de ensayo
de ARN RiboGreen Quant-it™* utilizando el lector de microplacas multimodo Victor Nivo**.
Macrogen cuantific6 el material genémico de partida mediante cuantificacion basada en
fluorescencia. El reactivo de ARN RiboGreen Quant-iT™ también se une al ADN. Por lo tanto, se
recomendd utilizar un pretratamiento con ADNasa sin ARNasa para una medicidn precisa de la
concentracion. * Kit de ensayo de ARN RiboGreen Quant-iT (Invitrogen, cat. n.” R11490) ** Lector
de microplacas multimodo VICTOR Nivo (PerkinElmer, n.° de pieza HH35000500). Para la evaluacién
del estado del ARN: se utilizé el bioanalizador 2100*** (o el TapeStation 4200****). Se comprobd la
integridad total del ARN utilizando un bioanalizador 2100 de Agilent Technologies (o el TapeStation
4200). El uso de ARN degradado puede provocar bajos rendimientos, sobreetiquetado del extremo

5' de la molécula de ARN o crear fallas del protocolo, por lo que se utiliz6 muestras de ARN de alta
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calidad. *** 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent, Part# G2939BA).**** 4200 TapeStation System
(Agilent, Part# G2991BA)“. (MACROGEN,2024)

Interpretacion. Una alta concentracién: Indica una buena cantidad de ADN extraido, lo cual es
esencial para la secuenciacién. Si no hay suficiente ADN, la calidad de la secuenciacidon puede verse
comprometida. Baja concentracién: Puede indicar problemas con la extracciéon o que la muestra
tiene baja cantidad de ADN. El gADN gendmico es el ADN que contiene la informacién genética
completa de un organismo, incluyendo todos los genes y regiones reguladoras presentes en su

genoma. Hasta este momento se desconoce que especie podria ser.

-Técnica de qPCR.
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Fig 6 qDNA. MACROGEN.2024

Fig. 8 qDNA. Aspergillus uessalvadoriensis MACROGEN INC. 2024

Analisis. En la Fig. 8. Se observa de muestra enviada desde El Salvador del LightCycle gPCR se
obtuvieron los 624 pb a una concentracion de 103.24 nM y 41.87 ng/ul con la libreria TruSeq Nano
DNA (350_META) indicando que la prueba pasa a la siguiente etapa que es la construccién con 32
kits tipos de librerias que van desde 5 a 10 nM en la plataforma NovaSeq. Hace referencia la calidad
e indica una preparacion de ADN que ha sido tratada y analizada que cumple con ciertos estdndares
de pureza y calidad, lo cual es esencial para aplicaciones en biologia molecular, como la

secuenciacion de ADN o la PCR. Esto implica el aislamiento de ADN de alta calidad utilizando
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métodos como espectrofotometria o electroforesis en gel. Comprobacién del tamafio de la
biblioteca. “Para verificar el tamafo de los fragmentos enriquecidos con PCR, se verificd la
distribucion del tamafio de la plantilla mediante la ejecucion en un bioanalizador Agilent
Technologies 2100 con un chip DNA 1000. Se utilizo la Biblioteca Illumina para lograr la maxima
calidad de datos en las plataformas de secuenciacién lllumina, se cuantificd las bibliotecas
preparadas mediante qPCR de acuerdo con la Guia del protocolo de cuantificacién de gPCR de
Illumina. Se utilizé la biblioteca PacBio para generar una curva estandar de lecturas de fluorescencia
y calcular la concentracion de la muestra de la biblioteca, luego se utizé la solucidn de cuantificacién

estandar Qubit y la calculadora.” (MACROGEN,2024)

Interpretacion: Indica que a altas concentraciones: Muestras de ADN >10 ng/uL son ideales para la
secuenciacién, ya que aseguran que haya suficiente material genético para generar lecturas precisas.
Caso contrario a bajas concentraciones: pueden requerir concentracion adicional o repetir la
extraccidn para asegurar suficiente ADN para el andlisis. Para secuenciar un hongo se necesita una
cantidad de pares de bases necesarios para secuenciar hongos puede variar dependiendo del
objetivo del estudio y del tipo de secuenciacion que se esté utilizando. Para obtener una cobertura
adecuada del genoma completo de un hongo, generalmente se necesita secuenciar millones de
pares de bases. La cantidad exacta depende del tamafio del genoma del hongo en cuestién. Por
ejemplo, los genomas de hongos pueden variar desde unos pocos megabases hasta mas de 100 Mb
megabases. Si se quiere secuenciar regiones especificas o ciertos genes, la cantidad de pares de
bases requerida sera mucho menor. Esto podria ser del orden de miles o millones de pares de bases,

dependiendo del nimero de regiones de interés. En otras palabras, es un ADN cuantificado.

-cDNA library
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Fig. 9. cDNA libreria.
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Interpretacion. Se utilizaron 33 kits de librerias. Se refiere a evaluar la calidad y la representatividad
de la biblioteca de cDNA preparada para la secuenciacion. Esta técnica se utiliza a menudo para crear
una copia complementaria de ADN del ARNm a partir de un organismo especifico. También se refiere
a la visualizacidn de la cantidad y/o calidad del ADN de doble cadena extraido de una muestra para
analisis subsecuentes, como la secuenciacion. Si los fragmentos son cortos: es un indicio de la
degradacién del ARN o una preparacidn ineficiente de la biblioteca. Si fragmentos son largos: indica
problemas en la fragmentacién del ARN durante la preparacion. Es decir, se refiere a ADN
complementario (complementary DNA). Este tipo de ADN se genera a partir del ARN mensajero
(mRNA) mediante un proceso llamado transcripcion inversa. EIl cDNA se usa para crear una biblioteca
de secuenciacion. Los fragmentos de cDNA se preparan afiadiendo adaptadores en sus extremos.
Estos adaptadores permiten que los fragmentos se unan a la superficie del flujo de celda y se

amplifiqguen durante el proceso de secuenciacién.

-dsDNA

= Excilaticn
= Emissicn
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Se refiere al ADN de doble cadena, si tiene a una alta Concentracién: Un valor alto en el grafico indica
una buena cantidad de ADN de doble cadena, lo cual es ideal para la secuenciacion. Por ejemplo,
concentraciones superiores a 10 ng/uL son generalmente consideradas adecuadas para la mayoria
de las técnicas de secuenciacidn. Si es baja concentracidn: indica problemas con la extraccion de
ADN y puede requerir concentraciones adicionales. Es decir, la ADN de doble cadena se desnaturaliza
en ADN de cadena simple para permitir la lectura de las secuencias de nucledtidos. Durante la
secuenciacion, se lleva a cabo una amplificacién y lectura de estos fragmentos de ADN para
determinar la secuencia correcta de nucledtidos. En Macrogen es el FASTQ Files que contienen las
secuencias de nucledtidos leidas directamente de la maquina de secuenciacion, acompafiado de

informacion de calidad.
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- Informe de SECUENCIACION METAGENOMICA (Shotgun Metagenomic Sequendng Report): Resultado de datos.
Asperyillus sp (MACROGEN)

Este informe estd formado por las siguientes partes a analizar:

1.0-Estadistica de datos sin procesar. (Raw Data Statistics.)

El apartado consta de:

A-Flujo de trabajo experimental. Macrogen.

Hurmanizing Genorraca

macrogen
Experimental Workflow

The samples are prepared accaording to NGS library preparation workflow, and sequenced using Illumina platform_
The workflow illustrated below shows the comman ligation based method of library preparation. The process may differ based
an the library preparation pratocaol followed

Sample Preparation

DMAYRMA is first extracted from the sample. and samples which meet quality control standards
proceed to library construction.

Ligate Adapters

\\!\ The sequencing library is prepared by random fragmentation of the DMA or cCONA sample,
i, followed by 5" and 3' adapter ligation. Alternatively, “tagmentation” combines the fragmentation
{E"\ and ligation reactions into a single step which graatly increases the afficiency of the library

preparation process.

\ Final library Construction
i Adapter-ligated fragments are then PCR amplified with a PCR primer solution which anneals

tothe ends of each adapters.
The library templates underge quality controd and guantification process.

_’_,_\‘\ Cluster generation using bridge am plification
:‘“’ X The libraryis loaded onto a flow cell where fragments are captured on a lawn of surface-bound
*, oligos complementary to the library adapters.
4 - = Each fragment is then amplified into distinct clonal clusters through bridge amplification.

Once cluster generation is complete, the templates are ready for sequencing.

Sequencing by synthesis (SBS) technology

llumina 5BS technology utilizes a proprietary reversible terminator-based method that detects
=zingle bazses as they are incorporatad into DA template strands. A< all 4-raversible, terminator
~bound dNTPs are present during each sequencing cycle, natural competition minlmizes

? Incorparation bias and greatly reduces raw error rates compared ta other technologles.
The result is highly accurate base-by-base sequencing that virtually eliminates sequence—
context-specific errors. even within repetitive sequence regions and homopolymers,

Fig. 10 . Flujo de trabajo de Macrogen.

En este apartado las muestras se preparan segun el flujo de trabajo de preparacién de la biblioteca
NGS vy se secuencian utilizando la plataforma Illumina. El proceso puede diferir en funcién del
protocolo de preparacidon de la biblioteca que se siga. Asi por ejemplo: Preparacion de la muestra.
Primero se extrae el ADN/ARN de la muestra, y las muestras que cumplen con los estdndares de

control de calidad proceden a la construccion de la biblioteca. Adaptadores Ligate. La biblioteca de
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secuenciacion se prepara mediante fragmentacién aleatoria de la muestra de ADN o ADNc, seguida
de una ligadura de adaptador 5'y 3'. Alternativamente, la "marcacion" combina las reacciones de
fragmentacidn y ligadura en un solo paso, lo que aumenta en gran medida la eficiencia del proceso
de preparacion de la biblioteca.Construccion final de la biblioteca.A continuacion, los fragmentos
ligados al adaptador se amplifican por PCR con una solucién de cebador de PCR que se recocen en
los extremos de cada adaptador. Las plantillas de la biblioteca se someten a un proceso de control
de calidad y cuantificacion. Generacion de clisteres mediante amplificacion de puentes. La
biblioteca se carga en una celda de flujo donde los fragmentos se capturan en un césped de
oligonucledtidos unidos a la superficie complementarios a los adaptadores de la biblioteca. A
continuacién, cada fragmento se amplifica en distintos grupos clonales a través de la amplificacion
de puente. Una vez completada la generacién del cluster, las plantillas estan listas para la
secuenciacion. Tecnologia de secuenciacion por sintesis (SBS).La tecnologia SBS de Illumina utiliza
un método patentado basado en terminadores reversibles que detecta bases individuales a medida
gue se incorporan a las hebras de ADN molduras. Dado que todos los dNTP 4 reversibles unidos a
terminadores estdn presentes durante cada ciclo de secuenciacion, la competencia natural minimiza
el sesgo de incorporacion y reduce en gran medida las tasas de error bruto en comparacion con otras
tecnologias. El resultado es una secuenciacién base por base de alta precisién que practicamente
elimina los errores especificos del contexto de secuencia, incluso dentro de regiones de secuencia
repetitiva y homopolimeros.Quimica de cuatro, dos y un canal. Los sistemas que utilizan la quimica
de cuatro canales utilizan una mezcla de nucledtidos marcados con cuatro tintes fluorescentes
diferentes. De manera similar, la quimica de dos canales utiliza dos tintes fluorescentes diferentes, y
la quimica de un canal usa solo un colorante. Las imagenes son procesadas por un software de

analisis de imagenes para determinar la identidad de los nucledtidos.

Generacion de datos brutos. El secuenciador lllumina genera imagenes en bruto utilizando el
software de control de secuenciacion para el control del sistema y la llamada base, a través de un
software de analisis primario integrado llamado RTA (andlisis en tiempo real). Los archivos binarios
BCL/cBCL (llamada base) se convierten en archivos FASTQ utilizando bcl-convert, que es un paquete

proporcionado por lllumina. Los adaptadores no se recortan lejos de las lecturas.

B. Tabla de datos brutos.
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Hurnanizng Gencmics

macrogen
Raw Data Statistics

The total number of bases, reads, GC (3], G20 (%), and Q30 (%) are calculated for the 1 sample|s).
For example, in Aspergillus sample, 77,522,490 reads are produced, and total read bases are 11.7 Gbp.
The GC content (%) is 49.7% and Q30 is 88.3%.

* Raw Data

Sample ID Total bases (bp) Total reads GC(%)  AT(%) 020 (%) C30 (%)

Aspergillus 11,705,855.0080 T7.522,490 49.7 503 851 8a.3

=Sample |0 : Sample name.

+ Total Bases (bp) : Total number of bases sequenced.

= Total Reads : Total number of reads. For illumina paired-end sequencing, this value refers to the sum of read1 and read2.
«GC (%) - Ratio of GC content.

«AT (%) : Ratio of AT content.

« Q20 (%) : Ratio of bases that have phred quality score of over 20

30 (%) : Ratio of bases that hawve phred quality score of over 30U

Fig 11. Tabla de datos brutos. Macrogen.

El raw data statistics o estadistica de datos brutos, consta de: muestra ID, total de bases, total de

lecturas, %GC, %AT, %Q20, %Q30 y calidad de ciclo, que se detalla a continuacion:

1.1-Muestra ID:

Research Use Cnly Hams - Raw Dala Result -~ Rew Data Statistics
- =
Raw Data Statistics
e
== %rnlnugun
Raw Data Statistics
+ The tatal number of bases, raads, G Hefumimsay e soplmar i~ femirspepabireler o Tore iy el T
For example, in Aspargillus sampk, 7 e m—— GO content %) is 49.7%
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Fig. 12 . Identificacion de muestras.

Es un cddigo Unico asignado a cada muestra para distinguirla de otras en el mismo experimento.
Cada muestra se registra con ID es decir es una identificaciéon Unica para cada muestra y permite

darles seguimiento durante cada etapa del proceso, es una clave para la identificacion gendmica.
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Valor. La muestra enviada se identific6 como Aspergillus.

Interpretacion. Se refiere a un identificador Unico asignado a una muestra especifica que se envia
para analisis. Este ID permite rastrear y gestionar las muestras a lo largo de todo el proceso de
analisis, desde la recepcidn y el procesamiento hasta la entrega de los resultados. Es determinante
para asegurar que los datos y los resultados obtenidos se asocien correctamente con la muestra
correspondiente, evitando confusiones y asegurando la precisidn en la investigacién o diagndstico

gue se lleve a cabo.

1.2-Total de bases de un genoma: bp

Humanizing Gengrics
macrogen

Tota I Bases Total number of samples: 1

" Raw Data

[ Total Bases(Gb)

0 i 4 [ 8 10 12 14
Aspergillus e 11.7

Fig 13 . Total de bases obtenidas. Macrogen
Valor. 11,705,895,990 pb

Analisis: Este valor indica en el contexto del ADN se refiere a la cantidad total de nucleétidos (o bases
nitrogenadas) presentes en una muestra de ADN. En este caso, podria indicar la cantidad total de
bases en picomoles, o alguna otra medida cuantitativa, que estan presentes en la muestra analizada.
Es decir recuento de cuantas Guaninas, Citocinas y Adeninas y Timinas en la muestra. Es decir
5,735,889,035.1 fueron GC que contienen este nimero de nucledtidos que contienen la base
nitrogenada GC vy 5,852,947,,995 fueron AT es decir que hay este nimero de nucledtidos que

contiene la base nitrogenada AT. En porcentaje el total de bases secuenciadas en Gb expresada en
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porcentaje fue del 11.7, es decir la cantidad total de nucledtidos o base nitrogenadas presentes en
la muestra de ADN. En su efecto el 11.7 la cantidad total en picomoles presentes en la muestra

analizada.

Interpretacion. Se refiere al conteo total de nucleétidos presentes en el genoma de la muestra, se
asocia con la secuenciacién de genomas de alta capacidad, esto implica que se estdn analizando y
contabilizando todas las bases (A, T, Cy G) que componen el ADN de la muestra. Si es alto el valor
indica una gran cantidad de datos secuenciados, lo que generalmente mejora la capacidad para
capturar una imagen completa del microbiota presente. Si es bajo indica cobertura insuficiente y
limitar la capacidad para detectar especies raras o en baja abundancia. Las bases se identifican asi:
Adenina (A): color Verde. Citosina (C): Azul. Guanina (G): Negro. Timina (T): Rojo. Un grafico de
calidad con un pico verde sugiere que las secuencias en esa regién son confiables y tienen pocas
probabilidades de contener errores. Un grafico de color amarillo suele indicar una calidad media o
intermedia en los datos de secuenciacidn o andlisis genético. Esto significa que las lecturas o sefiales
en esa region pueden no ser tan confiables. Un grafico de color rojo esto sugiere que las lecturas en
esa region tienen una alta probabilidad de contener errores o ser poco confiables. En otros acdpites

un color negro indica Guanina, naranja es Timina, amarillo es Adenina y verde es Citocina.

1.3-Total lecturas:

Raw Data Statistics

The total number of bases, reads, GC (%), Q20 (%), and Q30 (%) are calculated for the 1:
For example, in Aspergillus sample, 77,522,490 reads are produced, and total read base:
The GC content (%) is 49.7% and Q30 is 88.3%.

* Raw Data

Sample ID Tatal bazes (bp) Total reads i

Aspergillus 11,705,895 290 77522490

Fig. 14 . Total, de lecturas. Macrogen.

Valor. 77,522,490.
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Analisis: El nimero 77,522,490 entonces el valor total seria 77,522. Esto podria indicar que en total
se han registrado 77,522 lecturas (o “reads”). Se producen lecturas 77.522.490y las bases de lectura
totales son de 11,7 Gbp. En otras palabras el 66 % de lecturas de ADN es la proporcion de secuencias
fueron leidas exitosamente de los fragmentos de ADN que han sido secuenciados y luego se
ensamblan o se alinean para rconstruir la secuencia completa. Este porcentaje indica tambien que
se ha secuenciado correctamene y ha generado datos de calidad y el resto 34 % podria corresponder

a lecturas fallidas o de baja calidad o que no pudieron ser alineadas o ensambladas correctamente

Interpretacion. Se refiere al nUmero total de lecturas o reads en inglés. Que son generadas durante
el proceso de secuenciacidon de una muestra de ADN. Las lecturas son fragmentos de ADN que se
han secuenciado, y cada lectura representa una parte del material genético que ha sido analizado.
Un mayor nimero de lecturas generalmente indica una mayor cobertura del genoma, lo que puede
resultar en una mayor precision y confiabilidad en los resultados del andlisis. De tal forma que es
una métrica importante para evaluar la calidad y la cantidad de datos obtenidos en un experimento
de secuenciacién. Indica si hay altos valores: hay una cantidad significativa de datos secuenciados,

lo que generalmente mejora la capacidad de capturar una imagen completa del microbiota presente.

1.4-GC/AT Content:

Hurnanizing Gencenics

macrogen

GC/AT ConNtent  uimmbeofsampies:

" Raw Data

B GCI%) g ATI3E)

o 1a 20 30 40 50 (=1+] T 80 a0 100
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100 90 Bo 70 G0 50 a0 20 20 10 (1]

Fig. 15 . Contenido de nucleotidos. Macrogen.
Valor. GC % 49.7 y AT % 50.30
Anadlisis: Indica que hay 49.7 % de Guanina-Citocina y un 50.30% de Adenina-Timina.

Interpretacion. Se refiere al contenido de las bases nitrogenadas guanina (G), citosina (C), adenina
(A) y timina (T) en una secuencia de ADN. Es un indicador de la composicién de la secuencia y puede

influir en propiedades como la estabilidad del ADN y la temperatura de fusién (Tm). Un alto




Pagina 43 de 349

contenido GC indica una mayor proporcién de guanina y citosina en las secuencias. Si es alto el

contenido AT indica una mayor proporcion de Adenina y Timina.

1.5-GC Contenido:

GC/AT Content . umseorsampies: 1

* Raw Data

Aspergillus 49.7
100 20 80 Fa GO

Fig. 16 . Contenido de bases GC. Macrogen
Valor. The GC content (%) is 49.7%

Analisis: Indica un contenido de 49.7 % de GC en una secuencia de ADN sugiere un equilibrio
considerable entre los pares de bases GC y AT, lo que puede influir en la estabilidad y propiedades
de la secuencia de ADN. Porcentaje GC: Indica que el 50% de las bases en la secuencia de ADN son
guanina o citosina, mientras que el 50% restante son adenina o timina. Este porcentaje es una

medida del equilibrio entre estos dos tipos de pares de bases en una secuencia.

Interpretacion. Es el porcentaje de Guanina y Citosina en una secuencia de ADN. Un alto contenido
de GC generalmente sugiere una mayor estabilidad de la doble hélice, debido a la formacion de tres
enlaces de hidrégeno entre G y C, en comparacién con los dos enlaces de hidrégeno formados entre

AyT.

1.6-AT Contenido:

B SO g TS

50 50 70 =0 a0 100
I |
a0 <110 =0 e | 1 o}

Fig. 17 . Contenido de bases AT. Macrogen.
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Valor. 50.3

Analisis: El valor "55.0 AT %" se refiere al porcentaje de contenido de pares de bases adenina-timina
(AT) en una secuencia de ADN. Es decir que la composicidon del ADN las bases adenina (A) y timina
(T) se emparejan entre si mediante dos enlaces de hidrégeno. El contenido AT en una secuencia de
ADN se refiere a la proporcidn de bases adenina y timina en comparacion con las bases guanina y
citosina. Un porcentaje AT de 50.0 AT %" significa que el 50% de las bases en la secuencia de ADN
son adenina o timina, mientras que el 50% restante corresponde a guanina o en general un
porcentaje de 50.0% de AT en una secuencia de ADN indica que la mayor parte de la secuencia esta

formada por pares de bases adenina-timina, existiendo un equilibrio en las pares de bases.

Interpretacion. Es el porcentaje de adenina y timina en la secuencia indica un bajo contenido de GC
y un alto contenido de AT pueden hacer que la cadena de ADN sea menos estable y mas propensa a
desnaturalizarse a temperaturas mas bajas. El contenido de GC/AT puede ser importante para
evaluar la calidad de una secuencia y para interpretar ciertos resultados, como la eficiencia de

amplificacion en PCR o la prediccién de la estructura secundaria del ARN.

1.7-Las métricas Q20 y Q30:

}  Humanizing Genomics
% macrogen

Q20/Q30 (%) ot numberorsampies

* Raw Data

Q20(%) Q30{%]

Aspergillus

Fig. 18 . Contenido de bases métricas. Macrogen
Valor. Q20 95.1y Q 30 88.3

Analisis: Un valor de Q 20 de 95.1 nos indica que tiene un score alto, lo cual es bueno, porque si

fuese bajo indicaria baja calidad lo que no sucedié.

Interpretacion. Altos valores indican que una alta proporcidn de las bases tiene un score de calidad
alto, lo que sugiere lecturas precisas y fiables. Una baja proporcién de bases con scores Q20 o Q30

indica una menor calidad de las lecturas, con una mayor probabilidad de errores en las bases. Una
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alta proporcion de bases Q30 es especialmente deseable, ya que indica una secuenciacion de alta
calidad con bajos niveles de error. Q20: porcentaje de bases con una calidad de valor phred o medida
logaritmica igual o superior a 20. Esto es la probabilidad de encontrar 1 base incorrecta de cada 100
bases, o una precisién de 99%. Q30: Indica que el 99.9% de las bases secuenciadas tienen un 99.9%
de probabilidad de ser correctas. Este es un estandar de calidad mas alto que el Q20 y se considera
excelente. Q30: porcentaje de bases con una calidad de valor phred igual o superior a 30. Esto es la
probabilidad de encontrar 1 base incorrecta cada 1000 bases, o una precisién de 99.9% Q20: Indica
qgue el 95% de las bases secuenciadas tienen un 95% de probabilidad de ser correctas. Se considera
gue una lectura Q20 es de buena calidad. El valor Q20 representa un nivel bajo de errores en la
secuenciacion. También nos indica el porcentaje total de las lecturas que alcanzan esos umbrales de
calidad. Por ejemplo, si se indica que el 90% de las lecturas tienen una calidad Q30, significa que el
90% de las bases secuenciadas son altamente confiables. En otras palabras, Q20: con 99% de

precision (1 error por cada 100 bases). Q30: con 99.9% de precision (1 error por cada 100 bases).

1.9-Calidad por ciclo:

Total number of samples: 1 [

Asperngillus O S S S —

Read 1 Einanibbii i nnaniinanniRiainannnunInnnnnniannidiiiNinniniiin = s EE e - I
|

SEETERRTRRNT)
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|

ERTT]

Fig. 19. Calidad de datos por ciclos Macrogen

Valor: Q30 valor alto, intermedio entre Q30 y Q20, y Q30 menor a Q20 indica valor bajo.

Analisis: En la lectura 1 lectura 2 indica grado de identificacién en cada uno de esos ciclos. Se
representa comunmente en un grafico donde el eje X muestra los ciclos en las posiciones en la
secuencia, y el eje Y muestra una medida de calidad, a menudo en forma de puntaje de calidad como
el valor Q. Es una analisis de calidad realizado por FASTQC para lecturas brutas del genoma del

Aspergillus. En la parte alta se refiere a la calidad. En la parte baja se observa en sentido 5" a3 “vy
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viceversa en sentido contrario. Eje X son las bases y el eje Y el valor de Q30 Los colores representan
la calidad, asi el verde indica calidad alta, amarillo indica calidad intermedia y calidad baja el rosado.
Un valor alto de calidad por ciclo sugiere que la secuenciacidon es precisa y que se identifican
correctamente las bases en ese ciclo especifico. Un valor bajo podria indicar problemas con la lectura

en ese punto, como errores de secuenciacion o problemas con la muestra.

Interpretacion. Se refiere a la calidad de los datos generados, se evalta en relacién con cada ciclo
de secuenciacidn. Esto significa que la calidad de los datos se monitoriza continuamente a medida
que se realiza la secuenciacion, permitiendo detectar y corregir errores en tiempo real, lo que a su
vez asegura que los resultados finales sean mas precisos y confiables. Es un punto critico de control
ya que la calidad de los datos puede influir significativamente en las interpretaciones y conclusiones

que se derivan de estudios genéticos, ya que asegura la calidad a lo largo de cada ciclo.

C. Entregas. Deliverables.

Download List

= The tala can be downloaded tom the links balow. The download links are aclive for 2 waeks anly, so please download your dala within Tis pariod

= Once wou receiverdowniosd he data, plaass make sure 1o check 1he intaprily of e 0es. Fleasa nole 1hal the saguencing Tikes will e dedaled o our Sers.
2 months afler the analysis rapor s released; piadse conlact us within 3 manths if you encaunter a problem wilh 1ha data.

Ravw Data Dovnlaad

Show| Al w|eni

Filka Pt File Sizcbite) SELT
Aspergilie 1 Tesig 0z 285374913 COSSGIRTEITI0SE01 034432 90 nTa30
) Soremilus Loz 3.340,150 544 TET 1096 2E TR 1 STRT a0

< >
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Fig 20. Entregas. Macrogen.

Valor. Los datos se pueden descargar desde los siguientes enlaces. Los enlaces de descarga estdn
activos solo durante 2 semanas, asi que descargue sus datos dentro de este periodo. Una vez que
reciba/descargue los datos, asegurese de verificar la integridad de los archivos. Tenga en cuenta que
los archivos de secuenciacion se eliminardn de nuestro servidor 3 meses después de que se publique

el informe de andlisis.

Raw Data Download
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Interpretacion- Es una Lista de descargas. Los datos para este pedido se entregan en PDF al usuario
o cliente. Estan en plataforma por 3 meses. Se da también una Informacién del disco duro HDD. El
siguiente diagrama muestra como se guardan los entregables dentro del disco duro para ayudarlo a
navegar por los archivos. Se envian en Excel, Note Pade/ Block de notas y archivos comprimidos para

revisién por el usuario.

D.Apéndice o Appendix

B Folder [2) Text fite ol Excelfile ) g [T 214

- NGS HDD (E:)

e NIGS HDD
[ directoryinfo.t
B [orderbumber]_hddINl B rawbata/ i) [Sample1]_{#].fastg
g
E! [Sampl=Z]_|#].iastg gz
[F1 brvrmamcol_loraermumbe lsppicsonCoselissampest_Beport o
8 (Orderiumber]_Data_Stats. xlsx

[E) modSsum ot

Fig. 21. Apendice

Valor. Los datos NGS tienden a tener un tamafio de archivo grande, lo que hace que sea mds probable
que se corrompan durante la transferencia de archivos. Por lo tanto, es importante que verifique la
suma md5 de los archivos después de recibirlos para asegurarse de que lo que recibié es lo que le

dimos.

Este comprende FAQ. se refiere a "Frequently Asked Questions" (Preguntas Frecuentes).

(Macrogen,2024)

FASTQ es un formato de archivo utilizado para almacenar datos de secuenciacién de ADN. Es un
estandar en bioinformatica para representar tanto las secuencias de nucleétidos como las calidades
de las secuencias obtenidas durante el proceso de secuenciacion. Para poder leer las lecturas de las
bases de nucleétidos los archivos se convierten en otro programa llamado FASTA de lectura facil

para leer toda la secuenciacién completa en proceso de curar. El archivo pesa 13.5 Gb.
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[+A81856: 583 :HNTKTDSXC:1:1181:4218: 1888 :N:8: TCTCTACT+GAACCGCGHE /1 ~
NACGGACGTTAAGCATGATCAAATAATGCATGCAGGAGACTCTETGAAAGTGCATTGTATATGTAG
TTCGAAAATTATTCGGGTTACCTCTATCTCCTAACTAGCTGCTTGACAGATCACCGLRALAACAACTA
CCCATACACTTTGTGCTTT

>AB1B56: 583 HNTKTDSXC:1:1181:19886:1816: N8 : TCTCTACT+GAACCGCGHE /1
TATGCCTGGATTCTAAGT AAGCATATTGACCTGGLCTGCAAAAATGACAGLGLRAAAGCTACCTTAGA
TECTTTGATGTGETAATGEAAGT AATCACGLAAAATCTGEATGTGEGEAAATGTTCTCATAGCGTCG
CTETGLEETCAGGTGGLGA

>AB1856: 583 HNTKTDSXC:1:1181:27516:1816: N8 : TCTCTACT+GAACCGCGHE /1
TAGTGGCTGGETTACATCCATGAGCGAATTAATACTCAATCTTATACTCTGTACTCCATATTTTGAG
TTTCCTCCAAAGTATCATTCTCTGAGGCCTAAGGTAACACCTCTCCCAGEACTAGTGAAGTCTTTCG
AAGGACTTTGGEEEEAACGT

>AB1856: 582 :HNTKTDSXC:1:1181: 24889 : 1831 :N: @ : TCTCTACT+GACCCGCGHE /1
TEEACGACGCATCAGCTORACTAAATGECTGATATGTCGGCCTAGTATGCGGATGORGCAGGTACAG
AGCACGAGTAACTATTCAGTGCCAGATCAGCCAAGTATCATARCGATGAATCTGTGGAGTAATGGG
GETAATTGGTCGGGLGATA

>AB1B56: 582 :HNTKTDSXC:1:1181:25391: 1831 :N:@: TCTCTACT+GAACCGCGHE /1
GTTTCAGACGGAGTAGGCGTTCTATAAGATATAATAGGTGTCTTGORLRGTCAGATTCTTACGTCCAT
CCAGAACCACCTTTTGRCOTGACTGGATGATTTTGCTCGATTTCTGAGTTCTCCCTAGTTGATATAG
COAATGTTATGCATCTCAT

>ABR1B56 583 HNTKTDSXC:1:1181:3974: 1847 : N8 : TCTCTACT+GACCCGCGHE /1
CAGAGGACGAGTACCGAAGGTATGACTGETCCAGCTCCGTTCACCCCACTTGTTGTGTCTTGCCCG
ATCAGTTAACATGTCAGAGACTTAGTCTATCAGCACCCTATCTACGTAGTCAGACTGCCCTGAAGE
TGAGGGAGATAGTCTGGA

>AB1856: 583 HNTKTDSXC:1:1181:12491 : 1847 : N8 : TCTCTACT+GAACCGCGHE /1
CCGAAATCATTGAATTGAATTGCCCAATGECCAGGGCCTTGETGLETGCAGTCAAGGAGTAATACAT v

FASTA 1

Mj OKFASTAOKUESSALVADOREMSIS55555555555: Bloc de notas - C

Archive Edicien  Formato  Ver  Ayuda

bSequessalvadoriensis

ACGGACGTTAAGCATGATCAAATAATGCATGCAGGAGACTCTGTGAAAGT
GCATTGTATATGTAGTTCGAAAATTATTCGGGTTACCTCTATCTCCTAAC
TAGCTGCTTGACAGATCACCGGAAACAACTACCCATACACTTTGTGCTTT
TATGCCTGGATTCTAAGTAAGCATGTTGACCTGGCCTGCAARAATGACAG
GGAAAGCTACCTTAGATGCTTTGATGTGGTAATGGAAGTAATCACGGAAA
ATCTGRATGTGGEAAATGTTCTCATAGCGTCGCTATGLEETCAGGTGGLG
ATAGTGGCTGGTTACATCCGTGAGCGAATTAATACTCAATCTTATACTCT
GTACTCCATATTTTGAGTTTCCTCCAAAGTATCATTCTCTGAGGCCTAAG
GTAACACCTCTCCCGRACTAGTGAAGTCTTTCGAAGGACTTTGGGGGAAC
GTTGGACGACGCATCGGCTGGACTGRETGGCTGATATGTCGGCCTGGTAT
GCGGATGORGCAGGTACAGAGCACGAGTAACTATTCGGTGCCGGATCGGCC
GAGTATCGTGGCGATGAATCTGTGGAGTAATGGGGGTAATTGGTCGGGLG
ATAGTTTCAGACGGAGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGGTGTCTTGGG
GTCAGATTCTTACGTCCATCCAGAACCGLCTTTTGRCGTGACTGGATGAT
TTTGCTCGATTTCTGAGTTCTCCCTGTTGATATAGCGAATGTTATGCATC

FASTA 2.

Fig. 22. FASTA. Format.
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Valor. Se tiene el componente de dos lecturas de nucledtidos , en el orden 5 “ a 3” y viceversa la

lectura 2 de la secuencia de bases.

Interpretacion. Contiene la secuencia de nucledtidos leida durante la secuenciacion. Esta
representada por las letras A, T, C, y G (y a veces N para bases no determinadas). Los caracteres se
basan en la codificacién ASCII, donde cada uno tiene un valor numérico que se traduce en una
puntuacién de calidad. Las puntuaciones mas altas indican una mayor confianza en la lectura de esa
base. Para finalizar el programa verifica la estructura y formato. Analiza las secuencias y las
puntuaciones de calidad para evaluar la confiabilidad de los datos. Usa herramientas bioinformaticas

para procesar y analizar los datos.

2.0- El QC Statistics. Control de calidad Estadistico.

|l QC Statistics

Data Summany

Tolol rapds
40P

PSPl
Raw Dista B Qwality B Adapber Trim I Contaminant Remaval
Miousepeer: Dizplay read count wokies

Scroll: Toom infaut
Dragz Mowa foous

Fig. 23. Control de calidad. Macrogen

Este grafico comprende: Datos brutos, Calidad y ajuste del adaptador, Eliminacion de contaminantes
y Lecturas pasadas de control de calidad. Se utiliza para verificar la va variabilidad durante el proceso
de produccion. Esto permite un mejor control de calidad y que se puede corregir cualquier
eventualidad que altere los datos. En el eje de las X se tiene el Aspergillus y en el eje de las Y se tiene
el total de lecturas efectuadas. En resumen, en un contexto estadistico que implica la aplicacion de
métodos estadisticos para asegurar y mejorar la calidad a lo largo del proceso de produccién o en la

prestacidn de servicios.

Interpretacion. Se refiere a las estadisticas de control de calidad utilizadas en los procesos de

secuenciacién y analisis genético. En general, el QC (control de calidad) implica la evaluacion de
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varios parametros, como la calidad de las lecturas obtenidas, la cantidad de datos generados, vy la
identificacién de posibles contaminaciones o errores en el proceso de secuenciacion. Puede indicar
también altos valores: Indican una buena cobertura, lo que sugiere que la muestra ha sido
secuenciada suficientemente para capturar la mayoria de las especies presentes. Si tiene valores
bajos: Podria indicar que la muestra no esta completamente representada, lo que puede llevar a una

subestimacion de la diversidad.

2.1-Nombre de la muestra (Sample name)

Data Statistics
Sampde ramn Faw data (n) Creality B fidaprtar trim [n] Cantaminant Bemesal [n] QF Passad roads (3]
EHCTLTH 36,761,145 E R Y] 341,740 1938

Fig. 25. Nombre de la muestra.
Valor. Nombre de la muestra enviada fue Aspergillus.

Interpretacion. Este nombre fue adjudicado por el cliente a los servicios de Macrogen , para que

pueda ser identificado durante todo el tiempo que dure la secuenciacién en cada paso.

2.2-Datos brutos (Raw data)

Data Statistics

Sarmple maarmee Rawe cdat= ()

AScper=zillus =Z2.Fol. 295

Valor. 38,761.245 n

Anadlisis: La cantidad de 38,761.245 n es el numero de lecturas o fragmentos de ADN que fueron

generados durante el experimento. Este numero lo da la maquina de secuenciacion.

Interpretacion. Raw data (datos en bruto): Son los datos originales y sin procesar que se obtienen
directamente del equipo de secuenciacidn. Estos datos aln no han sido sometidos a pasos de
procesamiento como recorte de calidad, eliminacion de adaptadores, remocién de contaminantes,

o cualquier otro tipo de filtrado.
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2.3- Calidad y recorte del adaptador. (Quality and adapter trim.)

Data Statistics

Sample name Raw data (n) Quality & Adapter trim (n)

Azpergillus 38,761,245 32,535,420

Fig. 26. Recorte.
Valor. 32,535,420
Analisis. Indica que 32,535,420 fueron eliminados adaptadores no deseados.

Interpretacion. Quality trim (recorte por calidad): Esto se refiere al proceso de eliminar las partes
de las lecturas de ADN que tienen baja calidad. Las secuencias de baja calidad, generalmente en los
extremos de las lecturas, se eliminan para evitar errores en el analisis posterior. Los adaptadores son
secuencias cortas de ADN que se afiaden a las muestras durante la preparacién para la
secuenciacion. A veces, estos adaptadores pueden quedar en las lecturas secuenciadas y necesitan
ser eliminados porque no son parte del ADN de interés. Este proceso asegura que solo las secuencias

relevantes del ADN sean analizadas.

2.4-Eliminacién de contaminantes. (Contaminant removal).

Data Statistics

Sample name Raw data (n) Quality & Adapter trim [n) Contaminant Removal [n)

Aspergillus 38,761,245 32,535,420 30,561,740

Fig, 27. Eliminacidn de contaminantes o Contaminant removal.
Valor. 30,961,740

Anadlisis: Se refiere que 30,961,740 es un valor alto que fueron identificadas como contaminantes y
eliminadas inmediatamente durante el proceso de secuenciacién. Estos contaminantes pueden

incluir secuencias no deseadas, como ADN de bacterias, virus, o incluso fragmentos de ADN humano
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no deseados si se esta trabajando con una muestra de otro organismo. La remocién de
contaminantes es un paso crucial en el andlisis de datos de secuenciacion para asegurarse de que
los resultados sean precisos y reflejen Unicamente las secuencias de interés. Esto ayuda a mejorar la

calidad y la fiabilidad de los datos finales utilizados en estudios posteriores.

Interpretacion. Es el control de calidad, se refiere a: Verificacion de la calidad de las muestras.
Permitiendo tener que las muestras de ADN o ARN estén intactas y libres de contaminantes. Si los
valores son altos indican una buena cobertura, lo que sugiere que la muestra ha sido secuenciada
suficientemente para capturar la mayoria de las especies presentes. Si los valores son bajos: Podria
indicar que la muestra no estd completamente representada, lo que puede llevar a una

subestimacion de la diversidad.

2.5-Control de calidad de lectura anterior. (QC pased read).

Data Statistics

Sample name Raw data (n) Quality & Adapter trim (n) Contaminant Removal [n) QC Passed reads (%)

Aspergillus 38,761,245 32,535,420 30,561,740 79.88

Fig. 28. Control de calidad o qcPassed.
Valor. 79.88 indica que fue aceptado como buen desempefiio del proceso.

Interpretacion. Calidad de Producto: En un contexto de fabricacién o control de calidad, que suele
referirse a control de calidad. El valor 79.88 qc passed podria significar que un porcentaje del 79.88%
de los productos o unidades han pasado el control de calidad. Esto indicaria una tasa de éxito o

conformidad de las unidades revisadas.

3.0-Analisis taxondmico:

Taxonormy Composition (Kromna)

Taxonomy Composition (Bar plot)

Taxonomy Composition (Heatmap)

Fig. 29.Contenido del analisis taxonomico. Macrogen
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Comprende el estudio del analisis de la composicién taxondmica Krona, la composicién taxonomica
Bar plot, La composicion taxonomica Heatmap, la Diversidad Alfa y la Diversidad Beta. Se detalla a

continuacioén:

Interpretacion. Se refiere a que las secuencias obtenidas se comparan con bases de datos de
referencia, como GenBank o bases de datos especializadas en taxonomia. Se utilizan algoritmos y
herramientas bioinformaticas (como BLAST, Kraken, y otros), se identifican las secuencias
correspondientes a diferentes taxones. Esto ayuda a clasificar las secuencias en diferentes niveles
taxonémicos como reino, phylum, clase, orden, familia, género y especie. A cada item se elabora un
grafico. Se genera un informe que incluye las especies identificadas, su abundancia, y cualquier otra

informacidn relevante como la presencia de especies raras y otros.
3.1-Taxonomia Krona:

|1l Taxonomy analysis

Taxcnomy (Krona) Cheese the Sample | Asperpilus -
Kr ﬁ nal—=|—|smn |T| = Anpargdiun | —
bl | M s i (Feink g

] reisee L
|+ |onatai
= 100% =
] cottapm Eurpiaiet
Snagahct 100 ot I:_\'

B3 Ewmoreeit L

& w2

sy

Eckaryn (00

—

1o = l')L )
=
saparptia_adeitn 0% [
Asgesyluy bpepold 0% D

Azpergiun_lactcoantn D% .

Azparglun_rovtmicsemin £OXT% .

Fig. 30. Taxonomia Krona del analisis taxonomico. Macrogen

Andlisis: Se tiene que del reporte de secuenciacion, el 99 % se identificd Aspergillus neoniger.
Aspergillus vadensis 0.4%, Aspergillus kawachii 0.3%, Aspergillus lacticoffeatus 0.03% y Aspergillus

costaricaensis 0.009 %.

Interpretacion. El grafico se compone de varios circulos concéntricos. Donde cada circulo representa

un nivel taxondmico diferente (por ejemplo, dominio, filo, clase, orden, familia, género, especie). Los
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Segmentos Radiales: Los segmentos de cada anillo concéntrico representan taxones especificos en
ese nivel jerarquico. Por ejemplo, el circulo mas interno podria representar dominios (Bacteria,
Archaea, Eucariotes), y los circulos sucesivos representan subdivisiones mas especificas. El tamafio
de los Segmentos: El tamafio de cada segmento dentro de un anillo concéntrico indica la abundancia
relativa del taxdn representado en esa categoria. Cuanto mads grande sea el segmento, mayor serd la
abundancia de ese grupo en la muestra es una herramienta de visualizacién de datos que se utiliza
para representar la composicion taxondmica de muestras biolégicas, especialmente en el ambito de
la metagendmica. Krona permite generar graficos interactivos parecidos a pastel o radar que
muestran la diversidad y la abundancia de diferentes grupos taxondmicos en forma de graficos
circulares o de anillos (doughnut charts), donde cada segmento representa un taxon y su tamano es
proporcional a su abundancia. Esta forma de andlisis puede ser utilizada para analizar datos de
secuenciacion masiva. Los segmentos mas grandes indican una mayor proporcion de esa categoria

en comparacién con los segmentos mas pequefios.

3.2 -Diagrama de barras de taxonomia: Bar Plot

|sil Taxonomy analysis ==

Kingdom

Taxonomy Bar plot (Kingdom)

Fig. 31. Taxonomia de Barras del analisis taxondmico. Macrogen

Este apartado comprende Barras de Reino, Phylum, Clase, Orden, Familia, Genero y Especie. Se

detalla a continuacién.

Interpretacion. Es una representacidn visual utilizada en el andlisis de datos metagendmicos,
especialmente en estudios de microbiomas. Indica que este tipo de grafico permite visualizar la
composicion taxondmica de las comunidades microbianas presentes en una muestra. Cada barra en
el grafico representa un grupo taxonémico (como reino, phylum, orden, clases, especies, géneros,
familias) y su longitud corresponde a la abundancia relativa de ese grupo en la muestra analizada.
Los colores distintivos: Generalmente, cada taxdn o grupo se representa con un color diferente, lo
que facilita la visualizacion y comparacion de las diferentes especies o grupos presentes en la
muestra. Estos graficos son especialmente utiles para comparar las comunidades microbianas entre

diferentes muestras, permitiendo observar diferencias en la diversidad y composicion. Cada barra
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esta dividida en segmentos de diferentes colores, donde cada color representa un taxon especifico
(especie, género, familia, orden, clase, familia y phylum). la longitud de cada segmento dentro de
una barra indica la proporcién del taxéon en esa muestra. Asi por ejemplo un color podria estar
asociado con una especie particular, mientras que otro color representa una especie diferente. , las
barras de diferentes colores podrian indicar distintas condiciones experimentales, tiempos de
muestreo o ubicaciones geograficas. El andlisis se puede hacer ssegun la lectura, puede ser: Verde:
Alta calidad.Amarillo: Calidad media, que requiere revision. Rojo: Baja calidad, generalmente
descartada. Cada color en un barplot puede representar una categoria taxondmica especifica, como
diferentes especies, géneros o familias. Por ejemplo, un color podria estar asociado con una especie
particular, mientras que otro color representa una especie diferente. Su Interpretacién. Es por
distribucion de Colores: los colores en las barras para identificar los diferentes taxones presentes y
su abundancia relativa. Un segmento largo indica un taxén dominante en esa muestra. O por
comparacién entre Muestras: Se puede comparar las barras entre diferentes muestras para ver cémo
varia la composicidn taxondmica se refiere generalmente a una representacion grafica que muestra
datos de manera comparativa. Un grafico de barras podria ser utilizado para analizar aspectos de los
resultados obtenidos, como la abundancia de diferentes especies, la calidad de la secuenciacién, la
distribucidn de variantes genéticas. En un grafico de barras, cada barra representa una categoria o
un grupoy su alturaindica la cantidad o el valor de esa categoria. Un grafico de barras podria mostrar
la cantidad de lecturas o secuencias asignadas a diferentes especies en una muestra ambiental. Si
tiene diversidad Alta: Si una muestra tiene muchos colores y cada segmento tiene una longitud
similar, eso indica una alta diversidad taxonédmica o diversidad Baja: Si hay una muestra tiene uno o
dos colores predominantes y los otros segmentos son muy pequefios, eso indica baja diversidad

taxondmica.

-Diagrama de barras de Reino. (bar plot kingdom).

Latl. Taxonomy analysis e
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Fig. 32 .Diagrama de barras de Reino del analisis taxonédmico. Macrogen
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Anadlisis: De la muestra enviada de El Salvador de Aspergillus, es clasificada como del Reino Fungi.

Son Eucariotas porque su reproduccién es por esporas.

Interpretacion. Si hay abundancia de Reinos: La altura total de cada barra muestra la abundancia
general en la muestra, mientras que los segmentos de diferentes colores dentro de cada barra
muestran coémo se distribuye esa abundancia entre los diferentes reinos. O referirse a Comparacion
entre Muestras: una muestra podria tener una mayor proporcidon de un reino especifico en

comparacién con otra muestra.

-Diagrama de Barras de Phylum. (Bar plot Phylum)

[.aill. Taxonomy analysis [ = d

Phyium

Taxonomy Bar plot (Phylum)
O Sther Bl B Ascomycota
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-

Fig. 33.Diagrama de barras de Phylum del analisis taxonémico. Macrogen

Andlisis: De la muestra enviada de El Salvador de Aspergillus es clasificada como del Phylum

Ascomycota.

Interpretacion. Se refiere a una representacidon grafica que muestra la abundancia relativa de
diferentes filos de organismos presentes en una muestra bioldgica. El eje X suele representar los
diferentes filos (plural de phylum), que son categorias taxondmicas en la jerarquia de los organismos.
El eje Y muestra la abundancia relativa de cada filo, que puede ser en términos de porcentaje,
numero de lecturas, o alguna otra medida de abundancia. Es util para identificar cudles filos son
predominantes en una muestra especifica. Abundancia de Filos: La altura total de cada barra
muestra la abundancia general en la muestra, mientras que los segmentos de diferentes colores

dentro de cada barra muestran cémo se distribuye esa abundancia entre los diferentes filos.

- Diagrama de barras de Clase. (bar plot Class.)




Pagina 57 de 349

Taxonomy Bar plot (Class)
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Fig. 34 .Diagrama de barras de Clase del andlisis taxonémico. Macrogen

Anadlisis: De la muestra enviada de El Salvador de Aspergillus uessalvadorensis es clasificada como

de la Clase Eurotiomycetes

Interpretacion. Se refiere a grupos taxonémicos o clases de expresion génica, que se representan
en el gréfico de barras. Cada barra en el grafico podria representar la cantidad de ADN de una especie
especifica para cada categoria. Si hay abundancia de Clases: La altura total de cada barra muestra la
abundancia general en la muestra, mientras que los segmentos de diferentes colores dentro de cada

barra muestran cdmo se distribuye esa abundancia entre las diferentes clases.

-Diagrama de barras de Familia. (bar plot Family).
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Fig. 35.Diagrama de barras de Familia del analisis taxonémico. Macrogen

Andlisis: De la muestra enviada de El Salvador de Aspergillus es clasificada como de la Familia

Aspergillaceae

Interpretacion. Podria referirse a un conjunto de graficos de barras que se utilizan para representar

datos en diversas aplicaciones relacionadas con la biologia, la genética o la bioinformatica. Permite
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identificar cudles muestras tienen perfiles similares o diferentes. Esto puede ayudar a agrupar

muestras con caracteristicas similares.

-Diagrama de Barras de Orden (bar plot Order).
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Fig. 36.Diagrama de barras de Orden del analisis taxondmico. Macrogen

Analisis: De la muestra enviada de El Salvador de Aspergillus es clasificada como de Orden Eurotiales

Interpretacion. Podria referirse a un conjunto de gréficos de barras que se utilizan para representar
datos. Una abundancia de Ordenes: La altura total de cada barra muestra la abundancia general en
la muestra, mientras que los segmentos de diferentes colores dentro de cada barra muestran cémo
se distribuye esa abundancia entre los diferentes drdenes. Si hay una comparacién entre Muestras:
Puedes comparar la composicion de los dérdenes entre diferentes muestras o condiciones
experimentales. Por ejemplo, si un orden es mdas abundante en una muestra en comparacidn con

otras, esto puede indicar una caracteristica distintiva de esa muestra.

-Diagrama de barras de Genero (bar plot Genus).
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Fig. 37.Diagrama de barras de Genero del analisis taxonémico. Macrogen
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Analisis: De la muestra enviada de El Salvador de Aspergillus es clasificada como del género

Aspergillus.

Interpretacion. Se refiere a una representacién grafica que muestra la abundancia o la frecuencia
de diferentes géneros de organismos en una muestra o conjunto de datos. Cada barra representa un

género especifico y su longitud es proporcional a su abundancia relativa en la muestra analizada.

- Diagrama de barras de Especies (bar plot de species).
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Fig. 38.Diagrama de barras de Especie del analisis taxondmico. Macrogen

Analisis: De la muestra enviada de El Salvador es clasificada por secuenciacidn como de la Especie
neoniger por estar registrada en 2014. Pero se hace la observacién con pruebas documentales,
periciales y testimoniales que se realizaron estudios preliminares de aislamiento en 2006 de
caracterizacion macroscdpica y microscopica de Aspergillus de este mismo hongo en los afios 2006,
estudios de microscopia simple y microscopia electrénica de barrido y PCR del hongo encontrado en
2008 y publicado en revista El Universitario en 2008, luego se realizd la extraccion de gDNA, gPCR,
cADN en 2024 por MACROGEN INC. Metagenome Shotgun Sequencing Reports. Se aclara que segun
las normas internacionales de taxonomia actuales vigentes , puede aceptarse el termino subespecie
porque aun no se ha definido y aceptado por nombre de secuenciacion DNA, si hay referencias
documentadas de ue se llamé anteriormente dicha especie por diferencia genética, nicho ecoldgico
(semilla) y Geolocalizacién como es la zona norte de Morazan de El Salvador, perfectamente puede
adjudicarse la subespecie derivada de la especie y genero. En consulta por email al maximo

exponente de designacion de nomenclaturas taxonomicas, el Dr. Wreuter Werner! se cita “Si el

! Nomenclatural Advisor to Flora of Norrth America. Author Cédigo Internacional de Nomenclatura para algas, hongos y
plantas: (Codigo de Melbourne).
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nombre de la especie fue publicado validamente en primer lugar, con una descripcién adecuada y
un tipo, entonces su publicacién posterior basada en una secuencia de ADN (que actualmente no se
acepta en lugar de una descripcion) no tiene estatus en la nomenclatura. Actualmente no es posible
validar el nombre de un nuevo taxdn (por ejemplo, una subespecie con el mismo epiteto final)
citando la secuencia de ADN como el tipo. Las propuestas correspondientes fueron rechazadas en el
reciente Congreso Botdnico Internacional en Madrid, pero se designd un comité especial para
estudiar la cuestién de los “tipos de ADN”. De lo contrario, lo mejor que puede hacer es transferir el
nombre de la especie actual (no ADN) al rango de subespecie, manteniendo su tipo original. Si ese
tipo es insuficiente para una identificacion precisa, tiene la libertad de designar un epitipo (de nuevo

un espécimen normal, pero del cual se ha secuenciado el ADN)."

Interpretacion. El método de secuenciacidn sirve para identificar qué especies estan presentes y en
qué cantidades. Ejes: El eje X generalmente representa las diferentes especies (o grupos
taxondmicos), mientras que el eje Y representa las abundancias (que pueden ser cuentas absolutas
o proporciones) de esas especies. Barras: Cada barra del grafico representa la abundancia de una
especie especifica. La altura de la barra indica la cantidad o proporcidn relativa de esa especie en
comparacién con las demas. Abundancia de especies: La altura total de cada barra muestra la
abundancia general en la muestra, mientras que los segmentos de diferentes colores dentro de cada

barra muestran como se distribuye esa abundancia entre las diferentes especies.

3.3-Taxonomia de mapas de calor. (Heatmap taxonomy)
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Fig. 39 .Diagrama de Mapas de calor del analisis taxonémico. Macrogen

Este diagrama comprende un mapa de calor clasificadas por Reino, Phylum, Clase, Orden, Familia,

Genero y Especie. Se detalla a continuacion.

Interpretacion. Se refiere a una representacion visual de la diversidad y abundancia de diferentes
taxones de organismos presentes en una muestra bioldgica. Es una herramienta grafica que utiliza
colores para representar valores cuantitativos en una matriz, lo que permite identificar patronesy

comparaciones de manera visual. Los ejes suelen representar diferentes taxones a nivel de especie,
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género o familia, mientras que los colores indican la abundancia de cada taxén en la muestra
analizada. Cada celda en el heatmap tiene un color que representa el nivel de expresion si es rojo
para alta expresion y verde para baja expresién. Los genes que muestran un patrén similar de
expresién en diferentes muestras pueden estar regulados conjuntamente o tener funciones
relacionadas. Indican también la intensidad de la correlacidn entre muestras. Un color mas calido si
es rojo puede indicar una alta correlacidn, mientras que un color mas frio como el azul puede indicar

una baja correlacidn. Permite identificar cudles muestras tienen perfiles similares o diferentes.
-Mapa de calor de Reino. (Heatmap Kigndom).
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Fig. 40.Diagrama de calor Reino del analisis taxonémico. Macrogen

Analisis: De la muestra enviada de El Salvador es clasificada por secuenciacién como del Reino

Eucaryote.

Interpretacion. Sugiere un enfoque en la representaciéon de datos mediante mapas de calor
(heatmaps), que son utiles para mostrar frecuencias o intensidades de diferentes parametros en un
formato visual que permite una facil interpretacion. Si un reino tiene una gran presencia en muchas
muestras, su fila correspondiente tendrd un color mas oscuro en la mayoria de las columnas,

indicando que es el grupo dominante.

-Mapa de calor de Phylum. (Heatmap Phylum).
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i_-ll, Taxonomy analysis
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Fig. 41.Diagrama de calor Phylum del analisis taxondmico. Macrogen

Analisis: De la muestra enviada de El Salvador es clasificada por secuenciacién como del Phylum

Ascomycota.

Interpretacion. El heatmap phylum o mapa de calor por filo es una representacidon grafica que
muestra la abundancia relativa de diferentes filos de organismos en una muestra determinada, como
una muestra de microbiana. El heatmap permite identificar patrones en la composicién del
microbioma entre diferentes muestras. Representa Ejes: Generalmente, en el eje horizontal se
encontrardn las diferentes muestras analizadas, mientras que en el eje vertical se listaran los
diferentes filos de organismos, la intensidad o el color de cada celda en el mapa de calor representa
la abundancia relativa de ese filo en la muestra correspondiente. Por lo general, los colores mas
oscuros o intensos indican una mayor abundancia, mientras que los colores mas claros indican una

menor abundancia.

-Mapa de calor Clase. (Heatmap Class.)
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Fig. 42.Diagrama de calor Clase del analisis taxondmico. Macrogen
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Analisis: De la muestra enviada de El Salvador es clasificada por secuenciacién como de la Clase

Eurotiomycetes.

Interpretacion. Se refiere a una herramienta de andlisis en el contexto de la bioinformatica, es
utilizada para visualizar datos de variaciones genéticas o expresiones de genes mediante graficos de
calor (heatmaps). En un hitmap, cada celda del grafico representa la magnitud de una asociacién o
una medida de interés, donde los colores indican diferentes niveles de expresién o actividad. Las
areas o genes que muestran mayor actividad suelen representarse con colores mas intensos. Los
colores mas oscuros o intensos: Representan una mayor abundancia relativa de esa clase en Ia

muestra. Colores mds claros o apagados: Representan una menor abundancia relativa.
-Mapa de calor de Orden. (Heatmap order.)
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Fig. 43.Diagrama de calor Orden del analisis taxonémico. Macrogen

Analisis: De la muestra enviada de El Salvador es clasificada por secuenciacion como de la Orden

Eurotiales.

Interpretacion. Se refiere a la forma en que se organizan los datos en el hitmap. Esto puede incluir
el agrupamiento de genes o muestras similares, lo que facilita la visualizacion de patrones o
correlaciones en los datos. Si una fila (orden) tiene colores consistentemente mdas oscuros en varias

columnas (muestras), esto indica que ese orden es dominante en esas muestras.
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-Mapa de calor de Familia (Heatmap Family.)
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Fig. 44.Diagrama de calor Familia del analisis taxonémico. Macrogen

Analisis: De la muestra enviada de El Salvador es clasificada por secuenciacion como de la Familia

Aspergillaceae.

Interpretacion. Si hay dominancia de Familias: Si una fila correspondiente a una familia especifica es
consistentemente mdas oscura en varias columnas, esto indica que dicha familia es dominante en

esas muestras.
-Mapa de calor de Genero. (Heatmap Genus.)
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Fig. 45. Diagrama de calor Genero del analisis taxonémico. Macrogen
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Analisis: De la muestra enviada de El Salvador es clasificada por secuenciacién como del Genero

Aspergillus.

Interpretacion. Se refiere a que si utiliza colores para representar datos en una matriz, donde cada
celda corresponde a la abundancia de un género particular en diferentes muestras o condiciones.
Esto permite identificar patrones en los datos, como la prevalencia de ciertos géneros en diferentes
condiciones experimentales o en distintas muestras bioldgicas. Dominancia de Géneros: Si una fila
correspondiente a un género especifico es repetitiva mas oscura en varias columnas, esto indica que

dicho género es dominante en esas muestras.

-Mapa de calor de Especie. (Heatmap Species).
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Taxonomic profiles for the mean relative abundance of top abundant (up to 20} species were visualized.

Fig. 46.Diagrama de calor Especie del andlisis taxonémico. Macrogen

Analisis: De la muestra enviada de El Salvador es clasificada por secuenciacién como de la especie
neoniger. En la que se observa de otras especies presenta con mayor frecuencia. Se aclara que desde
el 2006 se inicio estudio morfologico, en 2007 se hizo acta notarial , en 2008 se registro en CNR y
publicacion en repositorio el 2008, por lo que se dio a la espera de la secuenciacion. Pero otros
investigadores en el 20011 encontraron una especie llamada neoniger y que en 2014 se secuencio

esta especie y se utilizo como base de primer para comparar con otras especies.
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Interpretacion. Se refiere a un tipo de andlisis que muestra la distribucién y la abundancia de
diferentes especies en un conjunto de datos, generalmente relacionado con datos genéticos o
metagendmicos. En este tipo de analisis, se utilizan representaciones graficas para visualizar cuantas
veces se encuentra cada especie en las muestras analizadas. Al utilizar la escala de colores: Los
colores indican la abundancia relativa de cada especie en las muestras. Si hay colores mas oscuros o
intensos: Indican una mayor abundancia relativa de esa especie en la muestra. O colores mas claros
o apagados: Indican una menor abundancia relativa. La variacidn en la intensidad del color permite
identificar visualmente qué especies son mas abundantes y comparar estas abundancias entre las

diferentes muestras.
-Descripcion del archivo de resultados.

FORMATO FASTQ: Es un formato utilizado para almacenar datos de secuenciacién de ADN. El
formato FASTQ contiene informacién de las secuencias de nucledtidos y sus respectivas calidades.
Es ampliamente utilizado en bioinformatica y en la secuenciacion de nueva generacion (NGS). Se
utiliza similar a un Block de notas o note pad con extension txt que en cualquier computadora se
puede leer los electroferogramas, que tiene 60 caracteres por regién, cuando es para secuenciacion

de fragmentos pequenios de DNA como 500 pb.

MD5sum: Es un comando utilizado para calcular y verificar el valor hash MD5 de un archivo. El valor
hash MD5 es una representacion de tamafio fijo (128 bits) de los datos originales, lo que permite
verificar la integridad de los archivos. Sirve para comprobar integridad de archivos y evitar errores
de transferencia. Se asegura que los archivos de datos genéticos no se corrompan durante la
transferencia o almacenamiento. Al calcular el hash MD5 de un archivo en el momento de la creacién
y luego volver a calcularlo después de la transferencia, puede comprobarse que el archivo no ha sido

alterado.

4.-Metodologia. (Methods)

272 Analysis Workflow
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Fig. 47. Metodo empleado.
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Se refiere a los pasos utilizados para llegar a los resultados obtenidos provenientes de 1. Control de

calidad, 2.Taxonomia, 3.Diversidad alfa y beta y 4. Perfilado funcional.

5.Analisis molecular. Aspergillus de la muestra enviada de El Salvador.

Para el analisis molecular se utilizaron los programas BLAST Basic Local Alignment Search Tool, MEGA

11 Molecular Evolutionary Genetics Analysis, CLUSTAL OMEGA Multiple Sequence Alignment

program , Nucleotid BLAST program, GENEBANK Genetic Sequence database y otros no menos

importantes.

Por analisis de estudios moleculares con el programa Clustal Omega Multiple Sequence Alignment

(MSA). Se determind que la cepa es del género Aspergillus pero su especie es similar pero no igual a

la reportada por tipo DNA. Ver Fig 48. Se utilizo las siguientes secuencias de Bases:

Archive Edicion  Formatoe  Ver  Ayuda

| COMPARACION AMBAS ESPECIES ELSALVADOR NEOMIGER: Bloc de notas — [} >

>SeqELSALVADOR

TGGACGACGCATCGGCTGGACTGGEGTGGCTGATATGTCGGCCTGGTATGCGGATGGGCAGGTACAGAGCACGAGTAACTATTCGGTGCCGE
ATCGGCCGAGTATCGTGGCGATGAATCTGTGGAGTAATGGGGGTAATTGGTCGGGCGATA

>SeqNEONIGER

GTTTCAGACGGAGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGGTGTCTTGGGGTCAGATTC TTL‘*: GTCCATCCAGAACCGCCTTTTGGCGTGACTG
GATGATTTTGCTCGATTTCTGAGTTCTCCCTGTTGATATAGCGAATGTTATGCATCTCAT
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Fig 48. Comparacion genoma de las especies de El Salvador y la reportada por tipo DNA segun la

secuencia de bases.

En la fig 48 se observa que un segmento de secuencias de DNA de El Salvador 1 con la secuencia de

la especie neoniger 2 no es igual. La similitud entre las bases Citocina y Guanina se puede observar
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en el grafico no es un mayor porcentaje que varia en rango entre 40 a 60 la de El Salvador en relacién
a la cepa neoniger que esta entre 41 a 60 nucleotidos de Pb. Es decir que coinciden CC,GG y AA en
un 0.15% con la de la especie neoniger reportada por tipo ADN. Los espacios en blanco son huecos

que no coinciden con la especie neoniger.

Tool output CLUSTAL 0{1.2.4) multiple asquencs alignment
Dawnlaad
SeqELFALVADOR TATGLCTGGATTC TAAG - - - TRAGCATGT TGACCTRGCCTROA - AAAATGACAGGARANG 56
Seqneonigar - == -- - GEGEETANTTGANT DL GTOEAGTRARC CTABCCOCEACATGREREANGEGTANG 54
Ak, W, I1IW aw W, DdE ek Wk & ], W, Witk ddek
SeqELSALVADOR CTACCTTABATGC TTTOATETAGTAATOAARGTANTCACARAAAATCTERATATORGAAR 116
Saqreaanlger B T T L L L -]
SeqELSALVADOR TETTCTCATAGOE TCGCTATRELETCAGETGRCGA 151
Seqnaondgar -------tiidngdagcagdnggatcGGALE-—-A B8
DLW AN ek o
< Alignment with colours CLUSTAL 0(1.2.4) multiple cequence alignmant
“ SeqELSALVADOR TATGECTEGATTE TAMG - - - TRAGCATETTEACCTHRCCTEOA - ARANTEACAGEGAANG 56
Seqnacniger --- -- - GEGEETANTTRART DL TOEAGTRABCCTAGCCCCEACATEEGEEANGEGTANG 54
Wk, W, DIEW an WL DWE L ok o WA kel
SeqELSALVADIR CTACCTTAGATEL TTTRATETECTAATCEAMGTANTCACGRAARATCTECATETEGEAA 116
Seqresonigar B T e B
SeqELSALVADOR TETTCTCATAGCE TCRCTRTREGGTCAGETEGRIGA 151
Seqracniger -------TGEGAGGAGCAGGAGGATCGEACE---A B8
Dok ok _dedrld ok ok *

Fig 49. Comparacion Clustal 0(1.2.4) multiple secuence alignment entre las dos especies EL

SALVADOR y especie neoniger.

En la fig 49 se tiene por comparacion Clustal alineamiento multiple entre las dos secuencias en
donde se observa la distribucion de las bases entre ellas hay diferencias en los nucleotidos 56-
54,116-55,151-80 en la comparacion de la secuencias entre ellas, la secuencia entre GC y AT se
diferencian. Un asterisco indica que coinciden ambas nucleotidos, dos asteriscos es débil la relacién.

Los espacios en blanco no se han conservado puede que haya habido insercién o deleccidn.

-Por arbol filogenético se tiene que ambas especies proceden de un origen o arbol filogenético

comun que son del genero Aspergillus. Ver fig. 50.
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Fig. 50. Philogenetic tree o arbol filogenético entre las especies.

Se observa a la izquierda el ancestro comun que es el del genero Aspergillus y a la derecha los clados.
Se denota que de las especies de niger, neoniger y la de EL SALVADOR en amarillo tienen un nodo
con especie neoniger pero que se diferencian por lo que han evolucionado alejandose del genero
original ,demostrado por la secuencia de bases anterior son diferentes especies.Las ramas indican
relacion entre ellas y la longitud o distancia del ancestro de las ramas representa la cantidad de

cambio evolutivo. La del El Salvador ha evolucionado.

Las secuencias en formato FASTA utilizados, son:

777777777777777777777777777777777777777777777 FORMATO FASTA
>uessalvadorensis

TAGTGGCTGGTTACATCCGTGAGCGAAT TAATACTCAATCTTATACTCTG
TACTCCATATTTTGAGTTTCCTCCAAAGTATCATTCTCTGAGGCCTAAGG
TAACACCTCTCCCGGACTAGTGAAGTCTTTCGAAGGACT TTGGGGEGAACG
TTGGACGACGCATCGGCTGGACTGLETGGCTGATATGTCGGLCTGGTATG
CGGATGGGCAGGTACAGAGCACGAGTAACTATTCGGTGCCGGATCGGLCG
AGTATCGTGGCGATGAATCTGTGGAGTAATGGGGGTAATTGGTCGGGLGA
TAGTTTCAGACGGAGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGGTGTCTTGGGG
TCAGATTCTTACGT

»>neoniger
GEGEGETAATTGAATCCGTCGAGTGAGCCTAGCCCCGACATGEEEEAAGGG
TAAGttgggaggagcaggaggatcGGACCATGGCTGCAGGCagEEgEa8ss
Stgggegtetg TTAATGGTCTGAATGACTCGGGTAAGAGAGAAGATTGTG
AGTGAGATTGTGAGAAGTGATGATTTCATCTGGCCAAGTGAAGAACCGAC
CACCAAAATTATCGTGAGtagtggcagragcagcagcagcagaaggatel
CAGGCTCGCTGAGATTACTGTTTTCCGGATTATTCGCGCTGGGEAATTTCT
CCATTGGCATGACTTGAGCCTCTTCTGLCGAGACAGGCT TAGCGCAGGLG
AGGCAGCTGGGATCCACATTCTGTTTTGAGATGGGTATCCTGACTGCTAA
>niger

GATCCTC TGGAGGCH GAAACTGGTTAGT'
TTACTAAACTTTGGCATCTCCATCGTGGCCCATGGAAATACCCAGTGACC
CTCCTCCAGGGGCCGCTCTGGCGATGAAGTGCACGACTATGGCTACAATT
TTACGAACACACGACGCCACTCAAACAGTAGCGCTCAGGGCAT TGCGGAC
TTCAAGACAAAGTTCGAGGCCGTTGAACCAGAGCCAGTTTTTGAAGAAAA
CGTGCATGGGCCCGATGCCCTTCCTCCGGATGACGACATGE TAAGAAAAC
TTGATAGCATCAACAGCGATAACACCGAAGGTAGTGAAGTCATTTGGAAC

-Tipo de relacion entre las especies uessalvadoriensis, neoniger y niger.
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m M11: Alignment Explorer
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

faBSEME T ri «0XBxa[+8ar @338

DNA Sequences  Translated Protein Sequences

SpecisiAbbrv : ] : o[+ :| |
1. uessalvadorensis BEAGTAGGCEGTTCTETAAGATATAAT @i@@
2neoniger  @CCEAGACAG-GcTT-AGcECA
3. niger AclheclBATAACACEE- AAGGTAGTGAAGT

Fig 51. Relacion entre las especies de El Salvador, neoniger y niger.

En la fig 51 se observa que las tres especies no coinciden en la secuencia, sino que unicamente en 8
casos alineados que estan sefialados con un asterisco coinciden en la secuencia de GGG, CCC,
AAATTT conservando una relacion pero el resto de bases son diferentes. Por lo que las tres especies
no son iguales en los lineamientos, por lo que pudieron haber tenido mutaciones o regiones no

conservadas.

necnigex TEETCTGA--ATEACTCEG G TAAGACACAAGATTGTCAGTGAGATTETGAGAN - - - -~ -~ 166

uessalvadozensis TEAGCGAATTAATACTCAATCTTA- --- TACTCTGTACTCCATATTTTGAGTTTCCTCCA 75

niger TEGTT---AGTTTACT------- A--—-AACTTTG-----------—--- -GLATCTCCA 72
Hk. 11 ERk - &L ORR

En el contexto de biclogia melecular y ganética, "neeniger” parece ser una designacién para una
especie o grupo relacionado con las otras secuencias que mencionas, como yessalvadorensis y niger.
Las secuencias que has compartido son comparaciones de ADN o ARM entre estas especies. Aqui hay
un desglose de lo que se ve:
1. Secuencias de nucledtidos: Cada linea representa una secuencia de nucledtidos (A, T, C, G)
de diferentes especies.
2. Puntos y asteriscos: Los simbolos como ., :, y * indican grados de similitud entre las
secuencias.
o Un *indica que las bases son idénticas.
o :y.indican similitudes menores (cambios en la secuencia que son mas tolerables).
En el caso gue presentas, se puede observar que hay cierta similitud entre "neonjger” y las otras
ias, que también hay Hif ias. Esto puede ser indicativo de la relacidn evolutiva
entre estas especies o grupos.

neoniger TGGTCTGA- - ATGACTCGGETAAGAGAGAAGATTGTGAGTGAGATTGTGAGAA- - -~~~ 166
uessalvadorensis TGAGCGAATTAATACTCAATCTTA----TACTCTGTACTCCATATTTTGAGTTTCCTCCA 75
niger TGGTT---AGTTTACT------- A-—--ARCTTTG------=--------=- GCATCTCCA 72

Fk HHEE T2 = Ik I ok

Fig. 52. Relacion entre las especies de uessalvadoriensis, neoniger y niger.

Se observa que hay diferencias porque la secuencias no hay similitud, en la que las especies han
evolucionado en forma diferente en los pares de bases, en forma filogenética si hay diferencias
marcadas. Coinciden en TTT, GGG,AAA,CCC en los nucleotidos 166,75,72, lo demas no estan

alineadas.
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-Comparacion de tres secuencias: Aspergillus uessalvadoriensis y neoniger

>uessalvadoriensis1
CAGAGGACGAGTACCGAAGGTATGACTGGTCCGGCTCCGTTCACCCCACT
TGTTGTGTCTTGCCCGATCAGTTAACATGTCAGAGACTTAGTCTATCGGC
ACCCTGTCTGCGTAGTCAGACTGCCCTGAAGGTGAGGGAGATAGTCTGGA
>uessalvadoriensis2
CCGAAATCATTGAATTGAATTGCCCAATGGCCAGGGCCTTGGTGGTGCAG
TCAAGGAGTAATACATTGCTGTGGTTTGTATGTACAAAAGTACAGTCCGT
AACTATATCTAACCAAGCCCTCTGTGGAGTCCTCAGGAGCAGATAAGAAG
G

>NEONIGER

TCATGCCCTAACTCACGGTTCATGCTCTAACTCACGGTTCATGCTTTAACTCACGGTTAATGCCCTAACTCACGGTTCATGCCTTATCTCATGGTCCATGGGAGCCCTTTTCGACCGG
AGCCGAGCCTTGATTC

Results for Job D clustalo-120241002-140342-0615-32776756-p1m m (K4

Tool Outpul Alignmenls Guide Tree Phylogenelic Tree Resulls Viewers Resull Files Submission Details
COLOR SCHEME LEGEND

nucleotide + | RCGTU
Nightingale am

3 sequences

ud
&
2
B
H
g
i
E
€

UESSALVADORIENSIS2. CIclA GG clcI T - 6 - - - - -GTEEITIGICAGITICIA AG[GIAGTAAT A
UESSALVADDRIENSIST ACGAIGITACCGAAGGTA|TIGACTIGIG|IT CCIGGICTCCIGIT - - -TCA
NEONIGER TCATIGICCC -[TAA .- - -CTCACGIGITTCATGCTCTAS - .- -ACT
Alignment with colours CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
m uessalvadoriensis2 CCGAAATCATTGAATTGAATTGCCCAATEGCCAGEGCCTT-G-—- -~ - GTGGTECAGTCA 53
uessalvadoriensisl CAGAGGACGAGTACCGAAGETATGACTGGTCCEGCT 36
NEONIGER - TCATGCCC-TAA---CTCACGETTCATGCT 26
ook ow L% sl %
uessalvadoriensis2 AGGAGTAATACATTGCTGTGETT-—~—-———~-—---- TGTATGTACAAA-AGTACAGTC 97
uessalvadoriensisl CCGT---TCACCC--CACTTGTT-~—--—--- GTGTCTTGCCCEATCAG- - TTAACATGT 30
NEONIGER CTA----ACTCACGGTTCATGCTTTAACTCACGGTTAATGCCCTAACTCACGGTTCATGE 82
Dkl 88w TE3 & BHOR Diwex
uessalvadoriensis2 CGT--AACTATATCTAACCAAGCCCTCT--GTGGAGTCCTCAGEAGCAGATAAGAAGG - - 151
uessalvadoriensisl CAG-AGACTTAGTCTATCGECACCCTGTCTGCGTAGTCAGACTGCCCTGAAGGTGAGGGA. 139
NEONIGER CTTATCTCATEGTCCATGEEAGECCTTTTC -~ -~~~ =~ ————————————— GACCGGAG 120
* IRII Hk KD LRk K R——
uessalvadoriensis2? - -----—--——— - 151
uessalvadoriensisl GATAGTCTGGA--- 158
NEONIGER CCGAGCCTTGATTC 134

Fig. 53. Comparacion de tres secuencias uessalvadoriensis y neoniger.
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En la fig 53 Se esta mostrando una secuencia de ADN o ARN de diferentes muestras, probablemente
de un analisis genético. Cada linea parece representar una secuencia diferente, con un nombre de
especie o muestra seguido de la secuencia de nucledtidos y su longitud. uessalvadoriensis2 y
uessalvadoriensisl parecen referirse a muestras de una especie que podria ser endémica de El
Salvador, dado el nombre. neoniger podria referirse a otra especie o muestra, posiblemente un
organismo que ha sido estudiado en el mismo contexto. Los nimeros al final de cada linea podrian
indicar la longitud de la secuencia en bases. Se observan que ambas especies coinciden en dos

ocasiones marcado con asterisco las regiones estan conservadas en un 40 a 60 %.

-Protein secuences . (Secuencias de Proteinas) de Aspergillus.
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E M11: Alignment Explorer

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

=B EMmEwL(ri «0XEx&+Har @2

DNA Sequences Iranslated Protein Sequences

Species/Abbrv *
1. uessalvadoriensis1 wl- - - - - VHEP CCVLP Lillczll-=--= ‘?HPVCVVRLP‘R‘.R‘-f

2. uessalvadoriensis2{-|- - - 2 .CPMARALVV FVC KV ALC V"—”R ---71RR

3. NEONIGER -[-ZMP*LW? - - - - - - - - FML*L VHAL."RL"CP RFMP" ALF.R ?--7P*F

Fig 54. Protein secuences alineadas en Clustalw y muscle. MEGA11

En la Fig 54 se tiene que las secuencias alineadas coinciden 24 ocasiones lo que indica estan
conservando positivo con su ancestro comun del genero Aspergillus. Los asteriscos indican que son
aminodcidos idénticos que no sufren sustituciones. Los que no tienen simbolos indican una
sustitucion no conservada negativa, en donde los aminodcidos son diferentes y no comparten
propiedades quimicas similares. Las letras L, C y S en el contexto de secuencias de proteinas
generalmente representan los aminoacidos especificos en una secuencia que coinciden, son: L:
Leucina (Leu) - Un aminoacido hidrofdbico que es importante en la estructura de las proteinas. C:
Cisteina (Cys) - Un aminodcido que contiene azufre y es conocido por formar enlaces disulfuro, lo
que ayuda a estabilizar la estructura de las proteinas. S: Serina (Ser) - Un aminoacido polar que a
menudo participa en la modificaciéon postraduccional de proteinas, como la fosforilacién. En las
secuencias de proteinas, estas letras se utilizan para abreviar los nombres de los aminodcidos,
permitiendo una representaciéon compacta de la secuencia. Los sitios identificados estan en la 23,29
y 38. Con porcentajes de L 50.37% Protein secuences,C 23.63% y S 26% (Bioinformatic ,2024). Para
el caso los términos que compartes se refieren a un conjunto de datos relacionados con secuencias
genéticas, probablemente en un estudio de biologia molecular o genética. Aqui te explico cada
parte: uessalvadoriensis2: Este es probablemente un nombre de especie que se ha identificado, tal
vez en un contexto geografico relacionado con El Salvador. El "2" indica que es una variante o una

segunda muestra de esta especie. uessalvadoriensisl1: Similar al anterior, este es otro identificador
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para una variante o muestra de la misma especie, "uessalvadoriensis", con el "1" indicando que es
la primera muestra. GATAGTCTGGA---: Esta es una secuencia de nucleétidos que corresponde a
"uessalvadoriensis1". Los guiones al final indican que hay partes de la secuencia que no estan
disponibles o son desconocidas. neoniger: Este es el nombre de otra especie o grupo taxondmico.
La secuencia CCGAGCCTTGATTC se relaciona con "neoniger". Los Numeros (151, 150, 134): Estos
numeros podrian representar la longitud de las secuencias de nucleétidos en cada caso. Por ejemplo,
"151" podria ser la longitud de la secuencia para "uessalvadoriensis2", "150" para
"uessalvadoriensis1" y "134" para "neoniger". En resumen, parece ser un resumen de secuencias de

ADN de diferentes muestras o especies, posiblemente en un contexto de investigacidn genética.

National Library of Medicine e

BLAST ® » blastn suite » results for RID-FUKINS51Z016 Home RecentResults Saved Strategles Help

0 Important update
The core nucleotide database (core_nt) is now the default nuclectide BLAST database. Learn more about core_nt.

Save Search Search Summary v © How 1o read this report? BLAST Help Videos 'DBack to Traditional Results Page
Job Title 3 sequences (uessalvadoriensis1) Filter Results

RID FUKONS12016 Search expires on 1003 21:40pm Download All ¥ Percent Identity Evalue Query Caverage
Rosuts o[y o o 2 o ] o J[_Je[ ]
Database corent  See details v

Query ID IcliQuery_605769

Description uessalvadoriensis
Molecule type  dna
QueryLength 150

A No significant similarity found. For reasons why,click here

Fig. 55. Secuencias comparadas en programa Blast.

En la Fig. 55 se observa que al comparar las secuencias de fragmentos de uessalvadoriensis con

neoniger no se encontré ninguna similitud significativa.

-Marco de lectura abierto del Aspergillus muestra de El Salvador
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Fig. 56. Grafico ORF de la secuencia Sequessalvadoriensis de 2450 bp

En la Fig 56 es un grafico ORF (Marco de Lectura Abierto) circular implica interpretar la
representacion grafica de los marcos de lectura en un contexto bioldgico, generalmente en estudios
de genomas. Aqui tienes algunos pasos para entenderlo: Estructura Circular: El grafico suele ser
circular, representando la secuencia de ADN. Los puntos o segmentos en el circulo corresponden a
diferentes regiones del ADN. Marcos de Lectura: Busca los marcos de lectura abiertos, que estan
sefializados y se presentan como lineas o bloques. Cada ORF representa una posible secuencia de
codificacién para una proteina. Direccion: Observa la direccidn de los ORF. Pueden estar en la cadena
directa (5'a 3') o en la cadena complementaria (3' a 5'). Esto indica cdmo se transcriben y traducen.
Tamafio: Los ORF de diferentes longitudes pueden indicar diferentes potenciales de codificacion.
Generalmente, un ORF mas largo tiene mas probabilidades de codificar una proteina funcional. En
un grafico ORF circular, "1.7k" generalmente se refiere a la longitud de un marco de lectura abierto
(ORF) que mide 1,700 pares de bases (bp) de longitud. La "k" representa "kilo", que en este caso
significa mil. Esto implica que el ORF en cuestidn podria codificar una proteina, y su longitud es
relevante para entender su funcién potencial. Un ORF de 1.7k es relativamente largo y podria ser

indicativo de un gen que codifica una proteina de tamafio significativo. En un grafico ORF circular,
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las flechas suelen tener significados especificos relacionados con la informacién genética
representada. Segun Direccion de Transcripcidon: Las flechas indican la direccién en la que se
transcribe el ADN a ARN. Normalmente, apuntan de 5' a 3', que es la direccidn en la que se sintetiza
el ARN. Orientacion del Gen: Pueden mostrar si el gen estd en la cadena directa (sense) o en la
cadena complementaria (antisense). Una flecha hacia fuera del circulo indica un gen en la cadena
directa, mientras que una flecha hacia dentro puede representar un gen en la cadena
complementaria. Sefales de Promotor o Terminador: Algunas flechas pueden senalar la ubicacion
de promotores o terminadores, que son elementos reguladores que controlan la transcripcion del
gen. Relacion entre ORF: En graficos mas complejos, las flechas pueden conectar diferentes ORF o
genes, indicando relaciones funcionales o de regulacion entre ellos. En un grafico ORF circular, las
flechas que apuntan hacia la izquierda o hacia la derecha generalmente indican la direccién de
transcripcion de los marcos de lectura abiertos (ORF). Aqui te explico mas sobre su significado:
Flechas hacia la derecha: Indican que el ORF correspondiente se encuentra en la cadena de ADN en
la direccion 5' a 3, lo que significa que se esta transcribiendo desde esa cadena. Esto se considera la
cadena sense o directa. Flechas hacia la izquierda: Indican que el ORF estd en la cadena
complementaria, transcribiéndose en la direccidon 3' a 5'. Esta cadena se conoce como antisense. En
resumen, la direccion de las flechas proporciona informacién sobre cdmo se sintetiza el ARN a partir

del ADN y la orientacidn de los genes en el genoma.

-Analisis build dotplot. (Grafico de puntos) muestra Aspergillus
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Fig. 57. Grafico build dotplot de la secuencia uessalvadoriensis.

En la Fig 57 el andlisis Wild Dotplot es una técnica utilizada en bioinformatica y biologia molecular
para comparar secuencias de ADN, ARN o proteinas. Un dotplot (o "grafico de puntos") es una
representacion visual que permite observar la relacién entre dos secuencias. En un dotplot: Cada
secuencia se representa en un eje (horizontal y vertical). Se coloca un punto donde las bases o
aminoacidos de las dos secuencias coinciden. El analisis Wild Dotplot se refiere a un enfoque que
utiliza un dotplot para identificar similitudes, divergencias y patrones en las secuencias:
Identificacién de Regiones Conservadas: Los puntos agrupados en la grafica pueden indicar regiones
que han sido conservadas a lo largo de la evolucion. Deteccidn de Repeticiones: Las lineas diagonales
0 agrupaciones de puntos pueden revelar repeticiones o patrones dentro de las secuencias.
Comparaciéon de Genomas: Es Util para comparar genomas completos, identificando homologias
entre diferentes especies. Visualizacion de Variabilidad: Puede ayudar a identificar variaciones en
secuencias, como inserciones, deleciones o sustituciones. Interpretacion Diagonal: Una linea
diagonal indica similitudes continuas entre las dos secuencias. Ruido o puntos dispersos: Puede
indicar diferencias significativas o variabilidad entre las secuencias. Un dotplot es una
representacion grafica que permite visualizar las similitudes y diferencias entre dos secuencias (de

ADN, ARN o proteinas) colocando puntos en un grafico donde coinciden elementos equivalentes. La
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linea recta invertida en build dotplot significa: Similitud Inversa: Una linea diagonal que se inclina

hacia abajo (invertida) puede indicar que hay similitudes entre las secuencias en el sentido inverso.

Esto puede ser indicativo de que una de las secuencias esta en la direccion opuesta (3'a 5') o que se

esta considerando la secuencia complementaria. Reversibilidad: En algunos casos, puede senalar

que hay secciones que son complementarias entre si, sugiriendo que las secuencias son

homologadas, pero en orientaciones opuestas. Repeticiones: A veces, una linea invertida también

puede sefialar regiones repetitivas que han sido reordenadas o invertidas en comparacién con una

de las secuencias. Estructura de Genes: En el andlisis de genes, una linea recta invertida puede

representar un gen que estd orientado en direccién opuesta a otros genes en la misma region del

genoma.
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En la Fig 58 es una alineacién de secuencias de ADN. Que significa: NUmeros en la Parte Superior:

Los numeros (135, 9) generalmente representan la longitud de las secuencias o la posicidn de alguna

de las secuencias alineadas. Sin mas contexto, es dificil decir con certeza qué significan, pero podrian
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indicar el inicio o la posicién de las secuencias. Secuencias de ADN: Las lineas con letras (A, T, C, G)
representan nucledtidos de ADN. Los guiones (-) indican posiciones donde hay inserciones o
eliminaciones (gaps) en la alineacién. Cada letra corresponde a un nucleétido: A: Adenina, T: Timina,
C: Citosina, G: Guanina. Alineacidn: Las lineas con | representan coincidencias entre las secuencias
alineadas. Cuantos mas se encuentren, mas similar es la secuencia en esa posicidn. Los espacios o
puntos (.) pueden indicar que hay una diferencia en esa posicion especifica entre las secuencias.
Interpretacidn General: Este tipo de alineacion se utiliza para comparar dos o mas secuencias de
ADN y ver cdmo se relacionan entre si. Las similitudes pueden indicar homologia, lo que sugiere que

las secuencias provienen de un ancestro comun o que tienen funciones bioldgicas relacionadas.

Los resultados de un alineamiento de secuencias de ADN entre dos secuencias: "neoniger" y
"uessalvadoriensis". Significa: Alignment type: DNA alignment: Indica que se trata de un
alineamiento de secuencias de ADN. Matrix: EDNAFULL: Se refiere a la matriz de puntuacidn utilizada
para evaluar la similitud entre nucleétidos. EDNAFULL es una matriz comUinmente usada para
alineamientos de ADN, que asigna puntajes a las coincidencias y diferencias entre nucledtidos. Gap
penalty: 2.0: Este es el costo asignado por introducir un espacio (gap) en el alineamiento. Un valor
mas alto significa que se penaliza mas la introduccién de gaps. Extend penalty: 2.0: Este es el costo
adicional por extender un gap una vez que se ha introducido. También influye en la forma en que se
manejan las inserciones y eliminaciones en la alineacién. Score: 268.0: Este es el puntaje total del
alineamiento. Un puntaje mas alto indica un alineamiento mas favorable entre las dos secuencias.
Sequence 1 neoniger length: 135: Longitud de la primera secuencia (neoniger) es de 135
nucledtidos. Sequence 2 uessalvadoriensis length: 152: Longitud de la segunda secuencia
(uessalvadoriensis) es de 152 nucledtidos. Alignment length: 189: La longitud total del alineamiento,
gue incluye las secuencias alineadas mas los gaps. Identity: 88/189 (46.56%): Indica que hay 88

posiciones en las que las dos secuencias son idénticas, lo que representa el 46.56% de la longitud
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total del alineamiento. Similarity: 88/189 (46.56%): La similitud es la misma que la identidad en este
caso, lo que sugiere que no hay diferencias en la forma en que se estan contando (es decir, no se
estan considerando las similitudes basadas en propiedades quimicas de los nucleétidos). Gaps:
91/189 (48.15%): Indica que hay 91 posiciones que son gaps en el alineamiento, representando el
48.15% del alineamiento total. Esto puede sugerir que hay una gran cantidad de diferencias entre
las secuencias, o que las secuencias son mas diversas en longitud. Resumen El alineamiento sugiere
gue las secuencias "neoniger" y "uessalvadoriensis" tienen un grado moderado de similitud
(46.56%), pero también una alta proporcion de gaps, lo que puede indicar variaciones significativas

entre ellas.
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Fig. 59. A. Distancia de Filogenia de las especies uessalvadoriensis y neoniger.
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Fig. 59. B. Distancia de Filogenia de las especies uessalvadoriensis y neoniger.

En la Fig 59 A el valor estimado del pardmetro de forma para la distribucién Gamma discreta es
23,3524. El patrén y las tasas de sustitucidn se estimaron segun el modelo Tamura-Nei (1993) (+G)
[1]. Se utilizé una distribucion Gamma discreta para modelar las diferencias en las tasas evolutivas
entre sitios (5 categorias, [+G]). Las tasas evolutivas medias en estas categorias fueron 0,73, 0,88,
0,99, 1,10y 1,30 sustituciones por sitio. Las frecuencias de nucledtidos son A = 23,50 %, T/U = 26,50
%, C=25,35% y G = 24,65 %. Para estimar los valores de ML, se calculd automaticamente una
topologia de arbol. La maxima verosimilitud logaritmica para este cdlculo fue -580,228. Este analisis
involucrd 3 secuencias de nucledtidos. Las posiciones de coddn incluidas fueron 1.2, 2.2, 3.2 y no
codificante. Hubo un total de 156 posiciones en el conjunto de datos final. Los analisis evolutivos se
realizaron en MEGAL11. Indica una secuencia de ADN o ARN de diferentes muestras, probablemente
de un andlisis genético. Cada linea parece representar una secuencia diferente, con un nombre de
especie o muestra seguido de la secuencia de nucledtidos y su longitud. uessalvadoriensis2 y

uessalvadoriensisl parecen referirse a muestras de una especie que podria ser endémica de El
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Salvador, dado el nombre. neoniger podria referirse a otra especie o muestra, posiblemente un
organismo que ha sido estudiado en el mismo contexto. Los niumeros al final de cada linea podrian
indicar la longitud de la secuencia en bases. Los nimeros (1.17, 1.58, 1.87): Estos podrian ser valores
qgue representan alguna medida, como la distancia genética, la divergencia entre las secuencias, o
algun otro tipo de comparaciéon (como tasas de sustitucion o medidas de diversidad). En este
contexto, podrian indicar la similitud o diferencia genética entre las muestras. Los nimeros como
1.17,1.58 y 1.87, en el contexto de un analisis genético, generalmente se interpretan como medidas
de distancia genética entre las secuencias de ADN de las muestras. Distancia genética: Estas cifras
suelen representar la cantidad de cambios o diferencias nucleotidicas entre las secuencias. Un
numero mas bajo sugiere una mayor similitud genética, mientras que un niumero mas alto indica
que las secuencias son mas diferentes. Escala: La escala de las distancias puede variar dependiendo
del método utilizado para calcularlas (por ejemplo, distancia de Kimura, distancia de Jukes-Cantor,
etc.). Es importante saber qué método se usé para interpretar correctamente los valores.
Comparaciones: Si consideras que uessalvadoriensisl y uessalvadoriensis2 tienen una distancia de
1.17, esto podria indicar que son bastante similares genéticamente. En cambio, si comparas
uessalvadoriensisl con neoniger y obtienes una distancia de 1.58, esto sugiere que hay una
diferencia notable entre ellos. Una distancia de 1.87 entre uessalvadoriensis2 y neoniger indica una
diferencia aun mayor, lo que podria significar que estas dos especies estdan mas distantes
evolutivamente. Interpretacidn evolutiva: Estas distancias pueden proporcionar informacién sobre
la historia evolutiva de las especies, ayudando a construir drboles filogenéticos que muestren las
relaciones entre ellas. En el contexto de filogenia, una "posicién" de 58 generalmente se refiere a
una ubicacion especifica en un arbol filogenético, que es una representacion grafica de las relaciones
evolutivas entre diferentes especies o grupos. En la Fig 59 B Aqui hay algunas interpretaciones

posibles: En Megall, "1.4" podria referirse a un parametro relacionado con la tasa de sustitucion en
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un modelo filogenético. Esto generalmente indica que la tasa de cambio para un tipo especifico de
nucledtido o aminodcido es 1.4 veces mas alta que otra tasa de referencia. Este ajuste es importante
para modelar con precisién la evoluciéon de las secuencias. "0.5" generalmente representa un
parametro, como la tasa de sustitucidon o una frecuencia de nucledtidos. Esto podria indicar que la
tasa de cambio entre ciertos tipos de nucleétidos es la mitad de la tasa de referencia. “0.1" podria
indicar una frecuencia de nucleétidos o una tasa de sustitucién baja en comparaciéon con otros
pardmetros del modelo. Esto sugiere que ciertos cambios evolutivos son menos frecuentes. Este tipo
de ajuste es clave para reflejar con precision la evolucidén en el andlisis filogenético.Interpretacion
general: Los nUmeros mas bajos indican que las secuencias estdan mas estrechamente relacionadas
evolutivamente, mientras que los nimeros mas altos sugieren una mayor divergencia. Esto podria
usarse para inferir relaciones filogenéticas, como qué especies estan mas relacionadas entre si y

como han evolucionado a lo largo del tiempo.
-Protein GRAVY results. (Resultado de proteinas GRAVY) muestra Aspergillus El Salvador.
Results for 2450 residue sequence "Sequessalvadoriensis" starting "ACGGACGTTA" es 0.741

Se refiere al célculo del indice GRAVY (Hydropathicity Value), que mide la hidropatia o la capacidad
de una proteina para interactuar con el agua. Un valor GRAVY se calcula sumando los valores de
hidropatia de los aminoacidos que componen la proteina. Para el resultado es 0.741. Este valor
positivo indica que la proteina tiene una tendencia a ser hidréfoba, es decir, tiene mas aminoacidos
gue son menos solubles en agua. Las proteinas con valores GRAVY altos suelen ser menos solubles
en soluciones acuosas y pueden tener funciones que requieren interacciones menos favorables con
el agua, como las que se encuentran en membranas celulares. El término "Hidréfoba" se refiere a la
propiedad de una molécula o sustancia de ser repelente al agua. Las moléculas hidrofobas tienden

a no disolverse en agua y, en cambio, prefieren interactuar entre si. Esto se debe a su estructura
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guimica, que suele estar compuesta por grupos apolares o no cargados. En el contexto de las

proteinas, los aminodcidos hidréfobos suelen encontrarse en el interior de la proteina, donde estan

protegidos del agua, mientras que los aminoacidos hidrofilicos (que atraen el agua) suelen estar en
la superficie, interactuando con el medio acuoso. Esta disposicién es importante para la estructura

y funcidn de la proteina, ya que influye en su plegamiento y estabilidad.

-Mutate for Digest results. (Mutar para obtener resultados de Digest). Aspergillus muestra El
Salvador.

Mutate for Digest resulis

sequence and translations for mutated wersion
seguence and translations for non-mutated wersion

COZ =2 N
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Results for linear 2450 residuse sequence

"Sequessalvadorien=sis" starting

T D W K H D 2 I M H s = D = v K v H C I
T in} W E H i} 2 I M H oy = o = w E v H C I
ARCGGARCGT T ARG A TGRATC AL TR A TGO ATGCAGGAGRCTC TG TGRALGTGCATTGTATR
ACGGACGT T ARG TGATCALLTAL TGOATCGCAGCGRAGACTCTGTGARAGTGCATTGTATE.
c =1 S K I I R W T =] I =1 L L I~ I L 2 I T
c =1 5 E I I R WV T =] I =1 hd L A & * ] I T
TG AGTITCEARAL T T AT TCGEGT T ACCTC T ATCTCCT ARCTAGCTGCTITGACAGATCACC
TG AGTTCEARARL T T AT TCGEGTTACCTCTATCTCCTARCTAGCTEGCTTGACAGATCACC
BamHI glgatcc 158
2] jug joj ¥ F Ei% T L c F ey W I L = K H W D
G ™ ™ ¥ F i T L c F AW I Is = E H w in}
GERRL R T RCCCA TR CRAC T T TG TGO T TTTATGCCTGGATCCTRARGTRAAGCRATGTTGRT
GERLLC A TR AT A C AT T TG TGO T T TTATGCCTGGATTCTRARGTARGCRATGTTGRC
L I C D R E =1 X L R c = D ¥V WV M E WV
L 2~ C o R E =1 b L R c =z D ¥V ¥V M E WV
CIGGCCTGC AR AL TGO GEEA N GO T ACC T T AGATEGCT T TCGATGTGETAATGEALGTR

Ei%
iy

"ACGGACGTTA"

CIGECC TGO AR A TR A AR A T ACC T TACATCGC T T TECATGTCCTAATGERAACTR
- -

o1 T m = wr T <r T ow T - £ o = - R

Fig 60. Grafico Mutate for Digest results.

Se refiere a un andlisis que muestra las secuencias de proteinas y sus traducciones correspondientes,
tanto para una version mutada como para una versién no mutada de una secuencia especifica.
Desglose de los resultados: Secuencia lineal de 2450 residuos: Se esta trabajando con la secuencia
de la proteina Sequessalvadoriensis que comienza con ACGGACGTTA. Mutacién: El analisis parece
comparar dos versiones de la secuencia, una mutada y otra no mutada. Aunque no se especifican
los cambios en extracto, estas mutaciones pueden implicar sustituciones de aminoacidos en la
secuencia. Traducciones: A continuacién, se presentan las traducciones de las secuencias de
nucledtidos a aminodcidos. Las letras representan aminodcidos especificos: Por ejemplo, "T"

corresponde a treonina, "D" a acido aspdrtico, "V" a valina. Codones: Las lineas que muestran
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secuencias de nucledtidos indican cdmo los codones de la secuencia se traducen en aminodcidos.
Estructura: La estructura de los resultados sugiere que la comparacién de aminodcidos en las
posiciones dadas muestra si hay alguna diferencia significativa entre la version mutada y la no

mutada.

-Group Protein results. (Resultado de grupo de proteinas.). Aspergillus. El Salvador.

Group Protein results

Group Protein results

Results for 2450 residue sequence "Sequessalvadoriensis" starting "ACGGACGTTA"

1 ACGGACGTTA AGCATGATCA AATAATGCAT GCAGGAGACT CTGTGAAAGT GCATTGTATA ARATTATTCG

81 GGTTACCTCT ATCTCCTAAC TAGCTGCTTG ACAGATCACC GGARACARACT ACCCATACAC T TATGCCTGGA
161 TTCTRAGTAA GCATGTTGAC CTGGCCIGCA ARARARTGACRG GGARARGCTAC CTTAGATGCT T ARTGGARGTRA
241 ATCACGGAAA ATCTGGATGT GGGAAATGTT CTCATAGCGT CGCTGTGGGG TCAGGTGGCG ATAGTGGCTG GITACATCCG
321 TGAGCGAATT AATACTCAAT CTTATACTCT GTACTCCATA TTTTGAGTTT CCTCCAARAGT ATCATTCTICT GAGGCCTAAG
401 GTAARCACCTC TCCCGGACTA GTGARAGTCTT TCGRAGGACT TTGGGGGAARC GTITGGACGAC GCATCGGCTG GACTGGGTIGG
481 CTGATATGTC GGCCTGGTAT GCGGATGGGC AGGTACAGAG CACGAGTAAC TATTCGGTIGC CGGATCGGCC GAGTATCGTG
561 GCGATGAATC TGTGGAGTAR TGGGGGTAAT TGGTCGGGCG ATAGTTTCAG ACGGAGTAGG CGITCTGTAR GATATAATAG
641 GIGTCTTGGG GICAGATTCT TACGTCCATC CAGAACCGCC TTTTGGCGTG ACTGGATGAT TTTGCTCGAT TTCTGAGTTC
721 TCCCTGTTGA TATAGCGAAT GITATGCATC TCATCAGAGG ACGAGTACCG AAGGTATGAC TGGTCCGGCT CCGTTCACCC
€01 CACTTGTTGT GTCTTGCCCG ATCAGTTAAC ATGTCAGAGA CTITAGTCTAT CGGCACCCTG TCTGCGTAGT CAGACTGCCC
881 TGRAGGTGAG GGAGATAGTC TGGACCGARA TCATTGAATT GAATTGCCCA ATGGCCAGGG CCTTGGTGGT GCAGTCRAGG
961 AGTAATACAT TGCTGTGGTT TGTATGTACA AAAGTACAGT CCGTAACTAT ATCTAACCAA GCCCTCTIGTIG GAGTCCICAG
1041 GAGCAGATAA GAAGGGACTC AGCGCAATGA TCACGGGAAG GGATACATGT TGTTCAAGAC CTAGTAAGTA CTGGTACAAT
1121 CTGCAATGTG TACTAGCTAA TGAACTTCTT AGATTTTGAA AAGGTCACCC ATCCTAATGA CTTCTTCCGA CATGGGCGGG
1201 TGTTTAAGTG GTGGCTTACA TCAGAGCATA GCARATCCAR TCGCTGGTCA ACAGCAGATG ACTGCTGTGC TCCTTGATAC
1281 GCTGTCGCAC ATGGTTAGTG TGCAGACTGG GGTCGAAARCT GARGCTAAGA ACGCCGCCCC GGRACACCAC GGCGTAGTTC
1361 CARRCGARAG CTATTCTCGA CGCGATGGAR AARRGACAGTG GCARGGCACT AACTGAGCTT GCTGTAGACG GAGGARATGAG
1441 TAARCTCAGAC CTGGCCATGC AGGTTCGTITC GACATGCTITG TCAATGATTC TGATCCCAGC ATCATACTGAR CGCGGTAGGG

Fig 61. Group Protein results.

Se refiere a un analisis que agrupa o presenta informacidn sobre una secuencia de proteinas. En este
caso, se estan mostrando los resultados para una secuencia de 2450 residuos de la proteina
Sequessalvadoriensis, comenzando con ACGGACGTTA. Desglose de los resultados: Secuencia de
Nucledtidos: La informacidén que proporcionas incluye la secuencia completa de nucledtidos de la
proteina. Cada linea muestra un fragmento de esta secuencia. Representacién de Codones: La
secuencia estd escrita en bloques que pueden representar codones, que son grupos de tres
nucledtidos que codifican un aminoacido. Organizacidn: Los niumeros al inicio de las lineas indican

la posicién dentro de la secuencia total. Esto es Util para referirse a partes especificas de la secuencia.
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Estudio de la Secuencia: Estos resultados son importantes para entender la composicion y estructura

de la proteina.

-CpG islands results. (Resultados de las islas CpG). Aspergillus El Salvador

CpG Islands results

Results for 2450 residue sequence "Sequessalvadoriensis" starting "ACGGACGTTA"
CpG island detected in region 340 to 539 (Cbs/Exp = 0.80 and %GC = 50.50)
CpG island detected in region 341 to 540 (Obs/Exp = 0.78 and %GC = 51.00)
CpG island detected in region 342 to 541 (Obs/Exp = 0.78 and %GC = 51.00)
CpG island detected in region 343 to 542 (Obs/Exp = 0.84 and %GC = 51.50)
CpG island detected in region 344 to 543 (Cbs/Exp = 0.83 and %GC = 52.00)
CpG island detected in region 345 to 544 (Obs/Exp = 0.83 and %GC = 52.00)
CpG island detected in region 346 to 545 (Obs/Exp = 0.83 and %GC = 52.00)
CpG island detected in region 347 to 546 (Obs/Exp = 0.81 and %GC = 52.50)

CpG island detected in region 348 to 547 (Cbs/Exp = 0.89 and %GC = 52.50)

Fig. 62 CpG Islands results.

Se refiere a un analisis que identifica islas CpG en una secuencia de ADN. Las islas CpG son regiones
ricas en pares de bases citosina (C) y guanina (G) donde los nucledtidos C estan seguidos por
nucledtidos G en el mismo sentido, y son importantes en la regulacion de la expresion génica.
Desglose de los resultados: Isla CpG detectada en la regidén 340 a 539:0bs/ Exp = 0.80: Este valor
representa la relacion entre la cantidad observada de dinucleétidos CpG y la cantidad esperada. Un
valor menor a 1 sugiere que hay menos CpG de lo esperado, lo cual es comuin en muchas secuencias
gendmicas. %GC = 50.50: Esto indica que el 50.50% de los nucledtidos en esa regién son guanina y
citosina, lo que es un porcentaje relativamente alto y comun en islas CpG. Isla CpG detectada en la
region 341 a 540:0bs/Exp = 0.78: Similar al anterior, este valor indica que la cantidad de
dinucledtidos CpG es también menor de lo esperado.% GC = 51.00: Indica un ligero aumento en el

contenido de GC en esta regidn. Interpretacidn: Importancia Bioldgica: Las islas CpG a menudo estan
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asociadas con promotores de genes y pueden ser cruciales para la regulacién de la expresién génica.

La metilacién de las citosinas en estas regiones puede influir en si un gen se activa o se silencia.
-Group DNA results. (Resultado de grupos DNA) Aspergillus.
Results for 2450 residue sequence Sequessalvadoriensis starting ACGGACGTTA

Se refiere a un analisis que clasifica o agrupa secuencias de ADN en funcién de ciertas caracteristicas,
similitudes o criterios especificos. Se aplica a una secuencia de 2450 residuos del organismo
Sequessalvadoriensis, comenzando con ACGGACGTTA. Desglose del significado: Group DNA
results:Indica que se han agrupado o clasificado secuencias de ADN. Esto puede implicar la
identificacién de secuencias homologas, la clasificacion en familias de genes, o la agrupacion segun
propiedades funcionales o estructurales.Results for 2450 residue sequence:Esto especifica que los
resultados se basan en una secuencia de ADN que tiene 2450 residuos (nucledtidos), sugiriendo que
se trata de una secuencia considerablemente larga. Starting "ACGGACGTTA":Indica que la secuencia
analizada comienza con "ACGGACGTTA", lo que proporciona un contexto especifico para la
agrupacion o andlisis. Implicaciones del analisis:Agrupar secuencias de ADN es util para:
Identificacién de homologias: Encontrar genes o secuencias relacionadas evolutivamente en
diferentes organismos. Estudios funcionales: Analizar funciones compartidas entre genes o
secuencias agrupadas. Filogenética: Investigar relaciones evolutivas entre diferentes especies a

través de sus secuencias de ADN.
-Proteins stats results. Muestra de El Salvador.

Results for 2450 residue sequence "Sequessalvadoriensis" starting "ACGGACGTTA"

Pattern: Times found: Percentage:
A 594 24.24

B 0 0.00

C 579 23.63
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D 0 0.00
E 0 0.00
F 0 0.00
G 640 26.12
H 0 0.00
| 0 0.00
K 0 0.00
L 0 0.00
M 0 0.00
N 0 0.00
P 0 0.00
Q 0 0.00
R 0 0.00
S 0 0.00
T 637 26.00
\Y 0 0.00
W 0 0.00
X 0 0.00
Y 0 0.00
z 0 0.00
Aliphatic G,AV,L,I 1234 50.37
Aromatic FWY 0 0.00
Sulphur C,M 579 23.63
Basic K,R,H 0 0.00
Acidic B,D,E,N,Q,Z 0 0.00
Aliphatic hydroxyl S,T 637 26.00
tRNA synthetase class | Z,E,Q,R,C,M,V,I,LY,W 579 23.63
tRNA synthetase class Il B,G,A,P,S,T,H,D,N,K,F 1871 76.37

Fig 63 A. Resultados de las estadisticas de proteinas

En la Fig 63 A. El Aspergillus tiene que en La Proteina A: Se encontrd 594 veces, lo que representa el
24.24% del total de observaciones. Proteina B: No se encontrd en ninguna observacién, lo que
significa que su porcentaje es 0.00%. En resumen, la Proteina A es bastante comun en los datos
muestreados, mientras que la Proteina B no se ha detectado en absoluto. Los datos parecen ser
estadisticas sobre la frecuencia de aparicién de diferentes grupos de aminoacidos en proteinas o en
un conjunto de datos especifico. El grupo de los Alifaticos (G, A, V, L, 1): Encontrados 1234 veces.
Representan el 50.37% del total. Esto indica que estos aminoacidos son los mas comunes en tu
conjunto de datos. Aromaticos (F, W, Y): Encontrados 0 veces. Representan 0.00%. No hay presencia

de estos aminodcidos en el conjunto. Azufre (C,M): Encontrados 579 veces. Representan el 23.63%.
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Estos aminodcidos son relativamente comunes. Basicos (K, R,H): Encontrados 0 veces. Representan
0.00%. Al igual que los aromaticos, no se han detectado. Acidos (B,D,E,N,Q,Z):Encontrados O veces.
También 0.00%. Ninguno de estos aminodacidos esta presente. Alifaticos hidroxilados (S,T):
Encontrados 637 veces. Representan el 26.00%. Son un grupo significativo en tu conjunto. tRNA
sintetasa clase | (Z,E,Q,R,C,M,V,I,LY;W): Encontrados 579 veces. Representan el 23.63%. Un grupo
importante, similar a los aminoacidos azufrados. tRNA sintetasa clase Il (B,G,A,P,S,T,H,D,N,K,F):
Encontrados 1871 veces. Representan el 76.37%. Este grupo es el mds abundante en tu conjunto de
datos. No se encontraron aminodacidos aromaticos, basicos o acidos. Lo anterior es un analisis de la
composicion de aminoacidos en un conjunto de datos, posiblemente relacionado con secuencias de
proteinas o muestras bioldgicas. La composicidon de aminodcidos en los hongos tiene un papel crucial
en su biologia y funciones. Aqui te explico cémo puede beneficiarle a un hongo tener la variedad de
aminodcidos que se describen: Alifaticos (G, A, V, L, I): Funcién: Estos aminodcidos son clave para la
formacidn de estructuras proteicas estables, contribuyendo a la hidrofobicidad y el plegamiento de
proteinas. Su alta proporcidon puede ayudar al hongo a mantener la integridad de sus proteinas,
favoreciendo su crecimiento y adaptacion a diferentes entornos. Ausencia de Aromaticos (F, W, Y):
Implicacion: Aunque la ausencia de estos aminodcidos es inusual, podria sugerir que el hongo ha
adaptado su metabolismo o su entorno para no requerir estas estructuras. Esto podria estar
relacionado con su nicho ecoldgico o su manera de interactuar con su entorno. Azufre (C,
M):Funcién: Los aminoacidos que contienen azufre son importantes en la formacién de enlaces
disulfuro, que estabilizan la estructura tridimensional de las proteinas. Esto puede ser crucial para
las funciones enzimaticas y la resistencia a condiciones adversas. Ausencia de Basicos (K, R,
H):Implicacién: La falta de aminoacidos basicos puede limitar la capacidad del hongo para
interactuar electrostaticamente con otras moléculas. Sin embargo, esto podria ser una adaptacion a

su entorno, donde no necesita estas interacciones para su supervivencia. Ausencia de Acidos (B, D,
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E, N, Q, Z):Implicacién: La ausencia de aminoacidos acidos puede sugerir que el hongo no necesita
estas caracteristicas para su metabolismo o podria estar utilizando otros mecanismos para regular
el pH o llevar a cabo reacciones bioquimicas. Alifaticos Hidroxilados (S, T):Funcién: Estos
aminodcidos son importantes para la formacidn de enlaces de hidrégeno y la estabilidad de las
estructuras proteicas. Su presencia ayuda al hongo a mantener la funcién y estabilidad de sus
proteinas en condiciones variadas. tRNA Sintetasa Clase | y Il: Funcidn: La presencia de aminoacidos
relacionados con estas sintetasas sugiere que el hongo tiene una capacidad robusta para traducir
proteinas. Esto es fundamental para la sintesis de proteinas necesarias para su crecimiento,
reproduccion y respuesta a cambios ambientales. En conjunto, la composicion de aminodacidos
refleja adaptaciones evolutivas del hongo a su entorno. La predominancia de ciertos grupos de
aminodcidos puede facilitar su crecimiento y supervivencia en condiciones especificas, afectando su
metabolismo, interaccidn con otros organismos y respuesta a factores ambientales. Los aminoacidos
son los bloques de construccion de las proteinas, que son esenciales para casi todas las funciones
bioldgicas en los organismos. Aunque los aminoacidos en si mismos no se encuentran en las
secuencias de ADN, la relacion entre el ADN y los aminodcidos es crucial. Codificacién de proteinas:
El ADN contiene secuencias de nucledtidos que se organizan en genes. Cada gen se transcribe a ARN
mensajero (ARNm), que luego se traduce en una secuencia de aminoacidos. Esta secuencia
determina la estructura y funcién de la proteina resultante. Codigo genético: Cada grupo de tres
nucleétidos (coddn) en el ARNm corresponde a un aminoacido especifico. Por lo tanto, la secuencia
de ADN determina qué aminodcidos se ensamblan para formar una proteina. Funciones biolégicas:
Las proteinas desempefian funciones estructurales, enzimaticas, de transporte, defensa, entre otras.
Los aminodcidos son fundamentales para estas funciones, y su diversidad permite la gran variedad
de proteinas que existen en los organismos. En resumen, aunque los aminodcidos no estan

directamente en el ADN, su secuencia esta codificada en el ADN y es esencial para la produccion de
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proteinas y el funcionamiento de los organismos. Para interpretar los aminoacidos en las secuencias,
se utiliza el cddigo genético, que asigna un coddn de tres nucleétidos a cada aminoacido. Primero,
se transcribe la secuencia de ADN a ARN mensajero (ARNm), y luego este ARNm se traduce en una
cadena de aminodacidos durante la sintesis de proteinas. Cada coddn en el ARNm corresponde a un

aminodcido especifico, lo que permite ensamblar la proteina en el orden correcto.

Al utilizar el programa LALYNG, se puede analizar: En las secuencias de uessalvadoriensis y neoniger

se compara:

SECUENCIAS. El programa solo pide dos secuencias.

>uessalvadoriensisl
TGGACGACGCATCGGCTGGACTGGGTGGCTGATATGTCGGCCTGGTATGCGGATGGGCAGGTACAGAGCACGAGTAACTATTCGGTGC
CGGATCGGCCGAGTATCGTGGCGATGAATCTGTGGAGTAATGGGGGTAATTGGTCGGGCGATA

>neoniger
GTTTCAGACGGAGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGGTGTCTTGGGGTCAGATTCTTACGTCCATCCAGAACCGCCTTTTGGCGTGACT
GGATGATTTTGCTCGATTTCTGAGTTCTCCCTGTTGATATAGCGAATGTTATGCATCTCAT

Resultados.

Tool output & [fasta/bin/lalign36 -m 9i lalign-120241614-140919-6264-12644604-pin.asequence lalign-120241014-140919-0264-12634004-pin. bsequence -p -s BLEG £ -12 -g -2 -E 10.0 -n 0 -m "F11 lalign-120241014-140919-0264-12¢
pim.output.lav"
LALTGN finds non-overlapping local alignments
version 36.3.8h May, 2020
Please cite:
X. Huang and W. Miller (1991) Adv. Appl. Math. 12:373-381

Query: lalign-I:
1>>>uessalvadoriensisl - 161 aa
Library: lalign-I20241014-140919-6264-12644064-pin. bsequence
151 residues in 1 sequences

Statistics: (shuffled [560]) NLE statisties: Lambda= 0.0523; K= 4024
statistics sampled from 1 (1) to 560 sequences

Threshold: E() < 18 score: 386

Algorithm: Smith-Watezman (SSE2, Wichael Farzar 2006) (7.2 Nov 2010)
Pazametezs: BLEO matrix (15:-5), open/ext: -12/-2

Scan time: 0.010

The best non-identical alignments are: 1s-w bits E{1) %_id % sim alen
neonigex € 151) 366 16.7  0.36 0.477 0.651 149
+ 335 13.3  0.89 0.470 0.636 151
316 11.8 10.477 9.636 132
311 11.5 10.470 8.616 151

>>»uessalvadoriensisl, 151 aa vs lalign-120241014-140919-0264-12644004-pln. bsequence library

>>neoniger (151 aa)
Waterman-Eggert score: 366; 15.7 bits; E(1) < 0.36
47.7% identity (65.1% similar) in 149 aa overlap (9-149:1-135)

0 0
uessal GCATCGGCTGGACTGEGTGE-CTGATATETCGECCTGETATGCGEATEEGCAGGTACAGA
neonig GTTTCAGACGGAGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGETGT- CTTGGGETCAGATTCT -~

10 20 30 10 50
78 80 90 160 118 120
uessal GCACGAGTAACTATTCGGTGCCGEATCGECCGAGTATCGTGAC--GATGAATCTE-TGGA
neonig -TACGT----CCAT=-- ---CCAGAACCGCCTTTTGGCGTGACTBGATGATTTTECTCGA
60 70 a0 9 100

130 149

Uessal GTAATGGGGETA- ---ATTGGTCGGGCGA

neonig TTTCTGAGTTCTCCCTGTTGATATAGCGA
118 128 130
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3en
Waterman-Eggert score: 335; 13.3 bits; E(1) < 0.89
47.0% identity (63.6% similar) in 161 aa overlap (2-143:6-147)

10 20 30 4@ 50 60
uessal GEACGACGCATCGGCTEGACTGEETGECTGATATGTCAGCCTGETATGCGEATGGECAGE

-
Watezman-Eggert score: 314; 11.5 bits; E(4) < 1
neonig AGACGGAGTA--GGC-GTTCTGTANGATATANTAGETETCTTGGEGT- CAGATTCTTACG 47.0% identity (61.6% similar) in 151 aa overlap (2-151:10-141)
0 2 E 49 50 &0
10 20 30 20 50 50
70 a0 % 160 116 uessal GGACGACGCAT-CGECTGGACTEGGTEECTGATATETCAGCCTEGTATECGEATREGCA
uessal TACAGAGCACGAGTAACTATTCGETG- - -CCGGATCG- - - - GC- CGAGTATCGTGGCGAT DIt orE.totof ..t it fi.oaifoBponar odrrororoi
R L S I LI T T T neonig GGAGTAGECGTTCTATAAGATATAATAGGTGTCTTGG-GGTCAG - -ATTCTTACGTCCA-
neonig TCCA--TCCAGAACCGCCTTTTGGCGTGACTGGATGATTTTGCTCGA-TTTC--TGAGTT 10 20 30 40 50 &0
70 88 90 100 110
70 38 50 168 116 120
uessal BTACAGABCACGAGTAACTATTCGGTECCRGATCEGCCGARTATCGTAECEATEAATCTG

120 130 140
uessal GAATCTGTG AATGGGGETAATTGETC

STTATGCATC neonig -TCCAGAAC-CG----CCTTTT---GECGTGACTEGATGATTTTGCT - -CRAT:

neonig CTCCCTGTTBATATAGCGAATE
120 138 140 70 20 90 160
= 130 148 150

waterman-Eggert score: 315; 11.8 bits; E(1) < 1 uessal TGGAGTAATGGGEGTAATTEGTCGGRCGATA
47.7% identity (63.6% similar) in 132 aa overlap (1-119:23-148) P e ees e e

18 20 30 49 50
uessal TGGACGACGCATCGGCTGGACTEEGTGGCTGAT- ---ATGTC-GECCTGGTATGCGGATE 120 138 149
neonig TETAAGATATAATAGETG- TCTTEGGGTCAGATTCTTACGTCCATCCAGAACCGCCTTTT
30 40 50 £0 70 80 [/

€0 78 88 9 160 118 151 residues in 1 query sequences
151 residues in 1 library sequences
Scomplib [36.3.8h May, 2020]
start: Mon Oct 14 13:09:21 2024 done: Mon Oct 14 13:09:21 2024
Total Scan time: ©.616 Total Display time: @.660

neonig GECGTG-ACTGG--ATEATTT--TGCTCGATTTCTEAGTTCTCCCTGTTGATATAGCEAA
99 100 110 120 130

uessal ----- TGAATCT Function used was LALIGN [36.3.8h May, 2020]

neonig TETTATGCATCT

);J;terman—Eggert score: 311; 11.5 bits; E(1) < 1 If you use this service, please consider citing the following publication: The EI
47.0% identity (61.6% similar) in 151 aa overlap (2-151:10-141) in its bio.tools record.

[ The best non-identical alignments are: ls-t\"hits E(1) JE:’_id \ % sim | alen ]
neoniger { 151} 366|15.7 '3':3-& B.477) 8.651 | 149
+- 335|13.3 @.589| 0.470| 8.636 | 151
+- 315|11.8 1/ 0.477|8.636 | 132
+- 311 |11.56 1 0.47018.616 | 151

Interpretacion de cada parte:
The best non-identical alignments are: Esto indica que los alineamientos mostrados son los mejores

alineamientos no idénticos, es decir, ho son alineamientos con secuencias idénticas a la consulta, sino
secuencias similares. Is-w:Este valor puede referirse a la longitud del segmento alineado (length of segment
aligned) o alguna medida interna de la herramienta que describe el tamafio del fragmento alineado o la
ventana que se esta utilizando para el alineamiento. Sin embargo, la informacién especifica de "Is-w" puede
variar segun la herramienta.bits:Puntuacién en bits: Esta es una medida de la calidad del alineamiento, donde
un valor mas alto indica un alineamiento mejor o mas confiable. La puntuacién en bits es una transformacién
del valor de "raw score" (puntuacién bruta) que considera la probabilidad de que el alineamiento ocurra al
azar.E(1):Valor E (E-value): Esto representa el numero esperado de alineamientos con esa puntuaciéon o mejor
que podrian ocurrir al azar en una busqueda en una base de datos de un determinado tamafio. Un valor E mas
bajo indica un alineamiento mas significativo. Por ejemplo, un valor de 0.36 significa que hay una probabilidad
baja de que el alineamiento sea debido al azar, lo cual indica que es significativo.Los valores E mas altos (como
1) indican que el alineamiento es menos significativo y podria deberse al azar.%_id:Porcentaje de identidad:

Muestra el porcentaje de aminoacidos o nucledtidos idénticos en el alineamiento entre la secuencia de
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consulta y la secuencia alineada. Por ejemplo, en el primer alineamiento, 47.7% de las posiciones alineadas
tienen residuos idénticos.%_sim: Porcentaje de similitud: Representa el porcentaje de posiciones en las que
los residuos son similares, no necesariamente idénticos. Esto incluye sustituciones conservativas, donde los
aminoacidos son diferentes, pero tienen propiedades fisicoquimicas similares (por ejemplo, cambiar entre dos
aminodcidos con carga positiva).En el primer alineamiento, el 65.1% de las posiciones son similares en
términos de caracteristicas fisico-quimicas.alen:Longitud del alineamiento: Esto indica la longitud total del
alineamiento (nimero de posiciones alineadas). En el primer alineamiento, 149 posiciones estan alineadas
entre las dos secuencias. Ejemplo de interpretacién: Tomemos la primera fila del resultado para explicarlo:
neoniger: Esto probablemente se refiere al nombre de la secuencia o entrada alineada.(151): Este podria ser
el nimero total de residuos en la secuencia alineada o el nUmero total de secuencias en la base de datos.366
(bits): La puntuacidn en bits, que indica un alineamiento fuerte y de alta calidad.E(1) = 0.36: El valor E indica
que hay una probabilidad baja de que este alineamiento ocurra por casualidad (lo cual es bueno). %_id =0.477
(47.7%): El porcentaje de identidad muestra que el 47.7% de los residuos son idénticos entre las dos
secuencias.%_sim = 0.651 (65.1%): El porcentaje de similitud indica que el 65.1% de los residuos son similares

en caracteristicas. Alen = 149: Esto indica que el alineamiento tiene una longitud de 149 posiciones.

Resumen:

El informe te muestra los mejores ali i no idénticos a la secuencia de consulta.

Te da una serie de métricas, como la puntuacién en bits (calidad del alineamiento), el valor E (significancia estadistica), el je de i i y similitud, y la longitud del alineamiento, que te
permiten evaluar qué tan bien se alinean las secuencias en términos de identidad y caracteristicas similares.

[ The best non-identical alignments are: ls-n‘bits\E{lj %_id | % _sim | aler
neoniger ( 151) 366|15.7| 0.36|0 a77| 0.651 | 149
+- 335(13.3 C.89| 0 —".?@‘ B.636 | 151
+= 315|11.8 1|0 4??|G‘636 132
+- 311 |11.5 1/0.470/0.616 | 151

°
The best non-identical alignments are: Is-w bits E(1) %_id %_sim alen neoniger ( 151) 366 15.6 0.36 0.477 0.651 149 +- 335 13.3 0.9 0.470
0.636 151 +-31511.7 1 0.477 0.636 132 +- 311 11.4 1 0.470 0.616 151 .1. The best non-identical alignments are:

Esto significa que las secuencias listadas son las mejores secuencias alineadas con la secuencia de consulta,
excluyendo las que son completamente idénticas.2. Is-w:Este campo generalmente indica la longitud del
segmento alineado. En algunos contextos, puede referirse a la longitud del alineamiento de la secuencia de
consulta con la secuencia correspondiente en la base de datos. No aparece un valor especifico en el resultado
guemostraste, por lo que puede ser opcional o no relevante en este formato.3. bits:Puntuacién en bits: Una
puntuacidn en bits mas alta indica que el alineamiento es mds fuerte o mas confiable. Es una medida
estandarizada de la calidad del alineamiento.366 es un alineamiento de muy alta calidad en comparacion con
los demas, que tienen puntuaciones mas bajas como 335, 315, y 311.4. E(1):Valor E (E-value): Representa el
numero de alineamientos esperados por azar con una puntuacion similar o mayor. Un valor E bajo significa
que el alineamiento es estadisticamente significativo.15.6, 13.3, 11.7, y 11.4: Estos valores E son relativamente
altos (en el rango de probabilidades superiores a 1), lo que significa que los alineamientos no son muy

significativos o podrian ser fortuitos. Valores E muy bajos (como 0.001 o menores) indicarian una mayor
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significancia.0.36 es el valor mas bajo en la primera fila, lo que indica un alineamiento mas confiable en
comparacion con los otros valores E.5. %_id:Porcentaje de identidad: El porcentaje de posiciones en el
alineamiento donde las secuencias tienen los mismos nucledtidos o aminoacidos.En el primer alineamiento,
47.7% de las posiciones alineadas son idénticas entre las secuencias.En los otros alineamientos, los
porcentajes son similares: 47% de identidad.6. %_sim:Porcentaje de similitud: El porcentaje de posiciones
donde las secuencias tienen aminoacidos que son diferentes, pero tienen propiedades fisicoquimicas similares
(sustituciones conservativas).En el primer alineamiento, el 65.1% de las posiciones son similares en términos
de caracteristicas, lo cual es un buen valor.Los otros alineamientos tienen porcentajes similares: 63.6% y
61.6%.7. alen:Longitud del alineamiento (alignment length): El nimero total de posiciones alineadas entre las
secuencias.El primer alineamiento tiene una longitud de 149 posiciones, mientras que los otros tienen
longitudes de 151, 132, y 151.Ejemplo de interpretacién (primera fila):neoniger (151): Esta es la secuencia
alineada, cuyo nombre es "neoniger" y parece tener una longitud de 151 residuos (nucledtidos o
aminodcidos).366 bits: El alineamiento tiene una puntuacion de 366 bits, lo cual indica una alta calidad.15.6
E-value: Este valor E indica que hay cierta probabilidad de que el alineamiento haya ocurrido por casualidad,
aunque sigue siendo moderadamente significativo.0.477 %_id: El 47.7% de las posiciones son idénticas entre
las dos secuencias alineadas.0.651 %_sim: El 65.1% de las posiciones son similares, lo que indica un buen grado
de conservacion.149 alen: El alineamiento cubre 149 posiciones. Resumen general:El informe muestra los
mejores alineamientos no idénticos y evalia cada uno en términos de puntuacidn (bits), significancia
estadistica (E-value), porcentaje de identidad (%_id), porcentaje de similitud (%_sim), y longitud del
alineamiento (alen). Un alineamiento con una alta puntuacién en bits, un bajo valor E, y altos porcentajes de

identidad y similitud se considera mas confiable y significativo.

>>neonigder {151 aa)
Waterman-Eggert score: 366; 15.7 bits; E(1)}) < 8.36
47.7% identity (65.1% similar) in 149 aa overlap (9-149:1-135)

1@ 28 38 4 50 68
uessal GCATCGECTGGACTGEGTGE-CTGATATGTCGECCTEGTATGCGEATGEGCAGGTACAGA
neonig GTTTCAGACGGAGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGGTGT-CTTGGGGETCAGATTCT -~
1@ 28 38 48 508
78 ge 98 188 118 120
uessal GCACGAGTAACTATTCGGTGCCGGATCGGLCGAGTATCGTEGE- -GATGAATCTG- TGGA

neonig -TACGT----CCAT------ CCAGAACCGCCTTTTRECGTGACTGGATGATTTTGCTCGA

1] 78 12| e 188
138 148

uessal GTAATGGGGGTA----ATTGGTCGGGCGA
neonig TTTCTGAGTTCTCCCTGTTGATATAGCGA
118 128 138
El texto que muestras proviene de un alineamiento de secuencias de proteinas (o ADN/ARN) y

describe como dos secuencias (en este caso, probablemente dos secuencias de aminoacidos) se
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comparan en términos de identidad, similitud, y el alineamiento posicional. Vamos a desglosar lo
que significa cada parte: 1. 47.7% identity (65.1% similar) in 149 aa overlap (9-149:1-135):47.7%
identity: Indica que el 47.7% de las posiciones alineadas tienen aminodcidos idénticos en ambas
secuencias.65.1% similar: Indica que el 65.1% de las posiciones alineadas tienen aminoacidos
similares (aunque no idénticos), lo que incluye sustituciones conservativas, donde los aminoacidos
tienen propiedades fisicoquimicas similares (por ejemplo, ambos son hidrofébicos o cargados
positivamente).149 aa overlap: Indica que las dos secuencias estan alineadas en una regién de 149
aminoacidos.(9-149:1-135): Esto indica el rango de posiciones en el alineamiento de ambas
secuencias:9-149: La primera secuencia (probablemente "uessal") tiene el alineamiento
comenzando en la posicidn 9 y terminando en la posicidn 149.1-135: La segunda secuencia
(probablemente "neonig") tiene el alineamiento comenzando en la posicion 1y terminando en la
posicion 135.2. Alineamiento de secuencias: Este es el bloque que muestra el alineamiento de las

dos secuencias: Ejemplo del primer segmento:

Secuencia 1 ("uessal"): Es la secuencia alineada de la primera proteina o gen.Secuencia 2 ("neonig"):

Es la secuencia alineada de la segunda proteina o gen.Caracteres alineados:Los dos puntos (:) indican

posiciones donde los residuos (aminoacidos) son idénticos en ambas secuencias.Los puntos (. o

espacio vacio) indican que las posiciones tienen residuos similares pero no idénticos.Los guiones (-)

representan brechas (gaps), que son posiciones en las que un aminoacido estd presente en una

secuencia pero no en la otra, debido a una insercién o delecién.

objective

Copiar codigo
uessal  GCATCGGCTGGACTGGGTGG-CTGATATGTCGGCCTGGTATGCGGATGGGCAGGTACAGA

neonig .C-i.'i'.'l.'.'l'(.I.A(‘S.;’-.\éG;é"/-\.é:I'A.Gié‘(.I.G.T'.I'E'I:(.S"'I.'.A;AGATATAATAGGTGT—CTTGGGGTCAGATTCT—
En la primera linea, la secuencia ‘"uessal" tiene Ila cadena de aminodcidos
GCATCGGCTGGACTGGGTGG-CTGATATGTCGGCCTGGTATGCGGATGGGCAGGTACAGA. En la segunda

linea, la secuencia "neonig" tiene la cadena GTTTCAGACGGAGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGGTGT-

CTTGGGGTCAGATTCT--. Las posiciones idénticas estan indicadas por los dos puntos (:). Por ejemplo,
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el residuo C en la posicién 3 de ambas secuencias es idéntico. Las posiciones similares, pero no
idénticas, estan indicadas por los puntos (.). Por ejemplo, los residuos T en la secuencia "neonig" y
C en la secuencia "uessal" pueden ser considerados similares en la alineacién. Las brechas (gaps)
estan representadas por los guiones (-). Por ejemplo, hay una brecha en ambas secuencias cerca de
la posicidn 20.

1. Segmento alineado completo:

»>»neonigexr (151 aa)

Waterman-Eggert scoxe: 366; 15.7 bits; E(1) < ©.36

47.7% identity (65.1% similar) in 149 aa overlap (9-149:1-135)
El alineamiento muestra cémo las dos secuencias comparan a lo largo de los aminodcidos
enumerados y cdmo coinciden (identidad), se parecen (similitud) o difieren (brechas). Resumen:
47.7% de identidad significa que el 47.7% de las posiciones alineadas tienen los mismos aminodacidos
en ambas secuencias. 65.1% de similitud significa que, aunque no sean idénticos, el 65.1% de las
posiciones tienen aminoacidos con propiedades similares. El alineamiento cubre 149 aminoacidos,

con la secuencia "uessal" alineandose desde la posicion 9 hasta 149 y la secuencia "neonig"

alineandose desde la posicién 1 hasta 135.

Mﬁﬂmﬁm score: 315 11.7 bits; E(1) = 1

47.7% identity (63.6% similar) in 132 aa overlap (1-119:23-148)

10 20 30 40 20
uessal TGGACGACGCATCGGCTGGACTEGGTGGCTGAT-—-ATGTC-GGCCTGGTATGCGGATS

neonig TGTAAGATATAATAGGTG-TCTTGGGETCAGATTCTTACGTCCATCCAGAACCGCCTTTT
30 40 30 60 70 80

60 70 a0 a0 100 110

1. Waterman-Eggert score: 315. Puntuacién Waterman-Eggert: Es una puntuacién utilizada en

alineamientos locales, que mide la calidad del alineamiento encontrado. Un valor mas alto indica un

mejor alineamiento. En este caso, 315 es la puntuacién del alineamiento local entre las dos

secuencias. 2. 11.7 bits Puntuacion en bits: Esta es una medida estandarizada de la calidad del

alineamiento, derivada de la puntuacién bruta (raw score). Un valor de 11.7 bits es una puntuacién

baja/moderada, lo que indica que el alineamiento es razonable, pero no extraordinario. 3. E(1) < 1
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Valor E (E-value): El valor E indica el nimero esperado de alineamientos que podrian ocurrir por

casualidad en una base de datos de ese tamafio. Un valor E < 1 indica que el alineamiento es

estadisticamente significativo, ya que hay menos de una alineacion esperada por azar. 4. 47.7%

identity (63.6% similar) in 132 aa overlap (1-119:23-148). 47.7% identity: El 47.7% de las posiciones

alineadas tienen aminoacidos (o nucledtidos) idénticos en ambas secuencias. 63.6% similar: E| 63.6%

de las posiciones alineadas tienen aminoacidos que son similares, aunque no idénticos. Esto incluye

sustituciones conservativas, donde los residuos tienen propiedades fisico-quimicas similares. 132 aa

overlap: Esto significa que las dos secuencias estan alineadas en una regiéon de 132 aminodcidos de

longitud. (1-119:23-148): Indica las posiciones del alineamiento en ambas secuencias: 1-119: En la
primera secuencia (uessal), las posiciones 1 a 119 estan alineadas. 23-148: En la segunda secuencia
(neonig), las posiciones 23 a 148 estan alineadas. 5. Alineamiento de secuencias: El bloque de

secuencias muestra el alineamiento entre las dos secuencias.

Alineamiento:
css

P
Waterman-Eggert score: 315; 11.8 bits; E(1) < 1
47.7% identity (63.6% similar) in 132 aa overlap (1-119:23-148)

1e 20 38 44 50
uessal TGGACGACGCATCGGLCTGEACTGGGTGGCTGAT----ATGTC-GGCCTGGTATGCGEATG
neonig TGTAAGATATAATAGGTG-TCTTGGGETCAGATTCTTACGTCCATCCAGAACCGCCTTTT

30 4a 50 68 7a i)
late] 7o it} 98 160 118
uessal GECAGGTACAGAGCACGAGTAACTATTCGGTGCCGGA- - TCGGCCGAGTATCGTGRECGA -
neonig GGCGTG-ACTGG--ATGATTT--TGCTCGATTTCTGAGTTCTCCCTGTTGATATAGCGAA
ce 108 1160 126 138

uessal -----TGAATCT

neonig TGTTATGCATCT
14@
.

Secuencia "uessal": La primera secuencia alineada. Secuencia "neonig": La segunda secuencia

alineada. Caracteres alineados: Los dos puntos (::) indican posiciones donde las secuencias

tienen aminodcidos idénticos. Los puntos (. o espacios) indican que los residuos en esa posicion

son similares, pero no idénticos. Los guiones (-) representan brechas (gaps), donde hay una
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insercion o delecidn en una de las secuencias. Interpretacion: css . Copiar cddigo Uessal

TGGACGACGCATCGGCTGGACTGGGTGGCTGAT----ATGTC-GGCCTGGTATGCGGATG ::: = .t i e
s oo . Neonig TGTAAGATATAATAGGTG-
TCTTGGGGTCAGATTCTTACGTCCATCCAGAACCGCCTTTT
En esta parte del alineamiento: Las posiciones con "::" representan aminodacidos idénticos entre
ambas secuencias, por ejemplo, las posiciones con G o C en ambas secuencias. Las posiciones con
"." representan aminoacidos similares, pero no idénticos, como las diferencias entre G y A en las
posiciones respectivas. Los guiones (-) son brechas donde faltan residuos en una secuencia.

Posiciones finales del alineamiento: Copiar cédigo

uessal -----TGAATCT

neonig TGTTATGCATCT
140
L]

Aqui hay una brecha en la secuencia "uessal" al principio, mientras que la secuencia "neonig" tiene

residuos adicionales TGTTATGC. Los dos puntos (::) indican residuos idénticos en la parte alineada:

AATCT aparece en ambas secuencias, aunque en diferentes posiciones. Resumen: Este informe
describe un alineamiento entre dos secuencias, destacando que el 47.7% de los residuos son
idénticos y el 63.6% son similares. La puntuacion Waterman-Eggert de 315 indica que es un
alineamiento local de buena calidad, aunque no perfecto. El alineamiento cubre 132 aminodcidos, y

el valor E < 1 sugiere que es estadisticamente significativo.

|Waterman-E ert score: 311; 11.4 bits; E(1) < 1
47.0% identity (61.6% similar) in 151 aa overlap (2-151:10-147)

10 20 30 40 50 ]
uessal GGACGACGCAT-CGGCTGGACTGGGTGGCTGATATGTCGGCCTGETATGCGGATGGGCAG

neonig GEAGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGGTGTCTTGG-GGTCAG--ATTCTTACGTCCA-
10 20 30 40 50 60

70 a0 Q0 100 1o 120
uessal GTACAGAGCACGAGTAACTATTCGGTGCCGGATCGGLCGAGTATCGTGGCGATGAATCTS

Este reporte describe un alineamiento local entre dos secuencias usando el algoritmo Waterman-
Eggert, que permite encontrar regiones de alta similitud entre secuencias. Vamos a desglosar cada

parte del reporte para entender mejor su significado. 1. Waterman-Eggert score: 311. Puntuacion
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Waterman-Eggert: Es la puntuaciéon obtenida para este alineamiento especifico. 311 es la
puntuacién bruta del alineamiento, y un valor mayor indica un mejor alineamiento en términos de
similitud entre las secuencias. 2. 11.4 bits. Puntuacidon en bits: Esta puntuacién es una forma
estandarizada de evaluar la calidad del alineamiento. 11.4 bits es una puntuacion baja/moderada.
Cuantos mas bits, mayor es la confianza en que el alineamiento no es aleatorio. 3. E(1) < 1 Valor E:
El valor E mide la probabilidad de obtener un alineamiento de esta calidad por azar. Un E-value < 1
significa que es improbable que este alineamiento ocurra al azar, lo que lo hace estadisticamente
significativo. 4. 47.0% identity (61.6% similar) in 151 aa overlap (2-151:10-141). 47.0% identity: El
47.0% de las posiciones alineadas tienen los mismos aminodcidos en ambas secuencias. 61.6%
similar: El 61.6% de las posiciones alineadas tienen aminoacidos que son similares en sus
propiedades quimicas, aunque no sean idénticos. 151 aa overlap: Las dos secuencias tienen una
superposicion de 151 aminoacidos en la regién alineada. (2-151:10-141): Este rango indica las
posiciones de las secuencias involucradas en el alineamiento: 2-151: En la primera secuencia
("uessal"), el alineamiento comienza en la posicién 2 y termina en la 151. 10-141: En la segunda
secuencia ("neonig"), el alineamiento comienza en la posicion 10 y termina en la 141. 5.

Alineamiento de secuencias: Este es el alineamiento de las dos secuencias, en el primer segmento:

Copiar cdodigo

uessal GGACGACGCAT-CGGCTGGACTGGGTGGCTGATATGTCGGCCTGGTATGCGGATGGGCAG

neonig GGAGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGGTGTCTTGG-GGTCAG--ATTCTTACGTCCA-
e Secuencia "uessal": Primera secuencia alineada.
e Secuencia "neonig": Segunda secuencia alineada.
e Los dos puntos (::) indican coincidencias exactas entre los aminoacidos.
e Los puntos (.) indican similitudes entre los aminoacidos (aunque no idénticos).
e Los guiones (-) representan brechas, que son inserciones o deleciones en una de las
secuencias.
Interpretacion:
lua
Copiar codigo

Uessal GGACGACGCAT-CGGCTGGACTGGGTGGCTGATATGTCGGCCTGGTATGCGGATGGGCAG
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Neonig GGAGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGGTGTCTTGG-GGTCAG--ATTCTTACGTCCA-

En las posiciones alineadas, el simbolo :: indica residuos idénticos entre ambas secuencias. Por

ejemplo, la secuencia "uessal" y "neonig" coinciden en la primera posicién con el residuo G. Las

diferencias estdn marcadas con puntos (.). Por ejemplo, en la posicidn 5, hay una similitud en lugar

de una identidad exacta. Los guiones (-) representan brechas donde una secuencia tiene residuos

que la otra no.

En la segunda parte:

o
Waterman-Eggert score: 311; 11 .5 bits; E({1) = 1
A4F.20% identity (61.6% similar} in 151 aa overlap (2-151:10-1417)

1€ 28 38 40 568 68
uessal GEACGACGCAT-CGGCTGEACTEGGEGTGGCTGATATGTCGGCCTEGETATGCGEGATEGEGCAG

neonig GEAGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGGTGTCTTIGGE-GGTCAG--ATTCTTACGTCCA -
16 20 38 4a 58 (1)

Ta =12 i=e) 1080 118 128

uessal GTACAGAGCACGAGTAACTATTCGGTGCCGGATCGGCCGAGTATCGTEGGECGATGAATCTG

neonig -TCCAGAAC-CG----CCTTTT---GGCGTGACTGGATGATTTITGCT--CGAT--TTCTG

Ta S0 i=2e) 1ea 110G
i3a 148 15a

uessal TEGAGTAATGGEGGTAATTGGTCGGGECGATA

neonig AGTTCTCCCTGTTGATATAG- -CGAATGT TA
120 138 140
[ ]

Aqui nuevamente se ve una mezcla de coincidencias (indicado por::), similitudes (puntos .), y brechas
(). 6. Residues in query and library sequences: 151 residues in 1 query sequences: Indica que la
secuencia de consulta ("uessal") tiene 151 residuos. 151 residues in 1 library sequences: Indica que
la secuencia de referencia ("neonig") también tiene 151 residuos. 7. Método usado: LALIGN. LALIGN:
Es un programa de alineamiento que utiliza el algoritmo Waterman-Eggert para encontrar
alineamientos locales éptimos entre dos secuencias.

Resumen:

Este reporte muestra un alineamiento entre las secuencias "uessal" y "neonig", con un 47% de
identidad y 61.6% de similitud en una regién de 151 aminodacidos. La puntuacion Waterman-Eggert

de 311y el E-value < 1 indican que el alineamiento es de buena calidad y no ocurre por azar.

6. PROGRAM EMBOSS WATER
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EMBOSS Water

Pairwise Sequence Alignment (PSA)
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SECUENCIAS

>uessalvadorensis
TAGTGGCTGGTTACATCCGTGAGCGAATTAATACTCAATCTTATACTCTGTACTCCATATTTTGAGTTTCCTCCAAAGTATCATTCTCTGAGG
CCTAAGGTAACACCTCTCCCGGACTAGTGAAGTCTTTCGAAGGACTTTGGGGGAACGTTGGACGACGCATCGGCTGGACTGGGTGGCT
GATATGTCGGCCTGGTATGCGGATGGGCAGGTACAGAGCACGAGTAACTATTCGGTGCCGGATCGGCCGAGTATCGTGGCGATGAATCT
GTGGAGTAATGGGGGTAATTGGTCGGGCGATAGTTTCAGACGGAGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGGTGTCTTGGGGTCAGATTCT
TACGTCCATCCAGAACCGCCTTTTGGCGTGACTGGATGATTTTGCTCGATTTCTGAGTTCTCCCTGTTGATATAGCGAATGTTATGCATCTC
ATCAGAGGACGAGTACCGAAGGTATGACTGGTCCGGCTCCGTTCACCCCACTTGTTGTGTCTTGCCCGATCAGTTAACATGTCAGAGACT
TAGTCTATCGGCACCCTGTCTGCGTAGTCAGACTGCCCTGAAGGTGAGGGAGATAGTCTGGACCGAAATCATTGAATTGAATTGCCCAAT
GGCCAGGGCCTTGGTGGTGCAGTCAAGGAGTAATACATTGCTGTGGTTTGTATGTACAAAAGTACAGTCCGTAACTATATCTAACCAAGC
CCTCTGTGGAGTCCTCAGGAGCAGATAAGAAGGGACTCAGCGCAATGATCACGGGAAGGGATACATGTTGTTCAAGACCTAGTAAGTA
CTGGTACAATCTGCAATGTGTACTAGCTAATGAACTTCTTAGATTTTGAAAAGGTCACCCATCCTAATGACTTCTTCCGACATGGGCGGGT
GTTTA

>neoniger
GGGGGTAATTGAATCCGTCGAGTGAGCCTAGCCCCGACATGGGGGAAGGGTAAGttgggaggagcaggaggatcGGACCA
TGGCTGCAGGcaggggggeesteggegtgteTTAATGGTCTGAATGACTCGGGTAAGAGAGAAGATTGTGAGTGAGATTG
TGAGAAGTGATGATTTCATCTGGCCAAGTGAAGAACCGACCACCAAAATTATCGTGAGtagtggcagcagcagcageage
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agaaggatgTCAGGCTCGCTGAGATTACTGTTTTCCGGATTATTCGCGCTGGGAATTTCTCCATTGGCATGACTTGAGCC
TCTTCTGCCGAGACAGGCTTAGCGCAGGCGAGGCAGCTGGGATCCACATTCTGTTTTGAGATGGGTATCCTGACTGCTAA

RESULTADOS:

Tool output

# Program: watexr

Download # Rundate: Mon 14 Oct 2024 15:07:39
# Commandline: water

# -auto

£ -stdout

# -asequence emboss_water-I282416814-158734-0655-57840783-plm.asequence
* -bsequence emboss_water-I28241814-156734-0655-57848783-plm.bsequence
# -datafile EBLOSUM&62

# -gapopen 10.0

3 -gapextend 8.5

# -aformat3d pair

# -sproteinl

# -sprotein2

# Align_format: pair
# Repoxrt_file: stdout

# Aligned_sequences: 2
# 1: uessalvadorensis
# 2: neoniger

# Matrix: EBLOSUM&2

# Gap_penalty: 16.0

# Extend_penalty: 0.5

#

# Length: 518

# Identity: 233/518 (45.0%)
# Similarity: 233/518 (45.0%)
# Gaps: 143518 ([27.6%)

# Scoxe: 970.5
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uessalvadoren 143 GGGGAACGTTGGA- -CGACGCAT-CGGCTGRACTGGGTGGCTGATATGTC 189
[ ISR T T I B I B (RN R PR
neoniger 1 GEGGETAATTGAATCCGTCGAGTGAGCCTAGCE- - - -- - - CCGACATGEG 43

0

0 GECCTEGTATGCGGATGGGCAGGTACAGAGCACGAGTAACTATTCGETEC 239
N L N Ry E A AN [TITE-11

uessalvadoren 1

neoniger 44 GEAAGGGTA---AGttggg-ag-----gagcagga--—------------- 69

uessalvadoren 240 CGGATCGGCCGAGTATCGTGGCGATG-AATCTGTGGAGTAATGEEE- - -~ 284
ITHITET -] (0 I e R I ) R R N

neoniger 70 -ggatcGGAC------CATGGE- -TGCAGGcagggdggggstagsgatat 118

uessalvadoren 285 GTAATTGGTCGGGCGATAGTTTCAGACGGAGTAGGCGTTCTGTAAGATAT 334

[ el loalacllalanenans [ S B R B
neoniger 111 gTTAATGETC---TEGAATGACTCGGGTAAGAGAGAAGAT - TGTGAGTGAG 156

uessalvadoren 335 AATAGGTGTCTTGGGGTCAGATTCTTACGTCCA- - TCCAGAACCGCCTTT Jaz2
(I S I I T e Y O e N e e AR R R
7 ATTGTGAGAAGTGATG---ATTTCATCTGGCCAAGTGAAGAACCGAL- - - 288

5l

neoniger 1

o

3 TGGCGTGACTGGATGATTTTGCTCGATTTCTGAGTTCTCCCTGTTGATAT 432
128 e I
neoniger 281 ~--=-==---mm=meemm------—e--o———— - CACCAAMAT----T 210

uessalvadoren 3

uessalvadoren 433 AGCGAATGTTAT-GCATCT-CATCAGAGGACGAGTACCGAAGGTATGACT 480
Pelbaaalbeal THE<0 TE-TRT-4] PeLEEe 1.

neoniger 211 ATCGTGAGtagtggcagcagcagocagcag------- cagaagg-atgTCA 252

uessalvadoren 451 GGETCCGGCTCCGTTCACCCCACTTGTTGTGTCTTGCCCGATCAGTTAACA 538
[ I N I I B B [ A P I

neoniger 253 GGCTC-GCTGABATTAC-—--------- TGTTTT-CCGGATTA-TTCGCG 288

uessalvadoren 531 TGTCAGAGACTTAGTCTATCGGCA--------- CCCTGTCTGCGTAGTCA 571
Pelelbellaat b Rl-1111 Ileaa LEIDT <0121

neoniger 289 ---CTGGEAATTTCTCCATTGECATGACTTGAGCCTCTTCTGCCGAGACA 335

uessalvadoren 572 GACTGCCCTGAAGGTGAGGGAGATAGTCTGEACCGAAATC- - -ATTGAAT 618

neoniger 336 GECTTAGC-GCAGGCGAGGCAGCTGG- - -GATCCACATTCTGTTTTGAGA 381
uessalvadoren A19 TGAATTGCCCAATGGCCA 638

LlEs s
neoniger 382 TEGGTATCCTGACTGCTA 399

End

Que significa 619 TGAATTGCCCAATGGCCA 636 ||..|..|]..].-1]-|. La representacion es un
alineamiento de secuencias: "619 TGAATTGCCCAATGGCCA 636": Este es un segmento de secuencia
de ADN gue va desde el nucledtido 619 hasta el 636. La secuencia en si es "TGAATTGCCCAATGGCCA".

“I'l..1.-11.-]--11-]": Esta_linea representa cdmo se alinean las bases de diferentes secuencias (por

ejemplo, secuencias de ADN homologas). Cada "||" indica que las bases en la misma posicién son
idénticas, mientras que los puntos (.) indican que son diferentes. Interpretacidn: Posiciones: Los

numeros 619y 636 indican el rango de posiciones de la secuencia dentro de un contexto mds amplio.

Alineamiento: La comparacidn visual sugiere que ciertas bases se alinean (son idénticas) mientras
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que otras no. Esto es Util para identificar similitudes y diferencias en secuencias que pueden tener

relevancia bioldgica. En el contexto de la secuenciacién de ADN, las lineas que has proporcionado,

como # , suelen utilizarse como separadores o delimitadores en
archivos de datos, especialmente en formatos como FASTA o en resultados de alineamientos. Aqui
tienes algunas interpretaciones posibles: Separador visual: Estas lineas ayudan a distinguir entre
diferentes secciones de datos, como diferentes secuencias o resultados de alineamientos. Indicador
de espacio: En algunos casos, pueden representar un espacio donde no hay datos relevantes o
indicar que no hay similitudes en esa parte del alineamiento. Formato de archivo: En ciertos
formatos, el simbolo # puede denotar un comentario o una linea de encabezado que no se debe

procesar como datos.

Score: 970.5

 — e e Sl s
Eiz
# Aligned_sequences: 2
# 1: uessalvadorensis
£ 2: neoniger
& Matrix: EBLOSUMS2
# Gap_penalty: 10.0
# Extend_penalty: 8.5
_&
# Length: 518
# Identity: 2337518 (45.09%)
& Similarity: 233/518 (45.0%)
¥ Gaps: 1437518 (27.56%)
T
B 3
¥
&

Que significa # Length: 518 # Identity: 233/518 (45.0%) # Similarity: 233/518 (45.0%) # Gaps:
143/518 (27.6%) # Score: 970.5 . Las lineas que has proporcionado son parte de un resumen de un
alineamiento de secuencias. cada término: # Length: 518: Esta es la longitud total del alineamiento,
que incluye todas las posiciones de la secuencia alineada, incluidas las que pueden estar vacias
debido a gaps (espacios). # Identity: 233/518 (45.0%): Este valor indica el nimero de posiciones en
las que las secuencias son idénticas. En este caso, hay 233 posiciones idénticas en el alineamiento,
lo que representa el 45.0% de la longitud total. # Similarity: 233/518 (45.0%): La similitud se refiere
a las posiciones donde las bases son similares, lo que generalmente significa que las bases son
iguales o tienen algun tipo de similaridad funcional (como aminodacidos similares en proteinas). Aqui,

el valor es igual al de identidad, lo que puede indicar que no se estd considerando otro tipo de
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similitud. # Gaps: 143/518 (27.6%): Este numero indica cuantas posiciones en el alineamiento son
gaps (espacios). Hay 143 gaps, lo que representa el 27.6% de la longitud total. Los gaps se introducen
para optimizar el alineamiento y permitir que las secuencias se ajusten adecuadamente. # Score:
970.5: Este es el puntaje total del alineamiento, que suele calcularse en funcién de los valores de

identidad, similitud y gaps. Un puntaje mas alto generalmente indica un alineamiento mas fuerte o

mas confiable. que significa # # #== = = . Las lineas que has

proporcionado, como # y #== = = =, suelen tener los

siguientes significados en el contexto de archivos de datos o resultados de alineamientos:
Comentarios: Las lineas que comienzan con # generalmente se interpretan como comentarios. Esto
significa que no contienen datos que deban ser procesados y sirven principalmente para

proporcionar informacién adicional sobre el contenido del archivo. Separadores Visuales: La linea

de igualdades #=== = =========== gctla como un separador visual,
ayudando a distinguir entre diferentes secciones del archivo o resultados. Puede indicar el final de
un bloque de informaciéon y el comienzo de otro. Encabezados: A veces, las lineas que contienen

simbolos como # se utilizan para marcar encabezados que describen el tipo de datos que siguen.

uessalvadoren 198 GECCTGGTATGOGGATGEGCAGETACAGAGCACGAGTAACTATTCGETGE 239

R L YRR A RNy
neoniger 44 GGAAGGGTA---AGttggg-ag-----gagcagga--------------- &9

El fragmento es un alineamiento de secuencias entre dos organismos o genes diferentes, en este
caso, "uessalvadoren" y "neoniger". ldentificacion de secuencias: "uessalvadoren": Esto parece ser
el nombre de la primera secuencia (puede ser un nombre de especie o una designaciéon de muestra).
"neoniger": Nombre de la segunda secuencia (posiblemente otra especie o muestra).Posiciones:
"190 GGCCTGGTATGCGGATGGGCAGGTACAGAGCACGAGTAACTATTCGGTGC 239": Esta es |la
secuencia de ADN de "uessalvadoren" que va desde la posicion 190 hasta la 239. La secuencia
muestra nucledtidos que pueden ser adenina (A), guanina (G), citosina (C) y timina (T). "44
GGAAGGGTA---AGttggg-ag-----gagcagga--------------- 69": Esta es la secuencia de ADN de "neoniger"

que va desde la posicion 44 hasta la 69. Los guiones (---) indican gaps (espacios) que se han

introducido para alinear las secuencias. Alineamiento: "||...| ||| -[-[|I] |l [l1]].]]": Esta linea
representa la relacion entre las bases de ambas secuencias: "||" indica que las bases en esas
posiciones son idénticas. "." indica que las bases son diferentes. Los gaps (espacios) se reflejan en

las posiciones donde hay guiones en la secuencia de "neoniger".
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# Aligned_seguences: 2
# 1: uessalvadorensis
# 2: neoniger

# Matrix: EBLOSUMb2

# Gap_penalty: 10.0

# Extend_penalty: 0.5

#

# Length: 515

# Identity: 233/518
# Similarity: 233/518
& Gaps: 143 /518

[ # Score: 970.5

¥

ir‘:::====================================
Que significa # Report_file: stdout HHHHH T
# # # Aligned_sequences: 2 # 1: uessalvadorensis # 2: neoniger # Matrix:

EBLOSUMG62 # Gap_penalty: 10.0 # Extend_penalty: 0.5 # # Length: 518 # Identity: 233/518 (45.0%) # Similarity: 233/518
(45.0%) # Gaps: 143/518 (27.6%) # Score: 970.5 # # # ====

Esto significa:
1. #Report_file: stdout: Indica que el informe se ha generado en la salida estandar (stdout), lo
que significa que se muestra en la consola o terminal en lugar de guardarse en un archivo.
2.  HHHHH . Esta linea es un separador visual que

ayuda a organizar el contenido del informe.

w
3

: : Otro separador visual, similar al anterior,

que podria indicar el inicio de un nuevo bloque de informacion.
# Aligned_sequences: 2: Indica que se han alineado dos secuencias en este analisis.
# 1: uessalvadorensis: Nombre de la primera secuencia alineada.

# 2: neoniger: Nombre de la segunda secuencia alineada.

N o v &

# Matrix: EBLOSUMG62: La matriz de puntuacion utilizada para evaluar la similitud entre las

secuencias. EBLOSUM62 es una matriz cominmente utilizada para alineamientos de

proteinas.

8. # Gap_penalty: 10.0: Penalizacién por introducir un gap en el alineamiento. Un valor mas
alto indica que se penaliza mas la introduccion de gaps.

9. # Extend_penalty: 0.5: Penalizacién por extender un gap. Esto se refiere a la penalizacion

adicional que se aplica si se afiade mas espacio en un gap ya existente.
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10. # Length: 518: Longitud total del alineamiento, que incluye todas las posiciones, incluidas
las que pueden ser gaps.

11. # Identity: 233/518 (45.0%): Numero de posiciones idénticas en el alineamiento. 233
posiciones son idénticas, representando el 45.0% del total.

12. # Similarity: 233/518 (45.0%): NUmero de posiciones que son similares, que en este caso es
igual al nimero de posiciones idénticas.

13. # Gaps: 143/518 (27.6%): Numero de posiciones que son gaps en el alineamiento. 143 gaps
representan el 27.6% de la longitud total.

14. # Score: 970.5: Puntaje total del alineamiento, que refleja la calidad del alineamiento. Un

puntaje mas alto generalmente indica un mejor alineamiento.

Threshold = 39

‘reverse’ —
800
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La frase "forward and reverse embos water" parece estar relacionada con técnicas de secuenciacion

0

o analisis de ADN, pero podria estar algo confusa o incompleta. Aqui hay algunas interpretaciones

posibles de cada término:
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1. Forward: Se refiere a la direccién en la que se esta leyendo o sintetizando la secuencia de
ADN. En la secuenciacion, esto suele referirse a la lectura de la hebra "sense" (o sentido) del
ADN.

2. Reverse: Esto se refiere a la lectura de la hebra opuesta, también conocida como la hebra
"antisense". En algunos métodos de secuenciacién, se generan ambas lecturas para
asegurar la precision y la cobertura del analisis.

3. Emboss: Puede referirse a un conjunto de herramientas de bioinformatica llamadas EMBOSS
(European Molecular Biology Open Software Suite), que proporciona programas para
manipular y analizar datos bioldgicos, como secuencias de ADN.

4. Water: Podria referirse al programa "Water" que es parte de EMBQOSS. Este es un algoritmo
para realizar alineamientos de secuencias, especificamente el algoritmo de Smith-

Waterman para alineamientos locales.

El término "Threshold = 39" se refiere a un valor que se utiliza para filtrar o evaluar la calidad del
alineamiento.
Significado:

e Threshold (umbral): Este valor establece un limite que determina si un alineamiento debe
considerarse significativo o relevante. Un threshold de 39 indica que solo se informaran los
alineamientos que tengan una puntuacion igual o superior a 39.

Implicaciones:

1. Calidad del Alineamiento: Un threshold mas alto puede implicar que solo se mostraran
alineamientos de alta calidad, mientras que un threshold mds bajo puede incluir
alineamientos menos confiables.

2. Filtrado de Resultados: Esto ayuda a reducir el nimero de resultados reportados,
enfocandose en aquellos que tienen un valor que indica una mayor similitud o relevancia
bioldgica.

Si hay lineas azules. De manera predeterminada, MAFFT considera las similitudes en las hebras
directas (rojas) solamente, pero ignora las similitudes en las hebras inversas (azules). Si se ven lineas
azules alrededor de las regiones diagonales en los graficos anteriores, pruebe la opcién “Ajustar

direccién” en la pagina de entrada.

Discusion.
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La PCR fue inventada por Karry Mullis en el afio 1983. El uso de la PCR para el diagndstico de
Aspergillus se ha reportado desde principios de la década de 1990. En 2006 se constituyd la Iniciativa
Europea de PCR por Aspergillus, en la que propuso protocolos estandarizados para la evaluacion
clinica generalizada de la PCR por Aspergillus de forma rapida y oportuna en los criterios de
diagndstico de la enfermedad. (Blanco, 2010). Las técnicas de secuenciacién moderna son de
segunda y tercera generacion. La Segunda generacion produce gran cantidad de lecturas cortas de
25-400 bp de secuencias de ADN. En esta generacidn se destaca la empresa Illumina Inc,
actualmente es la empresa que ofrece servicios de calidad y control estricto en sus procedimientos
es la vanguardia de este siglo. El concepto detras de la tecnologia NGS es similar a las técnicas de
secuenciacion de Sanger. El principio original del método de Sanger es el uso de desoxinucleotidos
como terminadores de la cadena de ADN, donde impide seguir replicandose. Por lo que se divide en
cuatro reacciones de secuencias separadas que contienen los cuatro desoxinucleotidos estandar que
son: dATP, dGTP, dCTP, dTTP y la ADN polimerasa. Terminan la elogacion de la cadena lo que permite
una fragmentacion de ADN de varios tamafios de longitud. (Sanger, 1977). En cambio, la tecnologia
de Illumina utiliza el método de secuenciacidn por sintesis, permitiendo la lectura paralela de
millones de fragmentos por medio de la deteccion de las bases individuales a medida que se
incorporan a las cadenas de ADN en crecimiento. Su método consiste en ciclos secuenciales de
sintesis. Durante cada ciclo los nucledtidos se identifican mediante excitacion del fluoréforo ,
creando una imagen de un terminador reversible marcado fluorescentemente a medida que se
afiade cada dNTP, y luego se separa para el ingreso de la siguiente base. Al finalizar, se obtiene una
secuenciacion base por base con datos de alta precisién y calidad. Los de Tercera generacién son las
técnicas de secuenciacién masiva de acidos nucleicos conocidas como third-generation sequencing
(TGS), las cuales permiten extensiones de hasta 2.3 Mb y no requieren de una amplificacién
preliminar. (Illumina, 2022) Existe una tecnologia Single Molecule, Real-time (SMRT) que permite
incorporar lecturas de unos 60.000 pares de bases (bp), que propone una ventaja de rastrar
variaciones estructurales o que presentan dificultades en la amplificacidon de ciertas areas del
genoma de un estudio en particular. la secuenciacién mediante nanoporos Su desventaja es que
presenta la limitaciéon de que se requiere de una gran cantidad de ADN, para poder secuenciar y
obtener un resultado fiable. (Valderrama,2020). En otros estudios reporta que el tamano de los
genomas es variado entre las diversas especies de Aspergillus spp, estos varian entre 28.81 y 33.289
kb, su diferencia de tamano es de 323 a 4.479 kb. El nimero de genes varia entre 9630 y 12074

(Rokas, 2007) en nuestro caso fue de 15000 pb. En resumen, después de la extraccién de gADN en
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el control de calidad, se lleva a cabo una qPCR en la que una maquina de qPCR mide la intensidad
de la fluorescencia emitida por la sonda en cada ciclo. También se conoce como PCR cuantitativa en
tiempo real, o qPCR, que es un método estandar para cuantificar los niveles de expresion génica en
una muestra. En este método, se utilizan moléculas fluorescentes para permitir la cuantificacién de
los productos amplificados, se mide y cuantifica la fluorescencia de las moléculas; normalmente,
estas moléculas son tintes que se intercalan entre las bases de la doble hélice del ADN. (MERK,2024)
La PCR en tiempo real es una técnica molecular que permite amplificar y cuantificar el ADN de forma
rdpida y precisa. Permite hacer miles de millones de copias de una regién particular del ADN. En
otras palabras, puede medir la cantidad de ADN amplificado que hay durante la prueba. Su método
consiste en utilizar una sonda fluorescente que se hibrida con la secuencia amplificada y emite una
sefal fluorescente cuando se excita con luz a una longitud de onda especifica. A medida que se
amplifica el ADN, aumenta la cantidad de sonda fluorescente unida al ADN amplificado, esta
intensidad de la sefial fluorescente se mide en cada ciclo de PCR y se utiliza para cuantificar la
cantidad de ADN presente en la muestra. Actualmente, existen dos tipos de sondas para cuantificar
la amplificacion en un ensayo de gPCR: colorante fluorescente y sonda fluorescente. (LABBOX,2024).
En nuestro estudio se utilizd sonda fluorescente. Los ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real
(gPCR) tienen poca sensibilidad en el propio ensayo de PCR que utiliza técnicas como la seleccidn de
genes con multiples copias por genoma para determinar la cantidad total de ADN analizado. (Revista
Microbiologia, 2005) Otros estudios reportan que para caracterizar y diferenciar el género
Aspergillus se han utilizado métodos basados en biologia molecular, como el andlisis de las
secuencias que codifican los genes de los RNAs ribosdmicos eucariotas 18S, 5.85y 28 (Loredo,1997).
En nuestro caso, se utilizé la extraccion de ADN como método de tipificacién molecular. La técnica
RAPD se ha utilizado en estudios de determinacidn genética, para distinguir entre cepas de una
especie, asi como en analisis taxondmicos y evolutivos (Demeke, 1994) El Aspergillus es filamentoso
compuesto por cadenas de células, llamadas hifas, el tipo de hongos opuestos a la levadura, que
estan compuestos por una sola célula redonda. (Conant, 1972). El Aspergillus puede causar multiples
procesos patoldgicos. Entre los factores de patogenicidad de este hongo se encuentran: Debido al
pequefio tamafio de sus conidios, permite su aspiracidn, causando infeccidn en el pulmdn y los senos
paranasales; su capacidad de crecer rapidamente a 372C, lo que lo hace ideal para afectar a los
humanos; su capacidad para adherirse a las superficies epiteliales y posiblemente endoteliales y su
gran tendencia a invadir los vasos sanguineos. Para estudiar un hongo en particular, se pueden

utilizar muestras orgdnicas o estudios de metabolitos que son especificos de los hongos para
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diferenciar las diferentes especies del género Aspergillus. (Frisvad,2007). Un trabajo relacionado con
la obtencidn de PCR y ADN de Aspergillus sp en muestras clinicas encontré que el uso de estudios
moleculares como la PCR en tiempo real es un procedimiento confiable para la cuantificacion y
evaluacion de la infeccién pulmonar por A. fumigatus en modelos animales. (Sabino,2020) En
muestras bioldgicas existe una variedad de técnicas moleculares en el mercado internacional para
obtener una secuenciacion o tipificacion de hongos. En nuestro estudio se encontré que la técnica
utilizada por MACROGEN INC parecida al metodo de Sanger o metodo por secuenciacidén en cadena,
es muy efectiva para obtener informacién en tiempo real para el estudio del gADN vy el analisis
molecular de un hongo en particular. De los métodos moleculares utilizados para los estudios
taxondmicos en Aspergillus spp, destacan: el andlisis de las secuencias de ADN que codifican para
RNAs ribosdmicos (rRNA) y espaciadores internos transcritos (ITS) asi como la técnica RAPD.
(Loredo,1997). Ademas, entre otros usos, la técnica RAPD se ha utilizado con otros organismos como
alternativa a los sRFLP, ya que proporciona informacién mas facil, rapida y fiable para mapear las
caracteristicas genéticas de cualquier especie. (Cuerno, 1992). En nuestro estudio se realizd analisis
de ADN que utilizaron analisis de fragmentos de ADN, amplificados por PCR, que codifican para los
genes de ARNr, tiene gran utilidad en la clasificacidon taxondmica del género Aspergillus, su ventaja
radica en que estas secuencias de ITS se amplifican facilmente por PCR, debido a que son repetitivas.
Existen otros estandarizados como el micelio de Aspergillus, se probaron diferentes métodos de
extraccion de ADN como: el método de extraccion de ADN y modificado para tejidos vegetales
(Martinez-Soriano, 1993). En 1975 se comenzd a utilizar como método alternativo un nuevo método
de identificacién de hongos conocido como espectrometria de masas MALDI-TOF, basado en el perfil
proteico especifico de cada uno de ellos. En el caso de los hongos filamentosos, concretamente del
género Aspergillus, una de sus limitaciones es su capacidad para identificar especies de forma
multidiversa. Se trata de una técnica de ionizacién suave, que permite detectar proteinas. La
espectrometria de masas se basa en la obtencién de iones a partir de moléculas en fase gaseosa;
Una vez obtenidos estos iones, se separan seglin sumasa y carga, y finalmente se detectan mediante
un dispositivo espectrémetro de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Time-of-Flight). (Vidal, 2018). Otro método para identificar conidios e hifas para la deteccién de los
ADN de Aspergillus que circulan en la comunidad es mediante PCR o amplificacion por PCR
denominada Aspergillus, mientras que el uso de muestras de sangre total con EDTA en caso de
Aspergilosis pulmonar. En el caso de pacientes de alto riesgo que contengan elementos fungicos

intracelulares y extracelulares. (klings,2009) En otro estudio, concluyeron que la sensibilidad de la
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PCR plasmatica fue menor que la de la PCR realizada en muestras de sangre completa. (Loeffler,
2000). Actualmente existen kits comerciales sencillos que extraen ADN de solo 8,5 kb de tamario, se
recuperd en cultivos de caldo o agar, se usan aproximadamente 200 mg de micelio lavado, o se afade
una placa de conidios (~1010) a un tubo de microcentrifuga de 1,7 ml para obtener una PCR de
calidad. (Lee, 2004). Otros estudios son la hibridacién basada en PCR en tiempo real, y la PCR
LightCycler y para el analisis de polimorfismos de las regiones espaciadoras de genes ribosémicos
mediante la técnica de secuenciacidn para la identificacién de micromicetos. (Bogdanov, 2009). Para
la construccién de las librerias se parte previamente de extraccién del ADN a una concentraciéon
adecuada, luego a la cantidad optima de ADN extraido y luego a la amplificacion. El método de
control de calidad de la biblioteca de Macrogen consta de 1. Tamaio de la biblioteca Check.To
verificar el tamano de los fragmentos enriquecidos con PCR, verifica la distribucién del tamafio de la
plantilla ejecutdandola en un Bioanalizador Agilent Technologies 2100 utilizando un chip DNA 1000.
2. Comprobacion de la cantidad de bibliotecas Illumina. Para lograr la maxima calidad de los datos
en las plataformas de secuenciacion lllumina, es importante crear densidades de agrupacion
Optimas en cada carril de cada celda de flujo. Esto requiere una cuantificacién precisa de las plantillas
de la biblioteca de ADN. Por lo tanto, cuantificamos las bibliotecas preparadas utilizando gqPCR de
acuerdo con la Guia del protocolo de cuantificacién de qPCR de lllumina.2) Biblioteca PacBioPara
generar una curva estandar de lecturas de fluorescencia y calcular la concentracién de la muestra
de la biblioteca, se utiliza la solucién de cuantificacion estandar Qubit. Para encontrar nuevas
especies en una biodiversidad se recurre a descubrirlas en ecosistemas inexplorados como muestras
bioldgicas y otros. Se procede a la clasificacidn e identificacién taxondmica en su estudio, luego se
procede a métodos mas modernos como la secuenciacién ADN e identificacion de la posible nueva
especie ya que estas tienen una caracteristica Unica o huella personal que la diferencia de otras.
Utilizando secuencias cortas de ADN para identificar y clasificar especies. En nuestro caso se
procedid primero a una clasificacién taxonémica macro y microscépica del hongo y luego al estudio
del ADN para complementar ambos métodos coherentemente vy tipificar la especie de estudio.
Basandose en la taxonomia se utiliza un sistema jeradrquico para clasificar los organismos. Las
principales categorias, de mayor a menor jerarquia, son: Dominio: La categoria mas amplia, que
agrupa a los organismos en tres dominios principales: Bacteria, Archaea y Eukarya. Reino: Dentro de
los dominios, se encuentran los reinos, como Animalia, Plantae y Fungi. Filo (o Phylum): Agrupa a
organismos con caracteristicas corporales similares. Clase: Dentro de cada filo, se dividen en clases.

Orden: Cada clase se divide en drdenes. Familia: Dentro de cada orden, los organismos se agrupan
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en familias. Género: Dentro de cada familia, los organismos se agrupan en géneros. Especie: La
categoria mas especifica, que identifica a organismos que pueden reproducirse entre si y producir
descendencia con caracteristicas genémicas de especie. (Hawksworth,2011). Esto basado en el
Cddigo Internacional de Nomenclatura Botanica (ICBN) vigente que regula la nomenclatura de
plantas. Actualmente la tecnologia de secuenciacién de Illlumina, es una secuenciacidn por sintesis
(SBS), es una tecnologia de secuenciacién de proxima generacidon (NGS). La tecnologia NGS de
Illumina utiliza un enfoque fundamentalmente diferente del método clasico de terminacién de
cadena de Sanger. La ultima tecnologia de SBS de lllumina usa la quimica XLEAP-SBS. Se crea una
imagen de un terminador reversible marcado con fluorescencia a medida que se afiade cada dNTP
y luego se corta para permitir la incorporacidn de la siguiente base. La combinacion de inserciones
cortasy lecturas mads largas aumenta la capacidad de caracterizar completamente cualquier genoma.
Los secuenciadores lllumina tienen una secuenciacion de mayor calidad. La quimica XLEAP-SBS en
los sistemas NextSeq 1000 y NextSeq 2000. Los sistemas NextSeq 1000 y NextSeq 2000 estan
disenados cuidadosamente para permitirle obtener mas informaciéon en su laboratorio, con 14
configuraciones y longitudes de lectura de 1 x 50 pb a 2 x 300 pb, hace 1.800 millones de lecturas
de un solo extremo por ejecucién para potenciar las aplicaciones con mayor uso de datos en su
secuenciador, estas lecturas de un solo extremo por ejecucion 100 millones—1,8 mil millones
Longitud maxima de lectura 2 x 300 pb. Hace hasta 384 combinaciones duales Unicas (UD) y 96
combinaciones duales combinatorias (CD). procesa de 1-500 ng de ADN para genomas pequefios o
100-500 ng de ADN para genomas grandes. Tamafo de insercién de destino ~350 pb. La
secuenciacién de nueva generacion (NGS) secuenciar miles de organismos en paralelo, con
capacidad de combinar muchas muestras en una sola secuenciacion y obtener una alta cobertura de
secuencia por muestra, la secuenciacién metagendmica basada en NGS puede detectar miembros
de la comunidad microbiana de muy baja abundancia que podrian pasarse por alto o que son
demasiado costosos de identificar utilizando otros métodos. El sistema Miseq hace Maximo de
lecturas individuales por ejecucién 25 millones y Longitud mdaxima de lectura 2 x 300 pb. (ILLUMINA,
2024) En nuestro estudio se utilizdé esta técnica lllumina mas Informe de secuenciacion
metagendmica de escopeta llamado Shotgun Metagenomic Sequencing Report tal como se describid

anteriormente.

Caracteristica Aspergillus neoniger Aspergillus uesalvadorensis
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Nombre Cientifico

Aspergillus neoniger Aspergillus uesalvadorensis

Clasificacion

Habitat

Distribucion
Geogrdfica

Caracteristicas
Morfologicas

Produccion de
Conidios

Temperatura
Optima

Patogenicidad
Uso Industrial
Producciéon de

Toxinas

Interaccion con

Fungi, Ascomycota,
Eurotiomycetes, Aspergillaceae

Fungi, Ascomycota, Eurotiomycetes,
Aspergillaceae

Suelo, ambientes con material
organico en descomposicion

Suelo, ambientes forestales, material
organico descompuesto

Comun en climas calidos y
templados

Comun en areas tropicales y
subtropicales, particularmente en
América Central y Sudamérica

Colonias algodonosas de color
verde a gris

Colonias de color negro, café a marrén

Conidios en cadenas, de forma
globosa a subglobosa, con un
color verde

Conidios mas grandes, de forma
cactus, de color café y forma mas
irregular con proyecciones espiculas.

25-30 °C

20-28 °C

Ocasionalmente patogeno,
especialmente en individuos

inmunocomprometidos

Generalmente no patogeno, pero se
han reportado casos en humanos

inmunocomprometidos

Puede ser usado en biotecnologia,

como productor de enzimas

tiene aplicaciones industriales como
colorante.

Algunas cepas pueden producir
micotoxinas como aflatoxinas

No se reporta produccion significativa
de micotoxinas

Puede estar involucrado en la

Descompone material vegetal en su

Otros Organismos | descomposicion de materia ambiente natural

organica

Tabla 1. Diferencias entre las especies neoniger y uesalvadorensis.

En la Tabla 1 se muestra que Aspergillus neoniger pertenece a la seccién Nigri del género
Aspergillus, la cual es conocida por incluir especies de colores oscuros (negros o grises) que,
en su mayoria, son saprdfitas, aunque algunas pueden producir micotoxinas. Por otro lado,
Aspergillus uesalvadorensis pertenece a la seccion Flavi, que agrupa especies productoras
de aflatoxinas y otras micotoxinas. Esta especie estd mds asociada a ambientes calidos y

himedos. Aunque A. uesalvadorensis no es tan reconocida por producir aflatoxinas, si puede
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generar otras micotoxinas. En ciertos casos, es capaz de producir ocratoxina A, una toxina
que afecta tanto la calidad de los alimentos como la salud humana y animal. En cuanto a la
capacidad de A. uesalvadorensis para producir aflatoxinas, especialmente aflatoxina B1, que
es una de las toxinas mas peligrosas para la salud humana y animal, esta especie se
encuentra comuinmente en productos agricolas como maiz, mani y otras semillas
oleaginosas, donde crece en condiciones de alta humedad y temperaturas calidas. Su
distribucion es amplia y no esta limitada a una region geografica especifica, siendo frecuente
en ambientes naturales, especialmente en material vegetal en descomposicion, asi como en
muestras de aire y alimentos. A. uesalvadorensis fue aislada por primera vez en El Salvador,
aunque también se encuentra en otras regiones tropicales y subtropicales de Ameérica
Central, y se asocia principalmente con productos agricolas de esta area. Generalmente, esta
especie forma colonias de color negro o gris oscuro, y sus esporas son de tonalidad oscura.
Su desarrollo no depende de condiciones ambientales especificas, lo que la hace mas
cosmopolita. Las colonias de Aspergillus uesalvadorensis suelen presentar colores que
varian entre amarillo, verde o negro, dependiendo del tiempo de cultivo, y estan asociadas
con la formacién de esporas en forma de conidios sobre estructuras denominadas
conidioforos, con la formacion de espiculas. (Vasquez, 2024) Estas caracteristicas
morfoldgicas son similares a las de otras especies dentro de la seccién Flavi, salvo por las
espiculas caracteristicas de esta especie en particular, que producen pigmentos en tonos
amarillos o café oscuro. En cuanto a Aspergillus neoniger, su metabolismo esta
principalmente relacionado con la descomposicion de materia orgdnica. Algunas especies
dentro de la seccion Nigri tienen la capacidad de descomponer diversos tipos de sustratos
vegetales, lo que las convierte en mas versatiles en términos de su alimentacion. Por su parte,
Aspergillus uesalvadorensis, al pertenecer a la seccion Flavi, posee una mayor capacidad para
producir aflatoxinas bajo condiciones especificas de humedad y temperatura, lo que tiene
implicaciones ecoldgicas y econdmicas importantes, debido al riesgo de contaminacion de
cultivos. Aunque también puede producir algunas micotoxinas como ocratoxinas,
generalmente no tiene el mismo impacto directo en la salud humana y animal que otras

especies como A. neoniger. Sin embargo, su capacidad para crecer en productos agricolas
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en descomposicion lo convierte en un riesgo potencial para la calidad de los alimentos. La
capacidad de A. uesalvadorensis para producir aflatoxinas, que son carcinégenas y
hepatotdxicas, lo convierte en un hongo de relevancia en el dambito de la seguridad
alimentaria y la salud publica. La contaminacion por aflatoxinas es una preocupacion seria
en la produccion de alimentos, especialmente en cereales y frutos secos. En cuanto a la
clasificacion molecular de Aspergillus neoniger y Aspergillus uesalvadorensis, esta puede
realizarse mediante andlisis filogenéticos basados en secuencias de genes especificos. Estos
analisis permiten comprender mejor sus diferencias genéticas y su relacion dentro del
género Aspergillus. Principales diferencias a nivel molecular: Analisis Filogenético: El
analisis filogenético molecular consiste en comparar las secuencias de genes de diferentes
especies de Aspergillus para establecer su relacion evolutiva. Aunque ambas especies
pertenecen al género Aspergillus, se ubican en secciones distintas, lo que sugiere que han
seguido trayectorias evolutivas divergentes a lo largo del tiempo. Aspergillus neoniger se
encuentra en la seccion Nigri del género, mientras que Aspergillus uesalvadorensis
pertenece a la seccion Flavi. Esta tltima incluye especies como A. niger y otras similares,
que comparten caracteristicas genéticas, especialmente en los genes relacionados con la
descomposicion de materia organica y la produccion de micotoxinas, como las ocratoxinas
del género Aspergillus (Perrone, 2015). Por otro lado, A. uesalvadorensis, al estar en la
seccion Flavi, tiene una mayor capacidad para producir aflatoxinas, especialmente
aflatoxina B1. Genéticamente, estas especies presentan un conjunto de genes vinculados a la
biosintesis de micotoxinas, lo que las diferencia molecularmente de las especies de la seccion
Nigri. Genes utilizados en la clasificacién molecular: Para la clasificacion molecular de estas
especies, se emplean secuencias de genes ribosomales y otros genes metabdlicos clave.
Algunos de los mas utilizados incluyen: ITS (Espacio Intergénico Transcrito): Este marcador
se usa comunmente para clasificar especies de hongos. Aunque las secuencias ITS son ttiles
para distinguir entre especies, las diferencias dentro del género Aspergillus pueden ser
sutiles, lo que requiere el analisis de otros genes adicionales. Rpb2 y Calmodulina: Estos
genes son fundamentales en la clasificacion dentro de los grupos de Aspergillus, ya que

presentan suficiente variabilidad genética para permitir la distinciéon entre especies
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estrechamente relacionadas, como A. neoniger y A. uesalvadorensis. Genes de biosintesis
de aflatoxinas: En el caso de A. uesalvadorensis, se analizan los genes que codifican las
enzimas involucradas en la biosintesis de aflatoxinas, tales como aflR y nor-1, que son
esenciales para la produccion de estas toxinas. Esta caracteristica molecular es especifica de
las especies del grupo Flavi. Por otro lado, el analisis molecular de A. neoniger revela una
secuencia genomica relacionada con la biosintesis de ocratoxinas. Los genes responsables
de la descomposicion de materia organica, como los que codifican para las enzimas
hidroliticas, estdn presentes en A. neoniger y adaptados para descomponer una mayor
variedad de sustratos. Sin embargo, a nivel molecular, A. neoniger no posee los sistemas de
biosintesis de aflatoxinas presentes en las especies de la seccién Flavi. Finalmente, A.
uesalvadorensis muestra una alta homologia genética con otras especies de la seccién Flavi,
especialmente en los genes relacionados con la biosintesis de aflatoxinas. Las secuencias de
genes especificos de esta seccion, como los asociados con las enzimas que sintetizan
aflatoxinas (por ejemplo, aflA, afl], afIR), permiten distinguir a A. uesalvadorensis de otras
especies dentro del género Aspergillus. 4. Diferencias en la Secuencia del Gen ITS. Los
marcadores ITS (Internally Transcribed Spacer) ®isson 2008) son comunmente utilizados para
clasificar las especies de hongos a nivel molecular. Entre A. neoniger y A. uesalvadorensis hay
diferencias significativas en la secuencia ITS que se correlacionan con su agrupamiento en
diferentes secciones del género Aspergillus. Estas diferencias indican evolucion divergente
entre ambos grupos A. neoniger suele mostrar una secuencia ITS mas proxima a otras
especies de la seccion Nigri como A. niger, que tiene una evolucion adaptada a condiciones
de descomposicion general y produccion de otras micotoxinas. A. uesalvadorensis, muestra
una secuencia ITS que la agrupa mas estrechamente con especies de la seccion Flavi, como

A. flavus y A. parasiticus, que son conocidos por la produccion de aflatoxinas en los

segmentos cortos de la cadena DNA lineal y la otra circular de las siguientes especies:

Aspergillus neoniger Aspergillus uesalvadorensis
Se clasifica dentro de la
Grupo de Especie Grupo de Asperqillus niger ., L.
P P P pers § seccion Nigri.
Seccion taxonémica | Nigri Flavi
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Genoma

Presenta un genoma mds pequefio
comparado con otras especies del
grupo Aspergillus. 35% similar al de
estudio

Su genoma es ligeramente
mas grande que el de A.
neoniger y tiene caracteristicas
Unicas en términos de genes.

Genes biosintesis de
toxinas

Relacionado con Ocratoxinas

Relacionados con Aflatoxinas

Secuenciacion
Molecular

Secuencias de genes ribosomales
(como ITS) muestran una alta
homologia con otras especies de
Aspergillus.

Se diferencia notablemente
en las secuencias ITS y otras
regiones genéticas,
mostrando menor similitud
con A. neoniger.

Presencia de genes
especificos

Posee genes relacionados con la
biosintesis de micotoxinas como la
Ocratoxinas y la citrinina.

Menor cantidad de genes de
biosintesis de micotoxinas.
En cambio, se enfoca mas en
la produccién de enzimas
celuliticas.

Filogenia Molecular

Analizada por secuencias de ADN
ribosdmico y genémico, se agrupa
con otras especies de la seccién
Nigri.

Estd mds estrechamente
relacionada con especies de
la seccion Flavi, con algunas
variaciones genéticas clave.

Mutaciones y

Alta homogeneidad genética dentro
de la especie, con pocas mutaciones

Presenta mas variabilidad
genética, con ciertos
polimorfismos que le

seccion nigri

Variabilidad significativas en las secuencias de .
permiten adaptarse a
genes. ) .
diferentes ambientes.
. . Mas cercano a A. niger y especies Mas cercano a A. flavus y
Filogenia

especies seccion flavi.

Tabla 2. Caracteristicas comparativas entre las especies del género Aspergillus.

En la Tabla 2, se muestra que el tamafo de los genomas de Aspergillus neoniger y Aspergillus
uesalvadorensis es relativamente similar (alrededor de 30-40 Mb), aunque el genoma de A.
uesalvadorensis es ligeramente mas grande. Sin embargo, pueden existir diferencias en la
distribucion de genes, elementos transponibles o secuencias repetitivas, factores que
influyen en la plasticidad genética de cada especie. El ADN de Aspergillus uesalvadorensis, al
igual que en la mayoria de los hongos del género Aspergillus, es de tipo circular, aunque
algunos otros hongos tienen ADN lineal. Ademas, al igual que otros eucariotas, también
posee ADN mitocondrial. Los hongos del género Aspergillus tienen un genoma nuclear
compuesto por cromosomas lineales que contienen la informacion genética responsable de
la sintesis de proteinas y de otras funciones celulares esenciales. En el caso de A.
uesalvadorensis, los estudios filogenéticos y de secuenciaciéon del genoma han confirmado
que esta especie pertenece a la seccion Flavi dentro del género Aspergillus. Esta seccion

incluye otras especies capaces de producir aflatoxinas, micotoxinas que afectan tanto la
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salud humana como la seguridad alimentaria. El genoma nuclear de A. uesalvadorensis esta
compuesto por varios cromosomas, y su secuenciacion ha proporcionado informacion
valiosa sobre sus rutas metabdlicas, incluida la biosintesis de aflatoxinas y otras toxinas. Los
estudios genomicos han demostrado que posee genes que codifican para las enzimas
necesarias para la produccion de estas sustancias, que pueden activarse en condiciones
ambientales especificas, como alta humedad y temperaturas elevadas. En cuanto al ADN
mitocondrial, este es generalmente mas pequefio que el nuclear y contiene genes
relacionados con la respiracion celular y la produccion de energia. Sin embargo, el genoma
mitocondrial en los hongos, incluida A. uesalvadorensis, puede presentar una mayor
variabilidad en comparacion con el genoma nuclear. En resumen, el ADN de Aspergillus
uesalvadorensis es de tipo eucariota, tanto en su forma nuclear como mitocondrial. Las
especies Aspergillus neoniger y Aspergillus uesalvadorensis son ambas miembros del género
Aspergillus, pero pertenecen a grupos diferentes y presentan diferencias significativas en
cuanto a su taxonomia, caracteristicas bioldgicas, y distribucion. algunas de las principales
diferencias:1. Taxonomia y clasificacion. Aspergillus neoniger: pertenece a la seccion Nigri del
género Aspergillus, que es conocida por incluir especies que suelen ser de color oscuro
(negras o gris) y son principalmente saprofitas, aunque algunas pueden producir
micotoxinas. Aspergillus uesalvadorensis: Perteneciente a la seccion Flavi, que incluyen
especies que se caracterizan por la produccion de aflatoxinas, micotoxinas altamente toxicas.
Es una especie mas asociada a ambientes calidos y hiimedos.2. Producciéon de micotoxinas.
A. neoniger: Esta especie no es tan conocida por producir aflatoxinas, pero si otras
micotoxinas. En algunos casos, puede producir Ocratoxinas A, una toxina que también
afecta la calidad de los alimentos y la salud humana y animal. A. uessalvadorensis: Es mas
conocida por su capacidad para producir aflatoxinas, en particular la aflatoxina B1. Esta
especie se encuentra a menudo en productos agricolas como maiz, mani y otras semillas
oleaginosas, donde puede crecer en condiciones de alta humedad y temperaturas calidas.
El A. neoniger: Su distribucion es mas amplia y se encuentra cominmente en el ambiente,
particularmente en material vegetal en descomposicidn, y se ha aislado de una variedad de
fuentes, incluidas muestras de aire y alimentos. Es mas cosmopolita y no esta restringida a
una region geografica especifica A. uesalvadorensis: como su nombre indica, fue aislada por
primera vez en El Salvador, aunque también se encuentra en otras regiones tropicales y
subtropicales de América Central en Asia en desiertos. Esta principalmente asociada a
productos agricolas de la region. Caracteristicas morfoldgicas: A. neoniger: Esta especie
forma colonias que varian de color negro esclerosado a gris oscuro. Sus esporas son oscuras
y se desarrollan en condiciones ambientales menos especificas. A. uesalvadorensis: Las
colonias de A. uesalvadorensis suelen presentar colores que van del amarillo al negro café, y
su coloracion madura se asocia con la formacién de esporas en estructuras llamadas

conidioforos. Estas caracteristicas morfologicas son mas similares a las de otras especies
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dentro de la seccion Flavi, las cuales producen pigmentos en tonos amarillos o naranjas.
Metabolismo y Produccion de Micotoxinas: A. neoniger: Su metabolismo esta centrado en la
descomposicion de materia organica, y algunas especies de esta seccion tienen la capacidad
de descomponer diversos tipos de sustratos vegetales. Es una especie mas versatil en cuanto
a su nutricion. A. uesalvadorensis: Como miembro de la seccion Flavi, tiene la capacidad de
producir aflatoxinas bajo condiciones especificas de humedad y temperatura. Esta
produccion también estd asociada con la sintesis de melanina para su proteccion, lo cual
tiene implicaciones ecologicas y econdmicas debido a los riesgos de contaminacion de
cultivos. Aunque A. neoniger puede producir algunas micotoxinas como las ocratoxinas, su
impacto directo en la salud humana y animal no es tan significativo como el de A.
uesalvadorensis. Sin embargo, su capacidad para crecer en productos agricolas en

descomposicion lo convierte en un riesgo potencial para la calidad de los alimentos.

Por su parte, A. uesalvadorensis es de particular interés debido a su poca capacidad para
producir aflatoxinas, que no son carcindgenas y hepatotdxicas, lo que lo convierte en un
hongo relevante en el &mbito de la seguridad alimentaria y la salud publica. El genoma de

A. neoniger presenta un 35% de similitud con el de A. uesalvadorensis.

DNA Circular DNA Lineal

Forma Circulo cerrado (forma circular) Secuencia lineal (cadena recta)
Ubicacién Comun en procariotas, mitocondrias y Comun en eucariotas
cloroplastos (cromosomas) y virus
Tipo Plasmidos, cromosomas bacterianos Cromosomas eucariotas, virus
lineales
Estructura Una sola cadena cerrada Dos cadenas que se unen por
extremos (telomeros)
Replicacion Se replica de manera bidireccional desde  Replicacion a partir de multiples
un origen origenes
Tamafio Generalmente mas pequenio (kilobases a Mas grande (gigabases)
megabases) en algunos con gigabases.
Topologia Puede estar superenrollado (enrollado No tiene enrollamiento, pero

sobre si mismo circular) sin 5°0 370 ser

lineal segtin método.

puede formar estructuras

secundarias
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Estabilidad Estabilidad alta debido a la forma cerrada = Menos estable en comparacién,

mas susceptible a dafios

Numero de Generalmente existen muchas copias en Una copia por célula (en el caso
copias una célula de cromosomas)

Proteinas Pocas proteinas asociadas, aunque hay Asociado a muchas proteinas,
asociadas algunas que ayudan con la organizacion como las histonas que forman la

del DNA (e.g., histonas en cloroplastosy = cromatina, no mitocondrias.

mitocondrias)

Funcién Usado para almacenamiento de Contiene la informacion
informacién genética en bacterias y genética en los cromosomas de
organismos con DNA organoléptico eucariotas

Tabla 3. Diferencias generales entre DNA circular y DNA lineal de las especies del Aspergillus.

En la Tabla 3 se pueden observar algunas diferencias clave entre el ADN circular y el lineal.
La principal diferencia radica en la organizacion y estructura de cada tipo de molécula,
aunque ambas comparten la misma secuencia de nucleétidos (adenina, timina, citosina y
guanina, A, T, C y G). ADN Circular: En este tipo de ADN, la secuencia de nucleotidos esta
organizada en una cadena continua que forma un circulo cerrado, sin extremos libres. Esto
significa que las bases en ambos extremos de la cadena estan conectadas, creando un "loop"
cerrado. La estructura se caracteriza por un solo ciclo cerrado, sin extremos, lo que lo
distingue del ADN lineal. Ademas, el ADN circular suele experimentar superenrollamiento,
lo que implica que las hebras de ADN estan enrolladas mas alla de su forma natural debido
a la tension estructural. En cuanto a la replicacidn, el proceso comienza en un origen de
replicacion y contintia en ambas direcciones hasta completar la copia del ADN.ADN Lineal:
En este tipo de ADN, las cadenas tienen extremos, lo que significa que las secuencias tienen
un inicio y un final bien definidos. Su estructura es lineal y tiene dos extremos libres (3' y
5'), lo que permite que la replicacion ocurra en direcciones opuestas. Este tipo de ADN es
comun en los cromosomas eucariotas, y las secuencias suelen estar empaquetadas con
proteinas como histonas. En la replicacion del ADN lineal, varios puntos de origen de
replicacion se activan, y las cadenas se copian en ambas direcciones, con los extremos 5'y 3'
en los extremos de la cadena lineal. En el caso de A. uesalvadorensis, su ADN podria
presentarse en forma circular y/o lineal, mientras que el ADN lineal seria caracteristico de

A. neoniger.
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Conclusiones: Los estudios para demostrar una especie en particular se basaron en la
caracterizacion fenotipica y genotipica para la identificacion taxondmica de la muestra de estudio,
en la que ambos métodos se complementaron. Una nueva subespecie de hongo del género
Aspergillus se encontrd en las semillas de nacascol que son autdctonas en nuestro pais y que se
encuentran en la parte norte del pais. Concluyendo que la taxonomia de la descripcion, sera:
Dominio: Eukaryota, Reino: Hongos, Division: Ascomycota, Clase: Eurotiomycetes, Orden:
Eurotiales, Familia: Trichocomaceae, Género: Aspergillus, Especie: Aspergillus uessalvadoriensis. A
la que se le llamard en el futuro nombre cientifico binomial: Aspergillus uessalvadoriensis A.
Vasquez 2006. Del género Aspergillus y especie se deriva el acronimo ues que significa Universidad

de El Salvador junto con salvadoriensis del pais El Salvador.
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RESUMEN MACRO Y MICROSCOPICO DE HONGOS DEL GENERO ASPERGILLUS. 2009

NOMEN CONIDIOS DE COLOR COLOR DIAME FORO LONGI EXTEN FORMA DE ORNAMENTA
CLATUR MANC TRO DE TUD SO CONIDIA CION DE
A DE HA DE LA CONID DE CONID CONIDIOS
ESPECIE REVERS COLON IO CONN 10S
S DE (o] 1A IDIA
ASPERG
ILLUS
1 uessalv  Aspecto algodonoso  negro 9-10 Rugos 3-5 1.96-2 Mazo, botella celebridad
adorens  plano, de color 0 300, o cactus
is negro a gris hifas
sin
septos
2 niger Aspecto lanoso, Amarill  25-30 400- 4-5 Elipsoide, suave
verde, negro, blanco, o- 3000 esférico
amarillo negro hifas
con
septos
3 clavatus  Aspecto de fieltro, Marrén  21- Largo 3-4.5 2.5- Elipsoide suave
verde azulado blanco. 24.5 liso, 3.5
hifas
con
septos
4 gigante De blanco a crema, cafeteri  35-42 hifas 3.5- 2.4-3 elipsoide suave
us oliva, verde a con 4.5
septos
5 Nidulan  Aspecto Parpur  25-30 Muy 3-3.5 3-4 Globose y rugosa
os aterciopelado, de a corto, subglobose
blanco a crema, oscura. liso.
amarillo, verde hifas
con
septos
6 Flavus Aspecto Marrén  42-49 800 3.5- 3.5- globoso suave
aterciopelado y rojiso variabl 4.5 4.5
empolvado, color e,
amarillo verdoso rugoso
. hifas
con
septos
7 Terreus Aspecto White 24.5- 250 1.8- globoso suave
aterciopelado, de marrén 35 corto 2.4
blanco a crema, liso.
amarillo, verde hifas
con
septos
8 versicol  Aspecto Amarill  10-15 600 21-28 3-3.5 globoso suave
or aterciopelado o, café largo
Blanco a crema, liso.
amarillo, café, negro hifas
con
septos
9 fumigat  Aspecto planoy Amarill  40-60 300 2.5-3 2-3.5 subglobose suave
us polvoriento o, café largo
liso.
hifas
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con
septos
10 Orizae De blanco a crema, Blanco 2.5 35-42 7-10 3,5- Ovoide, Suave
amarillo, negro, gris crema hifas 4,0 subglobosa
a beige amarill con um,
o septos

FIALIDES  VESicu VESiCU  ANCH FORM  ESTIP ANCH ORNAMENTACI RAMA DE

DE LA LA URA A DE E (o] ON DE STIPIE PATRON
FORMA APICAL LARGA DEL VESES ANHE STIPIE
VESICU CULA LADO
LA
1 uesalvado Unaserie present 52-66 50-48 Globo 100- 2-2 irregular No
rensis e sa 300
2 niger biseriada  Present  30-75 75-80 Pirifor ~ 1500-  15-20 Suave No
e me 3000
3 clavatus uniseriad  Present  200- 40-60 Clavad 1500- 20-30 suave No
o e 250 o 3000
4 giganteus biserializ Present  100- 30-180 vesicul 10000 Serie Uni No
ado e 600 as -

clavad 20000
as

5 Nidulanos biserializ present  8-10 8-10 Globo 70- 2.5-5 suave No
ado e sa 150
6 Flavus Unao present  15-25 20-45 Globo  400- 25-45 Sauve No
dos e um por sa 800
series 4.5-6.0
u
7 Terreus biserializ present  2-2,5 12-20 Globo 100- 4.5-6 suave No
ado e um sa 250
8 versicolor biserializ present 4,16 12-16 Globo 500- 5-10 suave No
ado e milimet sa, 700
ros subglo
bosa
9 fumigatus uniseriad Present 10 um 18-30 rugosa  300- 5-8 rugosa Verical
[ e 500
1 Orizae Uniserial, present 100- 50-75 Globo  4000- 6-12 suave No
0 biserial, e 200 sa 5000
biserial, milime
tros

FUENTE: ADAPTADO DE CENTRO DE BIODIVERSIDAD FUNGICA, ASOCIACION EUROPEA DE
MICOLOGIA, National Center PARA LA INFORMACION BIOTECNOLOGICA. SITIO WEB DE
ASPERGILLUS. INSTITUTO AMPLIO. BASE DE DATOS DE GENOMA DE
ASPERGILLUS. Aspergillus Genome Resources NCBI.
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Resumen: la caracterizacion morfoldgica y las técnicas moleculares de ADN permitieron la identificacién de
la muestra de Aspergillus enviada a MACROGEN KOREA DEL SUR. Objetivo: Realizar caracterizacidon fenotipica
y genotipica por el método Next-Generation Sequencing al género Aspergillus. Metodologia: El tipo de
estudio es exploratorio de corte experimental. Se llevé a cabo en dos fases: primero en la recoleccién de
semillas de Caesalpinia coriaria y segundo se realizd una caracterizacién macroscdpica y microscépica inicial
del aislamiento de Aspergillus en los afios 2006, se llevé acta notarial 2007, estudios de microscopia simple y
microscopia electronica de barrido y PCR del hongo encontrado en Mexico 2008 y publicado en revista La
Universidad en 2008, luego se realizé la extraccidon de gDNA, gPCR, cADN en 2024 en MACROGEN INC. por
Metagenome Shotgun Sequencing Reports. Resultados: Se extrajo el genoma gDNA obteniendo una
concentracién maxima de 12.297 ng/ul, volumen 30 ul, cantidad total 0.369 y DIN 6.4 nivel maximo 8732
intensidad de muestra para 15000 pb, el quantum gDNA se obtuvieron los 624 pb a una concentracion de
103.24 nM y 41.87 ng/ul y cDNA. De la extraccion de gADN del TapeStation gDNA Screen se obtuvo una
concentracién maxima de 12.297 ng/ul, volumen 30 ul, cantidad total 0.369 y DIN 6.4 nivel maximo 8732
intensidad de muestra para 15000 pb en control de calidad. gPCR se obtuvieron los 624 pb a una
concentracién de 103.24 nM y 41.87 ng/ul con la libreria TruSeq Nano DNA (350_META).cDNA libreria se
utilizaron 33 kits de librerias. Total, de bases obtenidas fueron 11,705,895,990 pb, total, de lecturas fueron
77,522,490. Contenido de nucleétidos GC % 49.7 y AT % 50.30, contenido de bases GC fue 49.7% y AT fue
50.3, Contenido de bases métricas Q 20 :95.1 y Q 30: 88.3, Calidad de datos por ciclos Q30 valor alto. Se
utilizaron formatos FASTQ y FASTA para codificacidn y secuenciacion de pares de bases completa. Raw data
Valor. 38,761.245 n, calidad y recorte del adaptador. (Quality and adapter trim.) fue 32,535,420, Eliminacidon
de contaminantes fue de 30,961,740, Control de calidad o qcPassed de 79.88 indica que fue aceptado como
buen desemperfio del proceso. De la taxonomia Krona se reportd Aspergillus neoniger, Heatmaps specie
reportan neoniger. Conclusiones: Se encontré por el método de secuenciacion NGS Aspergillus neoniger, pero
en estudios anteriores del afio 2006 se denomind de la especie uessalvadoriensis.

Palabras clave. Aspergillus sp, Nacascol, uessalvadoriensis,neoniger
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NTRODUCCION

El estudio inicial del hongo Aspergillus fue
descrito por primera vez en 1729 por el
bidlogo italiano Antonio Micheli en su obra
Nova Plantarum quien nacid en Florencia,
Italia, en 1697 (Cruz, 2023). En la actualidad,
ha generado mucho interés no solo por sus
implicaciones en la salud sino también en las
industrias alimentaria, quimica y bioldgica. Se
inician investigaciones generales sobre una
planta natural muy conocida en nuestro
medio a nivel nacional conocida como la
semilla de Nacascol, muy utilizada en alfareria
y curtido de pieles en la zona norte del pais.
Esta semilla tiene una particularidad inerte
gue necesita de la presencia de un hongo del
género Aspergillus sp y el hongo devora la
semilla como sustrato alimenticio
perforandola hasta pulverizarla, para que
pueda tefiirse junto con las propiedades de la
arcilla tifie de negro-café las vasijas y curtido
de la piel del ganado, Los taninos al
fermentarse pueden extraerse acido gélico y
glucosa. Ademas, las wvasijas dan |la
caracteristica especial de la arcilla negra, lo
que le da un aspecto colonial y hermoso a las
vasijas. Al observar las vasijas el tono café es
del tanino de la semilla y el negro proviene del
hongo mas hierro que contiene la arcilla le da
el tono negro intenso. En general, las especies
del género Aspergillus se encuentran como
saprofitos depositados en material organico
como plantas, semillas o suelo. Su
temperatura es adaptativa, desde un minimo
de 5 2C hasta 60 2C en otras especies, aunque
raras soportan temperaturas de mas de 100 a
300 °C. Actualmente el Aspergillus es un
género amorfo, que comprende entre 260 y
837 especies (Geiser, 2007, Hawksworth,
2011) Tal es la diversidad de especies que con
el uso de tecnologias modernas como la PCR.
La secuenciacion ha permitido facilitar su
estudio en algunos casos, siempre y cuando se
disponga de una base de datos secuencial
adecuada y se tenga los primers segln
especies a mezclar los pares de bases. La

pigmentacién de los hongos se debe a la
sintesis de varios tipos de pigmentos y
moléculas cromdéforos como carotenoides,
melaninas, flavinas, fenazinas, quinonas entre
otros. (Gmoser, 2017). Los pigmentos de
melaninas tienen una funcién principal en la
proteccién de las esporas de los hongos
contra los aumentos de temperatura, la
radiacion y la desecacién. (Nitiu,2022) Las
melaninas estdn presentes en la mayoria de
los hongos, encontrandose en casi todos los
hongos patégenos. (Vega,2021) El habitat
natural de las especies de Aspergillus es el
heno, semillas y el compost.

Justificacidn. Se realizdé un estudio completo
sobre la extraccion e identificacion de ADN del
género Aspergillus para determinar qué tipo
de especies circulan en nuestro pais. La
investigacion comenzd en 2006 con estudios
fenotipos en los laboratorios  del
departamento de Microbiologia de la Facultad
de Medicina de la Universidad de El Salvador,
luego en 2008 en los laboratorios de
microscopia electronica de barrido en
CENSALUD vy luego en Meéxico resultados
preliminares de PCR molecular, luego en 2024
en los laboratorios de MACROGEN INC en
Corea del Sur el estudio completo de
extraccién, cuantificacidon y secuenciacion de
g,9,c,ds,seqADN en su andlisis molecular del
género Aspergillus para determinar el tipo de
especie autdctona que circulan en la zona
norte de nuestro pais.

Objetivo: Objetivo: Realizar caracterizacion
fenotipica y genotipica. por el método Next-
Generation Sequencing del género
Aspergillus.

Hipdtesis: H;. La caracterizacion fenotipica y
genotipica del ADN ayuda a identificar
especies de microorganismos en el medio
ambiente. H, La caracterizacién fenotipica y
genotipica del ADN no ayuda a identificar
especies de microorganismos en el medio
ambiente.

Material y Métodos.
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El tipo de estudio es exploratorio con un nivel
de significancia del 95% y un error de
estimacion del 0,05%. Del hongo Aspergillus.
Se desarrolld su estudio en dos fases: I:
Caracterizacion Fenotipica. Se recolectaron
cinco lotes de semillas de Caeselpinia coriaria
de la zona norte, se realiz6 purificacién vy
seleccidon de las semillas de acuerdo a su
apariencia y color. A continuacién, los
indculos se elaboraron en placas y tubos de
ensayo en medio de cultivo Sabouraud. El
crecimiento se observd a las 48 horas en el
laboratorio de Microbiologia a 40x y 100x en
microscopio O6ptico simple a lo largo de
semanas llevando hoja de cotejo. Se llevd al
laboratorio para la observacién por
microscopia de barrido del Aspergillus
tomando microfotografias electrénicas en
CENSALUD. En México se hizo un PCR
preliminar. Se completd la caracterizacién
fenotipica. Il: Caracterizacion Genotipica.
Tres muestras, una cepa pura en tubo de
vidrio y dos muestras mas, una muestra era de
ADN vy la otra simple, se enviaron a Corea del
Sur en los laboratorios de MACROGEN INC
para la extraccion, analisis e identificacion de
g,9,c,ds,seqADN.

2. Preparacion de la suspension de esporas
y microcultivo. Se prepard una suspensidn de
esporas a partir de cultivo en donde se
identificaron las conidias o esporas en donde
se extrajeron por método simple bajo el
microscopio y se sembraron de nuevo, la cual
se utilizd para realizar los indculos en el medio
de cultivo Sabouraud en tubo y placa, el
hongo se sembrd en un matraz Erlenmeyer de
250 ml, al que previamente se le agregaron 50
ml del medio, se incubd durante 48 hrs a 28
OC. Posteriormente, se afiadieron 100 ml de
agua destilada a temperatura ambiente y se
agitaron cuidadosamente durante 5 min con
la ayuda de un agitador magnético. Se paso
también al tubo en Saboraud y se agito para
una homogeneizacién para asegurar que las
esporas estén bien suspendidas. Si las esporas
tienden a sedimentarse, puede ser Gtil utilizar
un mezclador o agitar manualmente. El
recuento de esporas se realizd con una

camara Neubauer para una concentracion
adecuada se requiera. (Bustillo, 2010).
Microcultivo: Se realizé en CENSALUD vy
consistio en preparar una cdmara hdimeda
estéril: una placa de Petri, en cuyo fondo se
coloca agua estéril y una varilla de vidrio en
forma de V, sobre ésta se coloca el
portaobjeto, y sobre éste el bloque del medio
de cultivo Saboraud. La muestra se inocula
sobre el bloque en cuatro cuadrantes,
mediante el asa de platino en forma de L
sobre el bloque del medio ya inoculado se
coloca una laminilla cubreobjetos e incuba
por 7 dias a 25°C. Una vez terminado el
periodo de incubacién, se retira el
cubreobjetos y se coloca en una l[dmina con
una o dos gotas de Azul Lactofenol y se
observa al microscopio con objetivo 100x las
estructuras caracteristicas de la especie
aislada. (Casas, 2010)

2. Area de muestreo y recoleccién. El hongo
se aisld a partir de semillas de nacascol de la
zona norte. Las semillas café-negras fueron
identificadas, recolectadas y almacenadas en
bolsas herméticas para su posterior analisis a
temperatura ambiente. No requiere medidas
especiales para su transporte y conservacion.

3. Caracterizacion morfoldgica de muestras
fungicas. La caracterizacidn morfoldgica se
realizé en cultivos en Saboraud e incubadas a
379 C por 72 horas en aerobiosis en tubos y
luego a temperatura ambiente x 7 dias. Con
observaciéon  microscépica  simple en
lactofenol azul de algoddn a 10 x, 40 x y 100x,
y luego se sell6 con un cubreobjetos. La
visualizacion de las estructuras se llevé a cabo
bajo un microscopio éptico. Para determinar
la afiliacion taxondmica se utilizd la base de
datos en linea.

4. Aislamiento y purificacion de muestras. En
el material vegetal no se utilizo la limpieza de
semillas. Se raspd y el material se retird y se
depositd en medios de cultivo ASD (agar
dextrosa Sabouraud) para su aislamiento y
diferenciacion. Las placas y tubos de cultivo se
incubaron a temperatura durante una
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semana. Este proceso se repitié hasta obtener
aislados puros. Las muestras previamente
aisladas se inocularon en 150 ml de medio de
cultivo liquido PW (peptona, agua y caldo de
nutrientes) en placa y tubos y se incubaron a
37 °C en 48 horas y a temperatura ambiente
entre 20 y 25 °C. La biomasa se secé a 42 °C
durante dos dias y se dejé a temperatura
ambiente a 25 2C durante 3 semanas hasta su
posterior analisis.

5. Método ADN. En general, se utilizaron
métodos para la secuenciacién del ADN. Se
utilizd el método de la secuenciacion de
Sanger por el método de terminacion de la
cadena enzimdtica y la secuenciacion
automatica. La secuenciacion se lleva a cabo
en tres pasos: 1. Realizar la sintesis de nuevos
fragmentos de ADN. 2. Separar los fragmentos
por electroforesis y finalmente 3. identificar
los nucledtidos para determinar la secuencia.
En cuanto a la microbiologia, el estudio
molecular se puede realizar secuenciando
pequefios fragmentos de acido
desoxirribonucleico (ADN) que hayan sido
previamente amplificados, o secuenciando
todo el ADN previamente fragmentado de
forma aleatoria. La secuenciacién a través de
lllumina se caracteriza bdsicamente por la
ejecucién de los siguientes procesos: a. La
amplificacion de los fragmentos de ADN para
la generacidn de clusteres (colonias del mismo
fragmento) se realiza mediante el método de
PCR puente. b. La deteccion de bases en la
secuenciacién se realiza a través de
marcadores fluorescentes. Por lo tanto, la
plataforma lllumina permite la secuenciacién
por fragmento de ADN en ambos extremos. El
fragmento se secuencia amplificado por
ambos extremos en lugar de un solo extremo.
Incluyendo gDNA. gDNA, dsDNA, cDNA y
segADN para luego analizarlos en paquetes
informaticos. (MACROGEN.2024)

6. Extraccion gADN. Los genes de gADN son
actualmente una de las formas mas
estudiadas en el genoma de los hongos,
principalmente para la deteccion e

identificacién de especies a través de la
biologia molecular. En la preparacién de la
muestra anterior y su método de extraccién
tiene como objetivo principal que debe liberar
el ADN intracelular, rompiendo la pared de la
célula fungica o micelio, la membrana celular
y la membrana nuclear por el calor a
temperatura controlada por el termociclador
u otra forma. Ademds, debe concentrar las
moléculas diana del ADN que puedan estar
presentes en pequefas cantidades y debe
purificarse eliminando trazas de
contaminantes, proteinas, restos de ARN
extrafio, sin degradar el dcido nucleico. Para la
ruptura de células fungicas se puede realizar
por diferentes métodos: como el quimico, el
enzimatico o el mecéanico (Palomares, 2007),
gue son los mas comunes, pero dependera del
laboratorio en su método de extraccién. En
MACROGEN INC se extrajo de la siguiente
manera: “Cantidad de ADN: Realizado por el
método del sistema QuantiFluor® dsDNA
utilizando la microplaca multimodo Victor
Nivo. Lector. Macrogen cuantifica el material
gendmico inicial mediante el uso de
cuantificacion basada en fluorescencia, utiliza
tintes especificos de ADN de doble cadena,
este método cuantifica dsDNA con mayor
precisidn que el espectrometro UV, incluso en
presencia de contaminantes comunes.
Evaluacién del estado del ADN: se utiliza el
Bioanalyzer 2100 (o el 4200 TapeStation).
Verifique la integridad del ADN gendmico
utilizando  un  bioanalizador  Agilent,
Technologies 2100 (o 4200 TapeStation). El
nimero de integridad del ADN (DIN)
determina el grado de fragmentacion de una
muestra de ADN gendmico midiendo la
distribucidon de sefiales de varios tamafios.
2100 instrumento Bioanalizador (Agilent,
Parte#f G2939BA) 4200 Sistema TapeStation
(Agilent, Parte#f G2991BA)3. Verificacién del
tamafio del ADN para secuenciacion de
lectura larga. Tamafio promedio (BP):
Macrogen utilizod el sistema de pulso Femto
para determinar el tamafo real. En general,
los pasos utilizados fueron 22 en total.
Procariota/ Eucariota Powerprotocolo del kit
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de ADN Powersoil Pro Transfer una cierta
cantidad de célula (21x109) a un tubo de 1,5
ml. (AXYGEN) A. Placa - Raspe
aproximadamente 10 ~ 20ul de muestra B.
Pellet - Pellet completamente derretido por
vortice y gire hacia abajo para usar
aproximadamente 30ul ~ 50ul.- Demasiadas
muestras resultardn en una lisis deficiente y
un ADN insuficiente. Centrifuga 2 min a
velocidad maxima.3-1. Procariota: Después
de eliminar el sobrenadante, agregue 50 mM
de EDTA 500ul, tampdn de lisozima 100ul,
lisozima 10ul y afloje mediante pipeteo.3-2.
Eucariota: Después de eliminar el
sobrenadante, agregue 50 mM de EDTA 500ul,
lyticase 20ul y afloje mediante pipeteo.
Incubar 30 minutos ~ 120 minutos a 37 ° C.
Centrifuga 3 min a velocidad maxima. Retire
todo el sobrenadante excepto el pellet. -
Uselo cuando el pellet esté blando y sea dificil
eliminar el sobrenadante. (dividido en varios
tubos)- Si se agregan demasiadas muestras
durante el paso 1, el pellet no se separard
bien. En este caso, retire y use solo el
sobrenadante tanto como sea posible. Afiada
800 pl de solucién CD1 al tubo PowerBead
Pro. Transfiera todas las muestras al tubo
PowerBead Pro. Asegure los tubos PowerBead
Pro horizontalmente con un soporte de tubo
adaptador de vdrtice y el vortice a la velocidad
maxima durante 10 minutos. Tubos de
centrifuga a 15.000xg durante 1 min.
Transfiera el sobrenadante a un tubo de
recoleccion limpio de 2 ml. Afadir 200 pl de
solucién CD2 y vortice durante 5 s. (Antes de
transferir el sobrenadante, afiadir la solucion
CD2 al tubo limpio). Tubos de centrifuga a
15.000xg durante 1 min. Evitando el pellet,
transfiera hasta 700 pul de sobrenadante a un
tubo de recoleccion limpio de 2 ml. ARadir
600 ul de solucién CD3 y vdrtice durante 5 s
(Antes de transferir el sobrenadante, afiadir la
solucion CD3 al tubo limpio.)-Centrifuga:
cargue 650 pl del lisado en una columna de
centrifugacion MB y centrifugue a 15,000 xg
durante 1 min. Deseche el flujo. Repita el paso
10 hasta que se haya procesado toda la
muestra. Agregue 500 pl de solucion EA.

Centrifugar durante 1 min s a 15,000xg.
Descarte el flujo a través. Afladir 500 ul de
solucion C5. Centrifuga durante 1 min a
15.000xg. Descarte el flujo a través. -Vacio-10.
Coloque la columna de pin MB en la
aspiradora.11. Coloque las muestras en
columnay opere la bomba.12. Agregue 500 pl
de solucidn EA y haga funcionar la bomba.13.
Agregue 500 pl de solucién C5 y haga
funcionar la bomba. Transfiera la columna al
tubo de recoleccién vacio y centrifugue a
velocidad maxima durante 1 min. (para que se
seque) Transfiera la columna al tubo de 1,5 ml
y agregue 30-100 pl de soluciéon C6. Centrifuga
a velocidad maxima 1 min para elucién”.
(MACROGEN, 2024)

7. Técnica de qPCR. Llamado DNA
cuantitativo medido por fluorometria que
capta los nucledtidos. Después de haber
cumplido con los requisitos de extraccién de
gADN en el control de calidad, el gADN se
fragmentd vy cuantific6 degradandolo. El
método de control de calidad del ADN en
MACROGEN fueron: 1. Cantidad de ADN:
Realizado por el método QuantiFluor® dsDNA
System utilizando el lector de microplacas
multimodo Victor Nivo. Macrogen cuantifica
el material genémico de partida mediante el
uso de  cuantificacién basada en
fluorescencia. utiliza tintes especificos de ADN
bicatenario, este método cuantifica el dsDNA
con mayor precision que el espectrémetro UV,
incluso en presencia de contaminantes
comunes. Las especies del genero Aspergillus
spp en su evolucién gendmica a sido variable
en su tamafio, en la que tienen un rango
promedio de tamafio de genoma de 27 a 39
Mb o mas y un numero de genes promedio
entre 9000 a 14000 genes. El que tiene mayor
tamano es A. sojae 39.5 y el que tiene mayor
numero de genes es A.niger con 14,165 .
(Gibbons, 2013). Generalmente, el tamafio
del genoma bacteriano suele estar en el rango
de 1 a 5 Mb, el tamafio del genoma de las
bacterias oscila tipicamente entre 1 y 10
millones de pares de bases. La mayoria de los
virus tienen genomas que oscilan entre unos
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pocos kilobases a unas pocas decenas de
kilobases que son los de menor tamafio, lo
que equivale a menos de 0.1 Mb. Esto
depende del tipo de virus, no hay un nimero
Unico de pares de bases para todos los virus.
En general, el tamafio del genoma de los
hongos se encuentra tipicamente en el rango
de unos pocos megabases (Mb) a mas de 100
Mb. Algunos hongos filamentosos pueden
tener genomas de cientos de millones de
pares de bases. Asi por ejemplo el genoma de
Aspergillus niger tiene aproximadamente 30-
40 millones de pares de bases y consta de
alrededor de 8,000-10,000 genes. Hoy el
tamafio de un genoma se mide directamente
por electroforésis (técnica para separar
fragmentos de ADN) en pares de bases (pb) y
sus multiplos Kilobases (Kb 6 Kpb) de 1.000
pares de bases, y Megabases (Mb 6 Mpb) de
1.000.000 pb.

8. cADN library y dsDNA. El cADN llamado
también ADN complementario forma de ADN
qgue se sintetiza a partir de ARN mensajero
(ARNm) mediante el proceso de retro
transcripcion. La construccién de las librerias
en MACROGEN toma un promedio de 4-5
semanas. Resumen del flujo de trabajo en su
construccion: 1. Pedido de cebadores de
amplicén: el protocolo incluye las secuencias
de pares de cebadores para la regiéon V3 y V4
que crean un solo amplicon de
aproximadamente ~ 460 pb. El protocolo
también incluye secuencias de adaptadores
de voladizo que se deben anexar a las
secuencias del par de cebadores para que
sean compatibles con los adaptadores de
indice y secuenciacidn de /llumina. Illumina no
vende estos cebadores. Deben ser solicitados
a un tercero. 2 preparar la biblioteca: el
protocolo describe los pasos para amplificar la
region V3 y V4 y, mediante una PCR de ciclo
limitado, agregar adaptadores de
secuenciacion de Illumina y cédigos de barras
de doble indice al objetivo del amplicon.
Utilizando el complemento completo de los
indices Nextera XT, se pueden agrupar hasta
96 bibliotecas para la secuenciacién. 3

secuencia en MiSeq: mediante lecturas
emparejadas de 300 pb y reactivos MiSeqv3,
los extremos de cada lectura se superponen
para generar lecturas completas de alta
calidad de la regiéon V3 y V4 en una sola
ejecuciéon de 65 horas. La produccidon de
MiSeqrun es de aproximadamente > 20
millones de lecturas y, suponiendo 96
muestras indexadas, puede generar > 100.000
lecturas por  muestra, comunmente
reconocidas como suficientes para estudios
metagendmicos. 4. Analice en MSR o
BaseSpace: el flujo de trabajo de
Metagenomics es una opcién de analisis
secundaria integrada en MiSegReporter
(software en el sistema) o disponible en
BaseSpace (software basado en la nube). El
flujo de trabajo de metagendmica realiza una
clasificacion taxondmica utilizando la base de
datos Greengenes, mostrando la clasificacion
a nivel de género o especie en un formato
grafico. Este protocolo se puede utilizar para
secuenciar regiones alternativas del gen 16S
rRNA y para otras secuencias de amplicones
especificos de interés. Cuando se utiliza este
protocolo para la secuenciacion de
amplicones que no sea ARNr 1685, utilice la
opcion Generar FASTQWorkflow (analisis
secundario). Para obtener mas informacion,
consulte Flujo de trabajo de metagendmica de
MiSeqReporter. Es una coleccion de
secuencias de ADN generadas a partir de la
secuencia de ARN mensajero (ARNm). Estas
bibliotecas contienen solo ADN codificante de
genes, excluyendo las secuencias de ADN que
no codifican. Se trata, por tanto, de una
coleccidn de clones, cada uno de los cuales
contiene un vector en el que se ha insertado
un fragmento de ADN derivado del total de
ADN o ARN de la célula o tejido. Estos clones
contienen todas las secuencias existentes en
la fuente original de ADN, es decir, deben
contener muestras de todo el ADN del
organismo o muestra de estudio. Es posible
buscar en la biblioteca un clon con un
fragmento de ADN de interés utilizando
métodos de deteccidn sensibles capaces de
detectar este fragmento entre millones de
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clones diferentes. Una biblioteca de ADN es
una coleccién de fragmentos de ADN que se
han clonado en vectores para que se puedan
identificar y aislar los fragmentos de ADN que
les interesan para su posterior estudio.
Basicamente, hay dos tipos de bibliotecas:
bibliotecas de ADN gendmico y bibliotecas de
cADN. Las bibliotecas de ADN gendmico
contienen grandes fragmentos de ADN en
bacteriéfagos o cromosomas artificiales
derivados de bacterias o P1 (BAC y PAC). Las
bibliotecas de cADN generalmente contienen
fragmentos mucho mas pequefios que las
bibliotecas de ADN gendmico y por lo general,
se clonan en vectores de plasmidos. En
resumen, aislamos el genoma completo,
luego hacemos un corte en segmentos con
enzimas de restriccion para obtener el
ADN de insercion, luego lo vinculamos al
vector e introducimos la célula al huésped
y  finalmente lo  analizamos 'y
almacenamos. La preparacion de la
biblioteca de secuenciaciéon se realiza de
forma automatizada. Es una forma de ADN
gue se sintetiza a partir de ARN mensajero
(ARNm)  mediante el proceso de
retrotranscripcién. Este proceso se lleva a
cabo utilizando una enzima Ilamada
transcriptasa inversa o proteasa, que
convierte el ARNm en cDNA. Al crear cDNA a
partir de ARNm, se puede estudiar qué genes
estan activos en una célula en un momento
dadoy en qué cantidad, ya que el cDNA refleja
el perfil de expresién génica de la célula. El
dsDNA o ADN de doble hebra, sirve para la
calidad que forma parte esencial para obtener
resultados precisos en la secuenciacion. En el
proceso de secuenciacién, es fundamental
que el ADN esté intacto y en forma de doble
hebra para que las plataformas de
secuenciacién puedan leer correctamente la
informacidn genética. dsDNA en Macrogen se
refiere al tipo de ADN que la empresa utiliza
en sus procesos de secuenciacion y analisis,
asegurando que la muestra sea adecuada
para estos procedimientos. File Size se refiere
al tamafiio del archivo en bytes para generar,
almacenar y compartir archivos de datos

relacionados con la secuenciacién, como
archivos de lectura (reads) o resultados de
anadlisis. FASTQ es un formato de archivo
utilizado para almacenar lecturas de
secuenciacién de ADN junto con su calidad. Es
un formato comun en bioinformatica,
especialmente en el analisis de datos de
secuenciacién de préxima generacion (NGS).
Cada entrada en wun archivo FASTQ
generalmente contiene cuatro lineas en
comandos en simbologia de ejecucién en su
programacion, que se obtienen las lecturas de
ADN, que se almacenan en archivos FASTQ
para su posterior procesamiento, analisis y
alineacién contra genomas de referencia.
(MACROGEN.2024)

9. seqDNA. Es la secuenciacién del DNA que
identifica la secuencia de nucledtidos en una
muestra de ADN. Macrogen, utiliza para la
secuenciacion NGS (Next Generation
Sequencing) apoyado con Illumina, que es
una tecnologia que nos permite segmentar
DNA en fragmentos y secuenciarlos. Estos
fragmentos se ensamblan posteriormente
gracias al andlisis  bioinformatico
permitiendo conocer la secuencia de todo
el genoma. Para la secuenciacion primero
se realiza una lisis celular, para que se
libere el DNA, luego se hacen 2 sintesis de
cadenas, una amplificacion del cDNA y
por ultimo la amplificacion de las librerias.
Los resultados se dan entre 4 a 5 semanas
para una secuenciacidn masiva, que en
muchas veces depende del tipo de muestra
a estudiar en tamano de bases.
(MACROGEN.2024)

10. Puntuacion de calidad de Phred. Es
una medida utilizada en bioinformatica
para evaluar la calidad de las secuencias de
ADN obtenidas a través de métodos de
secuenciacion, como la secuenciacion de
nueva generacion (NGS). Esta puntuacion
se introduce en archivos de secuenciacion,
como los formatos FASTQ, y cada base de
la secuencia tiene una puntuacion
correspondiente que indica la confianza de
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que la base leida es correcta, se calcula
utilizando la siguiente formula: [ Q = -10
\log {10} P].

11. Analisis bioinformatico. En el
mercado existen secuenciadores masivos que
permiten leer en paralelo millones a miles de
millones de secuencias o fragmentos del ADN
(reads) tal como MACROGEN usa esta
tecnologia, que anteriormente era
laboratorial paso a uno computacional, en el
campo de la bioinformatica. Basicamente, el
proceso para obtener las secuencias
genOmicas a partir de datos de NGS se
compone de dos fases. La primera fase
basados en la secuenciaciéon, como la
extraccion de los acidos nucleicos y la
preparacion de la libreria y afadir
adaptadores con secuencias conocidas
para después poder identificar el origen de
las secuencias. La segunda fase en
computadora comprende el
preprocesamiento, ensamblaje de los reads
y el analisis de las secuencias ensambladas
mediante herramientas bioinformaticas.
La eleccion de la plataforma utilizada para
secuenciar los datos NGS va a condicionar
la fase de andlisis, ya que cada tecnologia
presenta unas caracteristicas especificas,
como el tipo de read (Single End, Paired
End, Mate Paired), errores de
secuenciacion o cobertura.

12. Deliverables. Utilizan el FASTQ para
lecturas y md5sum in linux systems
programs. Esta técnica se emplea para la
purificacién y separacién de ADN, asegurando
que las muestras estén libres de
contaminantes y en condiciones dptimas para
los procesos de secuenciacidon.  El
procedimiento seqDNA generalmente incluye
etapas de lisis celular, purificacion y
concentracion del ADN. Esto permite obtener
ADN de alta calidad. Utilizan MD5sum que es
un comando utilizado para calcular y verificar
el valor hash MD5 de un archivo y asegurarse
de que los archivos de datos genéticos no se

corrompan durante la transferencia o
almacenamiento. (MACROGEN.2024)

13. Lista de descargas o download list. Es una
secciéon en el portal de usuario de Macrogen
donde se encuentran todos los archivos de
datos secuenciados solicitados. Esta lista
incluye lecturas crudas (Raw Reads): Datos de
secuenciacién sin procesar, como los archivos
en formato FASTQ: Archivos que han sido
analizados y pueden incluir alineamientos,
ensamblajes y resultados de analisis (por
ejemplo, archivos en formato BAM, VCF, etc.).
e informes relacionados con secuencias. Se
puede seleccionar y descargar los archivos
desde esta lista. Su propdsito sea una
herramienta clave para acceder, gestionar y
descargar los datos de secuenciaciéon que se
ha solicitado, permitiendo trabajar con los
resultados del proyecto de manera eficiente.

14. Calidad por ciclo. El término Quality by
Cycle o Calidad por Ciclo, se refiere a la
evaluacion de la calidad de las lecturas de
secuenciacién en funcidon de cada ciclo de
secuenciacion. El proceso de secuenciacion se
realiza en ciclos. Durante cada ciclo, se afiade
una base al fragmento de ADN y se detecta la
base incorporada. Se secuencia base por base
en una serie de ciclos. En cada ciclo, una base
(A, T, Co G)seincorpora en la cadena de ADN,
y un fluoréforo o una sefial dptica detecta la
base afiadida. Este proceso se repite multiples
veces, y en cada ciclo se detecta y se registra
en una base.

15. Sintesis Reporte Secuenciacion del
genoma.MACROGEN/Plataforma lllumina.

Flujo de trabajo experimental. MACROGEN.
Korea del Sur. Se refiere al proceso de
preparacion de las muestras bioldgicas (como
ADN, ARN o proteinas) antes de que se
realicen andlisis genéticos, como la
secuenciaciéon. La preparacion de muestras
suele implicar varios pasos, que son:
Extraccion: que consiste en aislar el material
genético de las células u otros tejidos.
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Purificacién:  Eliminar contaminantes vy
asegurar que el ADN o ARN extraido es de alta

calidad. Cuantificacion: Medir la
concentracion y calidad del material genético,
utilizando técnicas como la

espectrofotometria. Fragmentacién: Dividir
el ADN o ARN en fragmentos de tamano
adecuado para posteriores  analisis.
Amplificacién: En algunos casos, puede ser
necesario amplificar la muestra para obtener
suficiente material para el analisis. Los
adaptadores, se refiere a un proceso en el que
se afnaden adaptadores de secuenciacion a los
fragmentos de ADN. Los adaptadores son
oligonucledtidos que se unen a los extremos
de los fragmentos de ADN. Su funcién es
reconocer el ADN, permitir la amplificacion,
insertar  cédigos que  permitan  su
identificacién. Proceso final de preparacion de
la biblioteca o librerias de ADN o ARN antes de
la secuenciacién. Durante la secuenciacién de
genomas, transcriptomas o amplicones, se
requiere que las muestras de ADN o ARN sean
procesadas para crear una biblioteca o library
gue contenga fragmentos de estas moléculas,
los cuales son esenciales para el andlisis
posterior. La generacidn de clusteres
utilizando amplificacion por puente (bridge
amplification), esto se refiere a un proceso
utilizado en la secuenciacion de ADN y en la
preparacion de bibliotecas de ADN. Aqui las
moléculas de ADN son clonadas en una
superficie sélida (como una placa de flujo)
para formar clusteres clonales. Cada cluster
contiene miles de copias de una sola molécula
de ADN, lo que permite una lectura mas
precisa y sensible de la secuencia de ADN. La
secuenciaciéon por sintesis, es una de las
metodologias utilizadas en la secuenciacién
de ADN, esta tecnologia permite la lectura de
las bases del ADN mediante un proceso en el
gue se sintetizan las cadenas de ADN y se
identifican las bases incorporadas en cada
ciclo de sintesis. El proceso basico de
secuenciacién por sintesis generalmente
incluye los siguientes pasos: Preparacion de
la muestra: EI ADN que se va a secuenciar se
fragmentay se prepara mediante la adicién de

adaptadores que son necesarios para la
amplificacion 'y el posterior analisis.
Amplificaciéon: Las secuencias de ADN se
amplifican, a menudo utilizando técnicas
como la PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa), para obtener suficientes copias
para el analisis. Secuenciacion: En esta etapa,
cada ciclo de sintesis implica la adiciéon de
nucledtidos marcados (cada uno con un
fluoréforo diferente). A medida que se
anaden nucledtidos, se genera una sefal
fluorescente que es capturada por un equipo
de lectura. La intensidad de la fluorescencia
indica qué base (A, T, Co G) se ha incorporado
a la cadena en ese ciclo. Andlisis de datos:
Después de completar los ciclos de sintesis,
los datos generados se analizan para
determinar la secuencia de nucleétidos del
ADN. Por ultimo, generacién de datos en
bruto, se refiere a la produccidon de datos
iniciales que resultan de la secuenciacién de
ADN. Estos datos brutos son las lecturas
directas obtenidas a partir de las muestras
bioldégicas antes de que se realicen procesos
de andlisis, filtrado o interpretacién. Los datos
en crudo tipicamente incluyen: Lecturas de
secuenciacién: Las secuencias nucleotidicas
asignadas a cada fragmento de ADN
secuenciado. Calidad de las lecturas:
Informacion sobre la calidad de las secuencias
obtenidas, lo que indica la fiabilidad de los
datos. Archivos en formatos especificos:
Como FASTQ, que contienen tanto las lecturas
como sus correspondientes puntajes de
calidad. (MACROGEN,2024). Las muestras se
preparan de acuerdo con el flujo de trabajo de
preparacion de la biblioteca NGS y se
secuencian utilizando la plataforma Illumina.
El flujo de trabajo que se ilustra a
continuacién muestra el método comun de
preparacion de bibliotecas basado en la
ligadura. El proceso puede diferir en funcién
del protocolo de preparacion de la biblioteca
gue se siga. Primero se extrae el ADN para
proceder a la construccién de una biblioteca.
La fragmentacidn del ADN se realiza en orden
de 5 a 3 combinando las fragmentaciones y
el ligando y amplificado con un cebador de
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PCR para complementar la construccion final
de la biblioteca. La secuencia se lleva a cabo
mediante tecnologia de sintesis y se realiza
una generacién de datos. Paso 1. Preparaciéon
de la biblioteca. Preparacién de la muestra El
ADN/ARN se extrae primero de la muestra, y
las muestras que cumplen con los estandares
de control de calidad proceden a la
construccién de la biblioteca. La biblioteca de
secuenciacién  se  prepara mediante
fragmentacién aleatoria de la muestra de ADN
o ADNc, seguida de wuna ligadura de
adaptadores 5' y 3'. Alternativamente, la
marcacion combina las reacciones de
fragmentacidn y ligadura en un solo paso, lo
gue aumenta en gran medida la eficiencia del
proceso de preparacion de la biblioteca.
Construccion final de la biblioteca. A
continuacién, los fragmentos ligados al
adaptador se amplifican por PCR con una
solucidon de cebador de PCR que se recorta
hasta los extremos de cada adaptador. Las
plantillas de la biblioteca se someten a un
proceso de control de calidad y cuantificacién.
Generacién de clusteres mediante
amplificacion de puentes. La biblioteca se
carga en una celda de flujo donde los
fragmentos se capturan en un césped de
oligonucledtidos unidos a la superficie
complementarios a los adaptadores de
biblioteca. A continuacién, cada fragmento se
amplifica en grupos clonales distintos a través
de la amplificacién de puentes. Una vez
completada la generacién del clister, las
plantillas estan listas para la secuenciacién.
Llamada Secuenciacidn Tecnologia de
secuenciacién por sintesis (SBS) La tecnologia
SBS de Illumina utiliza un método basado en
terminadores reversibles que detecta bases
individuales a medida que se incorporan a las
hebras molde de ADN. Dado que todos los
dNTP reversibles unidos a terminadores estan
presentes durante cada ciclo de
secuenciaciéon, la competencia natural
minimiza el sesgo de incorporacion y reduce
en gran medida las tasas de error bruto en
comparacién con otras tecnologias. El
resultado es una secuenciacién base por base

de alta precision que practicamente elimina
los errores especificos del contexto de
secuencia, incluso dentro de regiones de
secuencia repetitivas y homopolimeros. Los
sistemas quimicos de cuatro, dos y un canal
que utilizan quimica de cuatro canales utilizan
una mezcla de nucledtidos marcados con
cuatro tintes fluorescentes diferentes. De
manera similar, la quimica de dos canales
utiliza dos tintes fluorescentes diferentes, y la
guimica de un canal usa solo un colorante. Las
imagenes son procesadas por un software de
analisis de imagenes para determinar la
identidad de los nucleétidos. El secuenciador
[llumina genera imagenes en bruto utilizando
el software de control de secuenciacién para
el control del sistema y la llamada de bases, a
través de un software de analisis primario
integrado llamado RTA (andlisis en tiempo
real). Los archivos binarios BCL/cBCL (llamada
base) se convierten en archivos FASTQ
utilizando bcl2fastq, que es un paquete
proporcionado por lllumina. Los adaptadores
no se recortan lejos de las lecturas. Los pasos
previos a la preparacion de la biblioteca
incluyen la extraccion, cuantificacion vy
fragmentacion del ADN, mientras que las
evaluaciones de la calidad, la cuantificacién y
la estandarizacién de la biblioteca son pasos
posteriores a la preparacién de la biblioteca.
El kit de preparacién de ADN de lllumina
ofrece una cobertura gendmica constante y
una calidad de datos, desde la secuenciacién
del genoma completo (WGS) hasta pequefios
plasmidos microbianos. Primero se extrae el
ADN/ARN de la muestra, y las muestras que
cumplen con los estdndares de control de
calidad proceden a la construccién de la
biblioteca. En general, los pasos basicos para
hacer las bibliotecas consisten en preparar el
ARN o el ADN para el analisis de NGS son: 1)
Fragmentacion, 2) Fijacién de adaptadores e
indices a los extremos de los fragmentos
complementarios a las plataformas Illlumina®,
y 3) En algunos casos, seleccidn de fragmentos
especificos para refinar el tamafio de la
biblioteca, eliminando adaptadores u otros
artefactos de la preparacion de la biblioteca.
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El kit de preparacién de ADN de lllumina
cuenta con un flujo de trabajo optimizado que
combina la extraccién, cuantificacion vy
fragmentacion de ADN, asi como la
normalizacidn de bibliotecas, para ofrecer el
flujo de trabajo de preparacion de bibliotecas
mas rapido y flexible del conjunto de
soluciones de Illumina. La quimica de
etiquetado con bolas admite una amplia gama
de cantidades de entrada de ADN, diversos
tipos de muestras y muchas aplicaciones
diferentes, incluida la secuenciacién del
genoma humano completo, la metagendmica
ambiental, la investigacion de plantas vy
animales, la elaboracion de perfiles
tumorales. 2. Generaciéon de clusteres. La
biblioteca se carga en una celda de flujo
donde los fragmentos se capturan en un
césped de oligonucledtidos unidos a la
superficie complementarios a los adaptadores
de biblioteca. A continuacion, cada fragmento
se amplifica en distintos grupos clonales a
través de la amplificacidn de puentes. Una vez
completada la generacién del clister, las
plantillas estan listas para la secuenciacion.
Paso 3. Secuenciacidén. La tecnologia SBS de
Illumina utiliza un método patentado basado
en terminadores reversibles que detecta
bases individuales a medida que se
incorporan a las hebras de ADN molde. El
resultado es una secuenciacidn base por base
de alta precision que practicamente elimina
los errores especificos del contexto de la
secuencia, incluso dentro de regiones de
secuencia repetitivas y homopolimeros. La
tecnologia de secuenciaciéon de préxima
generacion (NGS) utiliza colores para la
identificacidn de bases. Las bibliotecas de NGS
son compatibles con la plataforma Illumina a
través de una biblioteca de cebos llamados
Agilent  SureSelect personalizada, una
plataforma comunmente utilizada para la
secuenciacion clinica dirigida. Cada fragmento
termina con una etiqueta fluorescente, que se
distingue por diferentes colores
correspondientes a los nucledtidos A, C, Gy T,
la prueba detecta sustituciones de ADN,
pequenas inserciones y deleciones, y

variaciones en el nimero de copias ubicadas
en las secuencias codificantes, por ejemplo,
como el uso de colores para. A = Adenina
(azul) T = Timina (yellow) G = Guanina (verde)
C = Citosina (carmin) o escoger Verde,
amarillo, naranja, rojo. La NGS hacen
facilitando estos fragmentos se disciernen
tras la separacién por electroforesis capilar, de
ahi que también se conozca como
secuenciacion por electroforesis capilar (CES).
El estudio exhaustivo de todas las especies
presentes en una muestra mixta, donde la
NGS puede identificar especies utilizando la
secuenciacion de amplicones 16S o
profundizar en genomas completos con la
secuenciaciéon de meta-escopeta. El método
para la técnica de analisis de fragmentos: Los
fragmentos de ADN se marcaran con
colorantes  fluorescentes  durante la
amplificacion mediante reaccidn en cadena
de la polimerasa (PCR) en un termociclador. Se
pueden detectar multiples tintes
fluorescentes de diferentes colores en una
muestra (Multiplex). Uno de los colores del
tinte se utiliza para un estandar de tamafio
etiquetado presente en cada muestra. El
estandar de tamafio se utiliza para extrapolar
los tamafios de los pares de bases de los picos
del producto de muestra. Los fragmentos se
separaran por tamafio mediante
electroforesis capilar. Los datos se analizan
mediante un software para determinar el
tamafio y el genotipo. Paso 4. Analisis.
Generacion de datos brutos: 1. Estadisticas
de datos sin procesar. Informe el nimero total
de bases, lecturas, GC (%), Q20 (%) y Q30 (%)
se calculan para las 20 muestras o mas.
Calcular bases totales (bp) : Numero total de
bases secuenciadas. Total, de lecturas:
Numero total de lecturas. Para |la
secuenciacion de extremos emparejados de
llumina, este valor se refiere a la suma de
readl y read 2. El GC: Expresado
generalmente como porcentaje, representa la
cantidad de pares Guanina-Citosina en la
molécula de ADN o genoma que esta siendo
investigado, en forma similar con AT que
expresa la cantidad de pares de Adenina
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Timina en su molécula de ADN. En genética,
GC, Contenido GC o Porcentaje GC (contenido
de guaninay citosina) es una caracteristica del
genoma de un organismo o de cualquier
pedazo de ADN o ARN. G y C denotan guanina
y citosina, respectivamente. Expresado
generalmente como porcentaje, representa la
cantidad de pares Guanina-Citosina en la
molécula de ADN o genoma que esta siendo
investigado. La fraccion restante de cualquier
molécula de ADN contendrd bases A (adenina)
y T (timina), de forma que el contenido GC da
también el contenido AT. Paso 2. Descarga de
datos. Sobre el analisis detallado de
resultados de control de calidad y andlisis
taxondmico. Paso 3. Estadisticas de control de
calidad. Resumen de datos del informe (datos
brutos, calidad, eliminacion de
contaminantes). Hecho en grafico de barras 'y
estadistica de datos (nombre de la muestra,
datos sin procesar, calidad, eliminacién de
contaminantes, lectura pasada de QC
elaborado en un tablero. Paso 4. Analisis de la
taxonomia. A partir de la muestra enviada, se
analiza la composicion bioldgica o diversidad
alfa y beta microbiana. Paso 5. Método. Qué
es un analisis de flujo de trabajo o diagrama
de flujo donde se sintetizan los pasos a
realizar para realizar un analisis de la muestra
en particular. Paso 6. Entregables. Los datos
de este pedido se entregaran a través de
archivos pdf u otros. Hay muchos archivos
compresores, archivos de texto que contienen
la suma md5 de los entregables. El apéndice
tiene preguntas frecuentes de comprobacién
de md5 en un sistema Windows. y descripciéon
del archivo de resultados. Su archivo de lista
de entregables de gran tamafio en formato
Windows y FASTQ Phred Quality Score Q se
calcula con -10logl0. La puntuacidon de
calidad de Phred expresa numéricamente la
precision de cada nucleétido. Paso 7.
Cuantificacion: Los secuenciadores pueden
manejar una amplia gama de concentraciones
de ADN, sin embargo, con cantidades muy
bajas de ADN, la calidad de los datos se vera
significativamente afectada. El uso de la
absorbancia UV para cuantificar soluciones de

ADN diluidas tiende a dar resultados muy
inexactos. Una buena manera de cuantificar
el ADN es ejecutar una alicuota en un minigel
y comparar la intensidad con el control de una
concentracion conocida. También hay
escaleras de concentracién que estan
disponibles comercialmente. Para cada
reaccion, proporcione 10 ng/100 bases y al
menos 20 ng/ul de solucion en agua
desionizada, proporcione al menos 10 ul para
cualquier posible resecuenciacién. Se
recomienda la medicion con electroforesis en
lugar de Ilas mediciones basadas en
espectrofotometros. Paso 8. La preparacion
de los cebadores debe proporcionarse en
agua desionizada a la concentracidn
requerida. Suministre cebadores a una
concentracion de (10 pmole/ul = 60 ng/ul) en
agua desionizada a un volumen superior a 20
pl. Los cebadores suministrados por los
clientes deben ser desalados o purificados.
(MACROGEN, 2024)

Resultados y Analisis.

D. Caracterizacion fenotipica del
Aspergillus de El Salvador.

Del arbol llamado NACASCOL cuyo nombre
cientifico es Caeselpinia coriaria, de la familia
Caesalpnieaceae, del género Caesalpinia, una
planta leguminosa con un tallo de 3 a 11
metros de altura, con hojas en pares pinnas de
5 a 10 cm de largo, cada una con mas de 10
foliolos de 4 a8 mm de largoy 2 mm de ancho,
Las semillas miden aproximadamentede 3 a4
cm, apice redondeado, semillas de color
marrén con apariencia negra, de las cuales
crece un hongo cuyo parecido es a un posible
Aspergillus sp. El arbol Caeselpinia coriaria
contiene taninos, triterpenos, glucésidos y
flavonoides. El  hongo se reproduce
exclusivamente en las semillas del arbol
Nacascol, a partir de las cuales se prepara para
la extraccidn y preparacién del tinte y luego se
cultiva in vitro para la produccién del tinte los
artesanos salvadorefios. (Vasquez, 2010). El
hongo que se encuentra en las semillas se
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describe de la siguiente manera: Esterigmas.
La cabeza de los conidios es negra,
conididéforo liso de 1 a 4 um de largo con
conidios moderados o esporas internasde 1 a
3 micras, de color marrén a negro. Es un
hongo filamentoso hialino, saprdfito,
perteneciente al filo Ascomycota.
Caracteristicas macroscdpicas: Cuando se
cultivan en medio especial de Saboraud
producen una coloracidn negra con
produccidon de pigmento en el tubo en Ia
region posterior en los tubos antes de 7 dias.
En placa y tubo Cultivo de agar Saboraud: la
colonia su micelio es blanco con un aspecto
columnar y luego se vuelve negro. La textura
de las colonias, parecen de algodén o
terciopelo, no hay esclerotes. El reverso de la
colonia es negro o negro pigmentado
dependiendo del agente oxidante, altura del
micelio bajo, apariencia de la colonia es negro
polvoriento. Es un hongo filamentoso.
Caracteristicas microscépicas: El conidiéforo
de Aspergillus tiene tres partes bien
diferenciadas: vesicula globosa terminal con
fidlide uniseriada sin metula, estipite tubular
y célula del pie que une el conidiéforo con el
micelio. Los conidiéforos son de paredes lisas
y rugosas y se agrupan formando una masa
compacta, hialina o pigmentada y miden de 3
a5 umdelargoyde 15 a 20 um de didmetro.
En su interior se observan cientos de esporas
o conidios. La espora es esférica e irregular,
aseptada, ameroporosa, coloreada y oscura
del tipo feospora columnar. La vesicula es
globosa con 52-66 um de didametro con una
longitud de estipite de 100-300 pum, un ancho
de estipite de 2-2 um, ornamentacion
irregular y produce fidlides a su alrededor. Las
fidlides son monoseriadas, las ramas
primarias miden 30 um de largo, son cortas y
miden 8 micras de longitud, de las que brotan
los conidios, que son globosos y rugosos de 4
a 5 um de didmetro, de color café marrén o
marrén a negro. El didmetro de la colonia es
de 9-10 um, los conidios son columnares vy
tienen una longitud de 3-5 um y un ancho de
1,96-2 um. Cabezas de conidios lisos con una
pared redonda e irregular, dispuestos en

columna; estipites de paredes delgadas lisos y
pronunciados, de color marrén a negro; no se
observa columela; hay abundantes conidios
gue se desprenden de la cabeza; Tiene unafila
de fidlides. El esporangio es una estructura
peridial globosa simple, el esterigma es negro.
Los conidios marrones maduros son esféricos
con proyecciones en forma de espinas en toda
la periferia, abundantes; y las centrales son
escasas, formando espiculas en numero
mayor de diez. Los conidios tienen un aspecto
esférico en forma de mazo con espiculas, de
los extremos emergen filamentos largos
dispuestos en forma de cadenas lineales que
salen de las protuberancias. Toda la estructura
forma una cdscara solida. Las esporas
asexuales inmaduras son esféricas, de
paredes delgadas, incoloras, de gran tamaiio,
que luego se llenan formando masas
marrones internas. El conidiéforo es largo,
liso, uniseriado, con abundantes esporas. En
general, la espora es alargada e irregular,
aseptada, ameroporosa, coloreada y oscura
del tipo feospora, de gran tamafio, cuyo
didmetro es de 1 a 3 um; Las hifas no son
septadas con micelio continuo. La cabeza no
es radiada es columnar, es uniserial, de la que
se desprenden los conidios, crece a
temperatura ambiente de 37°C. Los
conidios/esporas asexuales inmaduros son
irregulares con una pared delgada e incolora
de gran tamano, que luego se llenan
formando masas internas de color marrén, la
apariencia de la colonia es de color negro
polvoriento. El micelio es corto o aplanado y
delgado y de color negro a medida que
envejece. Esta especie de Aspergillus
encontrada, se sugiere que dada su
caracterizacion morfoldgica es otra
encontrada en El Salvador deducida por la
clasificacion taxondmica internacional. Al
comparar tanto la especie niger como la
descubierta, la vesicula de la especie niger
esta irradiada su cabeza con conidios
redondos y la otra descubierta tiene forma de
mazo alargada sin irradiacién. A 100x se
puede observar que los conidios del niger son
redondos con paredes gruesas y centro liso
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biseriada, con metula y radiada ((Samson,
2014). y el de la nueva especie tiene espiculas
que salen de la armadura. Se pueden observar
ambos conidios, en los que se destaca que los
conidios de la nueva especie no se tifien con
lactofenol azul algoddén y los de niger si
(Vasquez, 2010). El Aspergillus tiene
reproducciéon asexual porque tiene formacién
de conidios, al principio el micelio es blanco y
luego después de semanas a temperatura
ambiente cambia a negro, con aumento
progresivo de la esporulacion marrén. Estos
crecen en los extremos de los filalidos. Debido
a la presencia de pigmentos, se ve de color
negro. El hongo del género Aspergillus spp
tiene la particularidad de ser productores de
micotoxinas. Las micotoxinas son metabolitos
secundarios producidos y secretados por el
hongo durante el proceso de degradacién de
la materia organica, como mecanismo de
defensa frente a otros microorganismos.
(Salazar, 2012) . Las hifas siguen su camino en
un codinidéforo que en su extremo terminal
termina en una cabeza conidial globosa de la
que emergen los filidos y se desprenden las
esporas o conidios para volver a su ciclo. Cada
hifa, en su extremo, forma cabezas conidiales
globosas que pueden producir mas de
500.000 conidios. (Lifeder, 2023). Estos
conidios a 100x tienen una apariencia rugosa
como pectorales, pared gruesa con espiculas
marrones que se proyectan hacia afuera,
rellenas y enteras que no estan coloreadas
con lactofenol azul algoddn. Desde la base de
las hifas, cada conidio es empujado hacia el
interior del conidiéforo hacia el extremo hasta
llegar a la vesicula donde se acumulan,
ejerciendo un efecto mecdnico de presién
hacia el exterior desde donde emergen de los
fiadlidos hacia el exterior, esto es constante una
y otra vez. Las hifas son estructuras cilindricas
filamentosas que forman el cuerpo de los
hongos pluricelulares. Estan formados por
una fila de células alargadas envueltas por una
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Figura 1. Aspergillus uessalvadorensis. Caracterizacion
fenotipica. A.seem Nacascol, B. cultivo y tubo Saboraud, C.
Aspergillus cabezas conidiales 100x, D. Microcultivo cabeza
conidial 100x, E. Conidias 100x, expandidas, F. Conidias 100x,
G. conidiophorus y vesiculas cabezas conidiales.

pared celular quitinosa. Las células que lo
componen pueden o no estar separadas

entre si por una pared celular transversal
llamada septos. Estos conidios se consideran
infecciosos que constituyen el punto de
partida para el desarrollo del micelio del
hongo. Las hifas uniseriada suelen ser
transparentes donde las esporas son visibles.
Es un hongo que produce micotoxinas que son
consideradas como metabolitos secundarios
producidos y secretados por el hongo durante
el proceso de degradacidn de la materia
organica, como mecanismo de defensa frente
a otros microorganismos que producen
aflatoxinas B1 y M1 que son cancerigenas,
otros también lo asocian con micotoxinas u
ocratoxinas que son metabolitos secundarios
de las cepas de Aspergillus y Penicillium.
(Bolet,2005), (Raeper, 1998),(Cao, 2022),
(Marchese,2018) principalmente Aspergillus
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flavus con aflatoxinas B1l, B2, G1 y G2 vy
Asperillus parasiticus ambos relacionados con
Aspergiloma Pulmonar o Absceso Pulmonar o
también diversos canceres a higado, rifién,
pancreas, colorrectal. (UNAM,2013). El hongo
en estudio produce micotoxinas y péptidos
bioactivos relacionados con las enfermedades
pulmonares Aspergilosis. El crecimiento en el
tubo con Sabororaud después de semanas se
vuelve plano de color negro aterciopelado. En
una placa de Petri, cuando la colonia es vieja,
las cadenas de conidios se desprenden de la
cabeza, asemejandose a una caida brusca,
exponiendo solo la vesicula rodeada por un
halo casi negro. Cuando se observa bajo un
microscopio de 40 x, se observan mas de 20-
30 conidios marrones abundantes por campo
que no se tifien con lactofenol azul algoddn.
Como tiene mas de 1 a 2 meses en Agar
saboraud, se seca con el medio y toda la
colonia se encoge, por lo que el hongo no
esporula sino que libera la espora. Pero los
conidios son viables, por lo que si se realiza un
cultivo puro en una nueva resiembra, el hongo
vuelve a crecer en condiciones éptimas. En la
placa de Petri el crecimiento es similar
excepto que al principio el micelio es blanco y
luego se vuelve negro. No se observan
esclerotes, que es caracteristico del niger,
pero en nuestro caso no ocurre. Con el
tiempo, mas de un mes, se vuelve negro
aterciopelado. En la Figura 1 se muestra la
caracterizacion fenotipica anteriormente
descrita.
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Fig 2 . Comparacion de especies con planta
de cactus natural. Aspergillus
uessalvadoriensis

En la Fig. 2. La comparacién de la especie con
conidios espiculas con la planta natural de
cactus que también se observan espiculas.
Estos le confieren resistencia al calor vy
aportan humedad. Pueden sobrevivir a
temperaturas superiores a 60-100 °C o mas.
Las espinas o espiculas le protegen contra del
calor proporcionandole humedad. En la fig. 3.
Por el método de microscopia electrdnica de
barrido en laboratorio, se encontré que dos
semanas después del cultivo, los conidios
emergen de las fidlides uniseriadas en
columna de la vesicula. Hubo un rapido
crecimiento de esporulacién a los cinco
minutos, a una hora habia millones de esporas
en 10 campos. Se observa el conidiéforo
hialino rugoso con cabeza conidal e hifas, en
la fig C se observa elongacién de las hifas
acumuladas con filamento y ramificacion. Hay
conidios en forma de raqueta fig G. Este
Aspergillus en condiciones de temperatura le

Fig. 3. Aspergillus uessalvadorensis
Microfotografia electronica de barrido.
Cortesia de CENSALUD por Dra Vianney de
Abrego. A.Morfologia Aspergillus, B.
vesicula, C: Zapata, elongacion de las hifas
con filamento y ramificacion D. Cabeza de
conidios, E. codiéforo rugoso, F. vesicula
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globosa y fialide, G. conidios, H. cabeza de
conidiales columnar y conidéforo.

favorece las altas temperaturas ya que una
humedad relativa detiene el crecimiento de
hongos que producen estas toxinas como
aflatoxinas, al exponerlo al calor crece y es
termorresistente. Los hongos estan formados
por una pared compuesta por un 80% de
carbohidratos que constituye el 30% del peso
seco, esta pared es rigida lo que permite
protegerlo. Su composicién quimica se basa
en proteinas y glucoproteinas en un 10%,
lipidos en un 8%, minerales como el calcio, el
magnesio y el fésforo. Tienen componentes
de quitina, quitosanos, peptidoglicanos vy
mananos. En el laboratorio, la quitina se
suaviza con un 40% de hidréxido de potasio
para su estudio morfoldgico. Los hongos no
tienen celulosa en la mayoria de ellos, a
diferencia de los vegetales. (Garraway, 1984)
(Vega,2021). El Aspergillus tiene un ciclo
bioldgico muy sencillo, en el que se forman las
esporas para su reproducciéon y tras su
germinacion se forman las hifas, que seran las
formas invasoras del hongo. Las esporas se
encuentran en la angiospora, por lo que
tienen una alta tasa de esporulacién y por lo
tanto su concentracién en el ambiente es alta.
El tamafo de las esporas o conidios es de 0,2
a 3,5 micras. (Abarca, 2000, Atlas, 2006). El
alvéolo pulmonar es un saco que mide
aproximadamente de 0,2 a 0,5 mm de
didmetro, es mas pequefio que los alvéolos
por lo que pueden ser inhalados facilmente.
Resisten las altas temperaturas debido a su
duro caparazon, algunos contienen melanina
que los protege del calor y pueden recorrer
kilbmetros a distancia a otras zonas vy
colonizar. Crecen rapidamente en menos de 5
dias y ya han madurado. En la Fig.4 se
observan las cabezas de las especies A.niger y
A.uessalvadoriensis, en las que se observan
las diferencias de A.niger su cabeza es
redonda, radiada y biseriada con métula,
mientras que A.uessalvadoriensis tienen
forma de mazo alargada columnar en su
extremo uniseriada sin métula.
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Fig 4. Cabezas: vesicula globosa radial de la

especie A.niger y vesicula globosa

columnar de A.uessalvadorensis.
Multiples especies y variedades del género
Aspergillus circulan por todo el mundo, se
conocen alrededor de 900 especies de
Aspergillus, que Rappery Fennell clasifican en
18 grupos, de los cuales solo 12 estan
relacionados con enfermedades humanas:
Aspergillus fumigatus (85%), A. flavus (5-
10%), A. niger (2-3%), A. terreus (2-3%), A.
versicolor, A. nidulans, A. glaucus, A. clavatus,
A. cervinus, A. candidus, A. flavipes y A. ustus
y otros. (Alcald, 2018), (Ruiz,2018) En general
del género Aspergillus tiene entre 30-40
megabases (Mb), que equivale a unos 30-40
millones de pares de bases (pb) a considerar
en una secuenciacion.
C. Caracterizacion genotipica.

A

Fig. 5 . Evolucidon estudio fenotipico y
genotipico.

A la izquierda semilla nacascol, a la derecha
conidia a 100x, abajo conidiéforo a 100x,al
centro el gDNA y a la derecha microfotografia
electronica de barrido de conidoforo.
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En la figura 5 Se tiene la evolucién del estudio
desde el origen de la semilla, el aislamiento
del hongo a la observacidon a 100x conidia,
luego a la izquierda el conidiéforo a 100x, al
centro la secuenciacion gDNA y a la derecha
microfotografia electrénica del conidiéforo y
al final la secuenciacién gDNA.

-PCR preliminar.

En la Fig. 6. Se observa la PCR de la muestra
de la especie, en la que se destaca en primer
lugar que es del género Aspergillus spp. En gel
de agarosa los productos de PCR o amplicones
se representan mediante bandas de un
tamaino especifico y se comparan con un
marcador de peso molecular conocido para
determinar la especificidad de la reaccion. PB
= numero de pares de bases. Se observan
varias muestras y se destacan varias especies
comparables con la muestra de estudio.
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Fig. 6. Muestra PCR de diferentes especies. El
Salvador.  Aspergillus  uessalvadorensis
Fuente: Instituto de Biologia Molecular.
México.

-PCR

Un grafico de PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa) se refiere a la representacién
grafica de los resultados de un experimento
PCR cuantitativa en tiempo real (gPCR),
también conocida como PCR en tiempo real.
Este tipo de grafico muestra como la cantidad
de ADN amplificado aumenta a lo largo de los
ciclos de la PCR, y es fundamental para

analizar la expresion génica, detectar
mutaciones, o cuantificar ADN o ARN en una
muestra. El Eje X: Representa el nimero
de ciclos de PCR. A medida que avanzan los
ciclos, la cantidad de ADN amplificado
aumenta exponencialmente, si el ADN diana
esta presente. El Eje Y: Representa la cantidad
de fluorescencia detectada, que es
proporcional a la cantidad de ADN
amplificado. En qPCR, los graficos muestran la
intensidad de fluorescencia a lo largo de los
ciclos, lo que permite cuantificar el ADN. Las
curvas de amplificacion representan cémo el
ADN se amplifica durante los ciclos. Una curva
tipica comienza plana, luego sube
exponencialmente y finalmente se aplana
nuevamente indicando que los reactivos se
agotan. El ciclo umbral (Ct) es inversamente
proporcional a la cantidad inicial de ADN; un
Ct mas bajo indica una mayor cantidad inicial
de ADN. Si se compara la expresidon de un gen
especifico en diferentes muestras, el grafico
de PCR muestra cual muestra tiene una mayor
o menor expresion del gen en algunos
experimentos, la presencia o ausencia de un
producto de PCR especifico puede indicar la
presencia de una mutacion.

-Extraccion de gDNA.

gDNA extraction Aspergillus

Fig 7. Extraccion de gADN Aspergillus sp MACROGEN INC. 2024

Analisis. En la fig. 7. Se observd la extraccion
de gADN, del TapeStation gDNA Screen Tape
obteniendo una concentracién maxima de
12.297 ng/ul, volumen 30 ul, cantidad total
0.369 y DIN 6.4 nivel maximo 8732 intensidad
de muestra para 15000 pb en control de
calidad. Esto indica que la secuenciacién e
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identificacién del hongo puede continuar. En
la primera curva, la muestra de su carga fue
insuficiente. Hace referencia al ADN extraido
de células o micelio, el cual contiene la
informacion genética completa de un
organismo con base a la cantidad, calidad, o
caracteristicas del ADN total extraido de una
muestra antes de la secuenciacién. Los
cebadores deben estar especialmente
disefiados para garantizar una alta
especificidad y generar amplicones que varian
en tamano de 100 a 150 pb. Después el
genotipado se llevd a cabo en los laboratorios
de MACROMEDIA INC. Corea del Sur, cumple
con un protocolo de calidad estandar para
procesar el proyecto de investigacién, el cual
consta de las siguientes etapas: preparacion
de la muestra, preparacion de la biblioteca,
secuenciaciéon y analisis bioinformatico. En
cada uno de los pasos se cumple el control de
calidad de la muestra, el control de calidad de
la biblioteca y el control de calidad de los
datos para finalizar el proyecto terminado.
con certificacion de lllumina CSProTM
certificacion para laboratorios de
secuenciacién e Illumina Genome Network.
“Para determinar el metodo DNA QC
METHOD se realizd6 mediante el método del
sistema QuantiFluor® dsDNA* utilizando el
lector de microplacas multimodo Victor
Nivo**. Macrogen cuantificé el material
gendmico de partida mediante cuantificacion
basada en fluorescencia. Dado que la
cuantificacién basada en fluorescencia utiliza
colorantes especificos de ADN de doble
cadena, este método cuantifica el dsDNA con
mayor precision que el basado en
espectrometro UV, incluso en presencia de
contaminantes comunes. Se utilizaron los
siguientes aparatos: * Sistema QuantiFluor®
dsDNA (Promega, cat. n.” E2671).** Lector de
microplacas multimodo  VICTOR Nivo
(PerkinElmer, n.° de pieza HH35000500). Para
la evaluacion del estado del ADN: se utiliza el
bioanalizador 2100*** (o 4200
TapeStation****), Se verificé la integridad del
ADN gendmico utilizando un bioanalizador
2100 de Agilent Technologies (o 4200

TapeStation). Para determinar el método RNA
QC METHOD se realiz6 mediante el método
de ensayo de ARN RiboGreen Quant-it™*
utilizando el lector de microplacas multimodo
Victor Nivo**. Macrogen cuantifico el
material gendmico de partida mediante
cuantificacién basada en fluorescencia. El
reactivo de ARN RiboGreen Quant-iT™
también se une al ADN. Por lo tanto, se
recomendd utilizar un pretratamiento con
ADNasa sin ARNasa para una medicién precisa
de la concentracién. * Kit de ensayo de ARN
RiboGreen Quant-iT (Invitrogen, cat. n.°
R11490) ** Lector de microplacas multimodo
VICTOR Nivo (PerkinElmer, n.° de pieza
HH35000500). Para la evaluacién del estado
del ARN: se utilizé el bioanalizador 2100*** (o
el TapeStation 4200****). Se comprobd la
integridad total del ARN utilizando un
bioanalizador 2100 de Agilent Technologies (o
el TapeStation 4200). El uso de ARN
degradado puede provocar bajos
rendimientos, sobreetiquetado del extremo 5'
de la molécula de ARN o crear fallas del
protocolo, por lo que se utilizd muestras de
ARN de alta calidad. *** 2100 Bioanalyzer
Instrument (Agilent, Part#f G2939BA).****
4200 TapeStation System (Agilent, Part#
G2991BA)“. (MACROGEN,2024)

Interpretacion. Una alta concentracién:
Indica una buena cantidad de ADN extraido, lo
cual es esencial para la secuenciacién. Si no
hay suficiente ADN, la calidad de |la
secuenciacién puede verse comprometida.

Baja concentraciéon: Puede indicar
problemas con la extraccién o que la muestra
tiene baja cantidad de ADN. EI gADN
gendmico es el ADN que contiene la
informacion genética completa de wun
organismo, incluyendo todos los genes vy
regiones reguladoras presentes en su
genoma. Hasta este momento se desconoce
que especie podria ser.

-Técnica de qPCR.
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Fig. 8 qDNA. Aspergillus uessalvadoriensis
MACROGEN INC. 2024

Anadlisis. En la Fig. 8. Se observa de muestra
enviada desde El Salvador del LightCycle gPCR
se obtuvieron los 624 pb a una concentracion
de 103.24 nM vy 41.87 ng/ul con la libreria
TruSeq Nano DNA (350_META) indicando que
la prueba pasa a la siguiente etapa que es la
construccién con 32 kits tipos de librerias que
van desde 5 a 10 nM en la plataforma
NovaSeq. Hace referencia la calidad e indica
una preparacién de ADN que ha sido tratada y
analizada que cumple con ciertos estandares
de pureza y calidad, lo cual es esencial para
aplicaciones en biologia molecular, como la
secuenciacién de ADN o la PCR. Esto implica el
aislamiento de ADN de alta calidad utilizando
métodos como  espectrofotometria o
electroforesis en gel. Comprobacion del
tamafio de la biblioteca. “Para verificar el
tamafio de los fragmentos enriquecidos con
PCR, se verifico la distribucion del tamafno de
la plantilla mediante la ejecucién en un
bioanalizador Agilent Technologies 2100 con
un chip DNA 1000. Se utilizo la Biblioteca
Illumina para lograr la maxima calidad de
datos en las plataformas de secuenciacion
lllumina, se cuantificd las bibliotecas
preparadas mediante gPCR de acuerdo con la
Guia del protocolo de cuantificacidon de qPCR
de lllumina. Se utilizé la biblioteca PacBio para
generar una curva estandar de lecturas de
fluorescencia y calcular la concentracién de la
muestra de la biblioteca, luego se utizd la
solucidn de cuantificacion estandar Qubit y la
calculadora.” (MACROGEN,2024)

Interpretacion: Indica que a altas
concentraciones: Muestras de ADN >10 ng/uL
son ideales para la secuenciacién, ya que
aseguran que haya suficiente material

/’

genético para generar lecturas precisas. Caso
contrario a bajas concentraciones: pueden
requerir concentracion adicional o repetir la
extraccidn para asegurar suficiente ADN para
el andlisis. Para secuenciar un hongo se
necesita una cantidad de pares de bases
necesarios para secuenciar hongos puede
variar dependiendo del objetivo del estudio y
del tipo de secuenciacion que se esté
utilizando. Para obtener una cobertura
adecuada del genoma completo de un hongo,
generalmente se necesita secuenciar millones
de pares de bases. La cantidad exacta
depende del tamafio del genoma del hongo
en cuestion. Por ejemplo, los genomas de
hongos pueden variar desde unos pocos
megabases hasta mas de 100 Mb megabases.
Si se quiere secuenciar regiones especificas o
ciertos genes, la cantidad de pares de bases
requerida serd mucho menor. Esto podria ser
del orden de miles o millones de pares de
bases, dependiendo del nimero de regiones
de interés. En otras palabras, es un ADN
cuantificado.

-cDNA library

Library DNA QC Criteria

pesy e o =

Fig. 9 . cDNA libreria.
Interpretacion. Se utilizaron 33 kits de
librerias. Se refiere a evaluar la calidad y la
representatividad de la biblioteca de cDNA
preparada para la secuenciacién. Esta técnica
se utiliza a menudo para crear una copia
complementaria de ADN del ARNm a partir de
un organismo especifico. También se refiere a
la visualizacidn de la cantidad y/o calidad del
ADN de doble cadena extraido de una
muestra para analisis subsecuentes, como la
secuenciacién. Si los fragmentos son cortos:
es un indicio de la degradacién del ARN o una
preparacion ineficiente de la biblioteca. Si
fragmentos son largos: indica problemas en la
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fragmentacion del ARN durante |la
preparacion. Es decir, se refiere a ADN
complementario (complementary DNA). Este
tipo de ADN se genera a partir del ARN
mensajero (MRNA) mediante un proceso
llamado transcripcion inversa. El cDNA se usa
para crear una biblioteca de secuenciacién.
Los fragmentos de cDNA se preparan
afadiendo adaptadores en sus extremos.
Estos adaptadores permiten que los
fragmentos se unan a la superficie del flujo de
celda y se amplifiquen durante el proceso de
secuenciacion.

-dsDNA

10000
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Se refiere al ADN de doble cadena, si tiene a
una alta Concentracién: Un valor alto en el
grafico indica una buena cantidad de ADN de
doble cadena, lo cual es ideal para Ia
secuenciaciéon. Por ejemplo, concentraciones
superiores a 10 ng/uL son generalmente
consideradas adecuadas para la mayoria de
las técnicas de secuenciacion. Si es baja
concentracion: indica problemas con Ia
extraccion de ADN vy puede requerir
concentraciones adicionales. Es decir, la ADN
de doble cadena se desnaturaliza en ADN de
cadena simple para permitir la lectura de las
secuencias de nucleétidos. Durante la
secuenciacion, se lleva a cabo wuna
amplificacion y lectura de estos fragmentos
de ADN para determinar la secuencia correcta
de nucleétidos. En Macrogen es el FASTQ Files
que contienen las secuencias de nucledtidos
leidas directamente de la maquina de
secuenciacién, acompafiado de informacion
de calidad.

- Informe de SECUENCGACON METAGENOMICA

(Shotgun Metagenomic Sequendng Report): Resultado

de datos. Aspergillus sp (MACROGEN)

Este informe estad formado por las siguientes

partes a analizar:

2.0-Estadistica de datos sin procesar. (Raw
Data Statistics.)

El apartado consta de:

A-Flujo de trabajo experimental. Macrogen.

mangsoores
macrogen
Experimental Workflow
o the o prapcsion el olomed
> Sample Preparation
S and samples
p proceed to library construction.
Ligate Adapters
|
\\ foliowed by 5'and ¥ adapter| Atematively, “tagmentation’
A andlgnion e brary
\ eeparaton proess
3 Final library Construction
o then PC
I to the ends of each adapters.
Y
Ja— Cluster ge
Wl e ey
J Each
oncecuste squercig
Sequencing by synthesis (SBS) technology
!‘ b s all 4-reversible, terminator
o
i The ¥

Fig. 10 . Flujo de trabajo de Macrogen.

En este apartado las muestras se preparan
segun el flujo de trabajo de preparacién de la
biblioteca NGS y se secuencian utilizando la
plataforma Illumina. El proceso puede diferir
en funcién del protocolo de preparacion de la
biblioteca que se siga. Asi por ejemplo:
Preparacion de la muestra. Primero se extrae
el ADN/ARN de la muestra, y las muestras que
cumplen con los estdndares de control de
calidad proceden a la construccidon de la
biblioteca. Adaptadores Ligate. La biblioteca
de secuenciacion se prepara mediante
fragmentacion aleatoria de la muestra de ADN
o0 ADNg, seguida de una ligadura de adaptador
5' y 3'. Alternativamente, la "marcacién"
combina las reacciones de fragmentacion y
ligadura en un solo paso, lo que aumenta en
gran medida la eficiencia del proceso de
preparacion de la biblioteca.Construccion
final de la biblioteca.A continuacién, los
fragmentos ligados al adaptador se amplifican
por PCR con una solucién de cebador de PCR
que se recocen en los extremos de cada
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adaptador. Las plantillas de la biblioteca se
someten a un proceso de control de calidad y
cuantificacién. Generacion de clasteres
mediante amplificacion de puentes. La
biblioteca se carga en una celda de flujo
donde los fragmentos se capturan en un
césped de oligonucledtidos unidos a la
superficie complementarios a los adaptadores
de la biblioteca. A continuacién, cada
fragmento se amplifica en distintos grupos
clonales a través de la amplificacién de
puente. Una vez completada la generacion del
cluster, las plantillas estan listas para la
secuenciacion. Tecnologia de secuenciacién
por sintesis (SBS).La tecnologia SBS de
Illumina utiliza un método patentado basado
en terminadores reversibles que detecta
bases individuales a medida que se
incorporan a las hebras de ADN molduras.
Dado que todos los dNTP 4 reversibles unidos
a terminadores estan presentes durante cada
ciclo de secuenciacién, la competencia
natural minimiza el sesgo de incorporacién y
reduce en gran medida las tasas de error
bruto en comparacién con otras tecnologias.
El resultado es una secuenciacidon base por
base de alta precision que practicamente
elimina los errores especificos del contexto de
secuencia, incluso dentro de regiones de
secuencia repetitiva y homopolimeros.
Quimica de cuatro, dos y un canal. Los
sistemas que utilizan la quimica de cuatro
canales utilizan una mezcla de nucledtidos
marcados con cuatro tintes fluorescentes
diferentes. De manera similar, la quimica de
dos canales utiliza dos tintes fluorescentes
diferentes, y la quimica de un canal usa solo
un colorante. Las imagenes son procesadas
por un software de andlisis de imagenes para
determinar la identidad de los nucledtidos.

Generacion de datos brutos. El secuenciador
Illumina genera imagenes en bruto utilizando
el software de control de secuenciacién para
el control del sistema y la llamada base, a
través de un software de andlisis primario
integrado llamado RTA (analisis en tiempo
real). Los archivos binarios BCL/cBCL (llamada
base) se convierten en archivos FASTQ

utilizando bcl-convert, que es un paquete
proporcionado por lllumina. Los adaptadores
no se recortan lejos de las lecturas.

E. Tabla de datos brutos.

pmaciogen
Raw Data Statistics

The total number of bases, reads, GC (3), G20 (%), and Q30 (3) are calculated for the 1 samplefs).
For example, 77522490 nd are 117 Gbp.
The GC content (%) s 49.7% and Q30is 88.3%.

*Raw Data

sample ID Total bases (bp) Total reads GC (%) AT (%) Q20 (%) Q30(%)
Aspergillus 11,705,805,900 77,522,490 487 503 951 883

~Sample ID : Sample name.

~Total Bases (bp) : Total number of bases sequenced.

+Total Reads : Total number of reads. For ilumina paired-end sequencing, this value refers to the sum of read1 and read2.

«GC (%) : Ratio of GC content.

«AT (%) : Ratio of AT content.

+Q20 (%) Ratio of bases that have phred quality score of over 20,

+Q30 (%) Ratio of bases that have phred quality score of over 30.

Fig 11. Tabla de datos brutos. Macrogen.

El raw data statistics o estadistica de datos
brutos, consta de: muestra ID, total de bases,
total de lecturas, %GC, %AT, %Q20, %Q30 y
calidad de ciclo, que se detalla a continuacion:
1.1-Muestra ID:

Research Use Only Homs o Raw Dala Aesull ~ Raw Data Statistics

Raw Data Statistics

_ fr—
Raw Data Statistics

of bases, reeds, B0
srgills samals, 77

GG conlent (5] i5 40.7%

sampe D Totn e

g #1708 25,1

<E>

Fig. 12. Identificacion de muestras.

Es un cddigo unico asignado a cada muestra
para distinguirla de otras en el mismo
experimento. Cada muestra se registra con ID
es decir es una identificacién Unica para cada
muestra y permite darles seguimiento
durante cada etapa del proceso, es una clave
para la identificacién gendmica.

Valor. La muestra enviada se identificé como
Aspergillus.

Interpretacion. Se refiere a un identificador
Unico asignado a una muestra especifica que
se envia para analisis. Este ID permite rastrear
y gestionar las muestras a lo largo de todo el
proceso de analisis, desde la recepcion y el
procesamiento hasta la entrega de los
resultados. Es determinante para asegurar
que los datos y los resultados obtenidos se
asocien correctamente con la muestra
correspondiente, evitando confusiones y
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asegurando la precision en la investigacién o
diagndstico que se lleve a cabo.

1.2-Total de bases de un genoma: bp

Husnaniing Geronics
macrogen

Total Bases st
*RawData
Total Bases(Gb)

o 2 4 6 8 10 12 14
Aspergillus ) 117

Fig 13 . Total de bases obtenidas. Macrogen
Valor. 11,705,895,990 pb

Analisis: Este valor indica en el contexto del
ADN se refiere a la cantidad total de
nucledtidos (o bases nitrogenadas) presentes
en una muestra de ADN. En este caso, podria
indicar la cantidad total de bases en
picomoles, o alguna otra medida cuantitativa,
gue estan presentes en la muestra analizada.
Es decir recuento de cuantas Guaninas,
Citocinas y Adeninas y Timinas en la muestra.
Es decir 5,735,889,035.1 fueron GC que
contienen este niumero de nucleétidos que
contienen la base nitrogenada GC y
5,852,947,995 fueron AT es decir que hay
este niumero de nucledtidos que contiene la
base nitrogenada AT. En porcentaje el total de
bases secuenciadas en Gb expresada en
porcentaje fue del 11.7, es decir la cantidad
total de nucledtidos o base nitrogenadas
presentes en la muestra de ADN. En su efecto
el 11.7 la cantidad total en picomoles
presentes en la muestra analizada.
Interpretacion. Se refiere al conteo total de
nucledtidos presentes en el genoma de la
muestra, se asocia con la secuenciacion de
genomas de alta capacidad, esto implica que
se estan analizando y contabilizando todas las
bases (A, T, Cy G) que componen el ADN de la
muestra. Si es alto el valor indica una gran
cantidad de datos secuenciados, lo que
generalmente mejora la capacidad para
capturar una imagen completa del microbiota
presente. Si es bajo indica cobertura
insuficiente y limitar la capacidad para
detectar especies raras o en baja abundancia.
Las bases se identifican asi: Adenina (A): color

Verde. Citosina (C): Azul. Guanina (G): Negro.
Timina (T): Rojo. Un grafico de calidad con un
pico verde sugiere que las secuencias en esa
region son confiables y tienen pocas
probabilidades de contener errores. Un
grafico de color amarillo suele indicar una
calidad media o intermedia en los datos de
secuenciacién o analisis genético. Esto
significa que las lecturas o sefales en esa
region pueden no ser tan confiables. Un
grafico de color rojo esto sugiere que las
lecturas en esa regién tienen una alta
probabilidad de contener errores o ser poco
confiables. En otros acapites un color negro
indica Guanina, naranja es Timina, amarillo es
Adenina y verde es Citocina.

1.3-Total lecturas:

Raw Data Statistics

The total number of bases, reads, GC (%). Q20 (%), and Q30 (%) are calculated for the 1
For example, in Aspergillus sample, 77,522,490 reads are produced, and total read base:
The GC content (36) is 49.7% and Q30 is 88.3%.

* Raw Data

Sample (5] Tatal bases (bp) Total reads

Aspergillus 11,705,895,980 77,522,490

Fig. 14 . Total, de lecturas. Macrogen.

Valor. 77,522,490.

Analisis: El niumero 77,522,490 entonces el
valor total seria 77,522. Esto podria indicar
gue en total se han registrado 77,522 lecturas
(o “reads”). Se producen lecturas 77.522.490
y las bases de lectura totales son de 11,7 Gbp.
En otras palabras el 66 % de lecturas de ADN
es la proporcion de secuencias fueron leidas
exitosamente de los fragmentos de ADN que
han sido secuenciados y luego se ensamblan
o se alinean para rconstruir la secuencia
completa. Este porcentaje indica tambien que
se ha secuenciado correctamene y ha
generado datos de calidad y el resto 34 %
podria corresponder a lecturas fallidas o de
baja calidad o que no pudieron ser alineadas
o ensambladas correctamente
Interpretacion. Se refiere al nimero total de
lecturas o reads en inglés. Que son generadas
durante el proceso de secuenciacion de una
muestra de ADN. Las lecturas son fragmentos
de ADN que se han secuenciado, y cada
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lectura representa una parte del material
genético que ha sido analizado. Un mayor
numero de lecturas generalmente indica una
mayor cobertura del genoma, lo que puede
resultar en una mayor precision vy
confiabilidad en los resultados del andlisis. De
tal forma que es una métrica importante para
evaluar la calidad y la cantidad de datos
obtenidos en un experimento de
secuenciacion. Indica si hay altos valores: hay
una cantidad significativa de datos
secuenciados, lo que generalmente mejora la
capacidad de capturar una imagen completa
del microbiota presente.

1.4-GC/AT Content:

B iamrtingGarmic
ébmacrogen

GC/AT Content wumwmewms:

*RawData

Fig. 15 Contenido de nucleotidos.
Macrogen.

Valor. GC % 49.7 y AT % 50.30

Anilisis: Indica que hay 49.7 % de Guanina-
Citocina y un 50.30% de Adenina-Timina.
Interpretacion. Se refiere al contenido de las
bases nitrogenadas guanina (G), citosina (C),
adenina (A) y timina (T) en una secuencia de
ADN. Es un indicador de la composicién de la
secuencia y puede influir en propiedades
como la estabilidad del ADN y la temperatura
de fusion (Tm). Un alto contenido GC indica
una mayor proporcion de guanina y citosina
en las secuencias. Si es alto el contenido AT
indica una mayor proporciéon de Adenina y
Timina.

1.5-GC Contenido:

GC/AT Content rimmserorsompiesit

* Raw Data

Aspergillus @ EEN
100 @0 8o 70 G0

Fig. 16 . Contenido de bases GC. Macrogen

Valor. The GC content (%) is 49.7%

Analisis: Indica un contenido de 49.7 % de GC
en una secuencia de ADN sugiere un equilibrio
considerable entre los pares de bases GCy AT,
lo que puede influir en la estabilidad vy
propiedades de la secuencia de ADN.
Porcentaje GC: Indica que el 50% de las bases
en la secuencia de ADN son guanina o
citosina, mientras que el 50% restante son
adenina o timina. Este porcentaje es una
medida del equilibrio entre estos dos tipos de
pares de bases en una secuencia.
Interpretacion. Es el porcentaje de Guanina y
Citosina en una secuencia de ADN. Un alto
contenido de GC generalmente sugiere una
mayor estabilidad de la doble hélice, debido a
la formacion de tres enlaces de hidrégeno
entre G y C, en comparacion con los dos
enlaces de hidrégeno formados entre Ay T.

1.6-AT Contenido:

GC(%) AT(FE)
S50 [=1e] J0 80 a0 100
50 a0 30 20 10 [u]

Fig. 17 . Contenido de bases AT. Macrogen.
Valor. 50.3

Andlisis: El valor "55.0 AT %" se refiere al
porcentaje de contenido de pares de bases
adenina-timina (AT) en una secuencia de ADN.
Es decir que la composicidn del ADN las bases
adenina (A) y timina (T) se emparejan entre si
mediante dos enlaces de hidrégeno. El
contenido AT en una secuencia de ADN se
refiere a la proporciéon de bases adenina y
timina en comparacion con las bases guanina
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y citosina. Un porcentaje AT de 50.0 AT %"
significa que el 50% de las bases en la
secuencia de ADN son adenina o timina,
mientras que el 50% restante corresponde a
guanina o en general un porcentaje de 50.0%
de AT en una secuencia de ADN indica que la
mayor parte de la secuencia esta formada por
pares de bases adenina-timina, existiendo un
equilibrio en las pares de bases.
Interpretacion. Es el porcentaje de adeninay
timina en la secuencia indica un bajo
contenido de GC y un alto contenido de AT
pueden hacer que la cadena de ADN sea
menos estable y mas propensa a
desnaturalizarse a temperaturas mas bajas. El
contenido de GC/AT puede ser importante
para evaluar la calidad de una secuencia y
para interpretar ciertos resultados, como la
eficiencia de amplificacion en PCR o Ia
prediccién de la estructura secundaria del
ARN.

1.7-Las métricas Q20 y Q30:

Y Humaniing Genamics:
%chrogen

Q20/Q30 (%) rwummertsesins

* Raw Data

Aspergilus

Fig. 18 . Contenido de bases métricas.
Macrogen

Valor. Q20 95.1yQ3088.3

Anilisis: Un valor de Q 20 de 95.1 nos indica
que tiene un score alto, lo cual es bueno,
porque si fuese bajo indicaria baja calidad lo
que no sucedio.

Interpretacion. Altos valores indican que una
alta proporcidon de las bases tiene un score de
calidad alto, lo que sugiere lecturas precisas y
fiables. Una baja proporcién de bases con
scores Q20 0 Q30 indica una menor calidad de
las lecturas, con una mayor probabilidad de
errores en las bases. Una alta proporcién de
bases Q30 es especialmente deseable, ya que
indica una secuenciacién de alta calidad con
bajos niveles de error. Q20: porcentaje de
bases con una calidad de valor phred o
medida logaritmica igual o superior a 20. Esto

es la probabilidad de encontrar 1 base
incorrecta de cada 100 bases, o una precisién
de 99%. Q30: Indica que el 99.9% de las bases
secuenciadas tienen un 99.9% de
probabilidad de ser correctas. Este es un
estandar de calidad mas alto que el Q20 y se
considera excelente. Q30: porcentaje de
bases con una calidad de valor phred igual o
superior a 30. Esto es la probabilidad de
encontrar 1 base incorrecta cada 1000 bases,
0 una precisidon de 99.9% Q20: Indica que el
95% de las bases secuenciadas tienen un 95%
de probabilidad de ser correctas. Se considera
que una lectura Q20 es de buena calidad. El
valor Q20 representa un nivel bajo de errores
en la secuenciaciéon. También nos indica el
porcentaje total de las lecturas que alcanzan
esos umbrales de calidad. Por ejemplo, si se
indica que el 90% de las lecturas tienen una
calidad Q30, significa que el 90% de las bases
secuenciadas son altamente confiables. En
otras palabras, Q20: con 99% de precision (1
error por cada 100 bases). Q30: con 99.9% de
precision (1 error por cada 100 bases).

1.9-Calidad por ciclo:

Total number of samples: 1

p— o —
Read 1 ] i Wﬂ'
| .|

A
l

B 1

Fig. 19. Calidad de datos por ciclos Macrogen
Valor: Q30 valor alto, intermedio entre Q30 y
Q20, y Q30 menor a Q20 indica valor bajo.

Anadlisis: En la lectura 1 lectura 2 indica grado
de identificacién en cada uno de esos ciclos.
Se representa comunmente en un grafico
donde el eje X muestra los ciclos en las
posiciones en la secuencia, y el eje Y muestra
una medida de calidad, a menudo en forma de
puntaje de calidad como el valor Q. Es una
analisis de calidad realizado por FASTQC para
lecturas brutas del genoma del Aspergillus. En
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la parte alta se refiere a la calidad. En la parte
baja se observa en sentido 5” a 3 “y viceversa
en sentido contrario. Eje X son las bases y el
eje Y el valor de Q30 Los colores representan
la calidad , asi el verde indica calidad alta,
amarillo indica calidad intermedia y calidad
baja el rosado. Un valor alto de calidad por
ciclo sugiere que la secuenciacion es precisa y
gue se identifican correctamente las bases en
ese ciclo especifico. Un valor bajo podria
indicar problemas con la lectura en ese punto,
como errores de secuenciacién o problemas
con la muestra.

Interpretacion. Se refiere a la calidad de los
datos generados, se evalia en relacidon con
cada ciclo de secuenciacién. Esto significa que
la calidad de los datos se monitoriza
continuamente a medida que se realiza la
secuenciaciéon, permitiendo detectar y
corregir errores en tiempo real, lo que a su vez
asegura que los resultados finales sean mas
precisos y confiables. Es un punto critico de
control ya que la calidad de los datos puede
influir significativamente en las
interpretaciones y conclusiones que se
derivan de estudios genéticos, ya que asegura
la calidad a lo largo de cada ciclo.

F. Entregas. Deliverables.
Download List

- The aats & ink

St | 4 ~en

e A D3taR e

7T S RTECISTE TG0

& mdssum List |

Fig 20. Entregas. Macrogen.

Valor. Los datos se pueden descargar desde
los siguientes enlaces. Los enlaces de
descarga estdn activos solo durante 2
semanas, asi que descargue sus datos dentro
de este periodo. Una vez que
reciba/descargue los datos, aseglrese de
verificar la integridad de los archivos. Tenga
en cuenta que los archivos de secuenciacion
se eliminaran de nuestro servidor 3 meses

después de que se publique el informe de
analisis.
Raw Data Download
Interpretacion- Es una Lista de descargas. Los
datos para este pedido se entregan en PDF al
usuario o cliente. Estan en plataforma por 3
meses. Se da también una Informacién del
disco duro HDD. El siguiente diagrama
muestra cémo se guardan los entregables
dentro del disco duro para ayudarlo a navegar
por los archivos. Se envian en Excel, Note
Pade/ Block de notas y archivos comprimidos
para revision por el usuario.

D.Apéndice o Appendix.

B Folder [2) Text e i Excel fle &) c2ip [7) 21

s > NGS HDD [E]

~~ NGS HOD
5 2) directoryinfo xt

1B [OrderNumber] hdd[N)/ - [B RawData/ & [samplet] el st gz

&) [Sample2] I#].tastg g2

S
21 tevondoo] fordeumss], Igpkcsncssl, dhampiel g
il [Orderteumber]_Data_Stats.xlsx

B mdssumba

Fig. 21. Apendice

Valor. Los datos NGS tienden a tener un
tamano de archivo grande, lo que hace que
sea mas probable que se corrompan durante
la transferencia de archivos. Por lo tanto, es
importante que verifique la suma md5 de los
archivos después de recibirlos para
asegurarse de que lo que recibid es lo que le
dimos.

Este comprende FAQ. se refiere a "Frequently
Asked Questions" (Preguntas Frecuentes).
(Macrogen,2024)

FASTQ es un formato de archivo utilizado para
almacenar datos de secuenciacion de ADN. Es
un estandar en bioinformatica para
representar tanto las secuencias de
nucledtidos como las calidades de las
secuencias obtenidas durante el proceso de
secuenciacion. Para poder leer las lecturas de
las bases de nucledtidos los archivos se
convierten en otro programa llamado FASTA
de lectura facil para leer toda la secuenciacion
completa en proceso de curar. El archivo pesa
13.5 Gb.




Pagina 154 de 349

[»AB1856:583 :HNTKTDSXC:1:1101:4218:1000:N:0: TCTCTACT+GAACCGCGHB/1 ~
NACGGACGTTAAGCATGATCAAATAATGCATGCAGGAGACTCTGTGARAGTGCATTGTATATGTAG
TTCGAAMATTATTCGGGTTACCTCTATCTCCTAACTAGCTGCTTGACAGATCACCGGAAACAACTA
CCCATACACTTTGTGCTTT

>AB1056: 583 :HNTKTDSXC:1:11081:19886:1016:M:0: TCTCTACT+GAACCGCG#a/1
TATGCCTGGATTCTAAGTAAGCATGTTGACCTGGCCTGCAAMAATGACAGGGAARGCTACCTTAGA
TGCTTTGATGTGGTAATGGAAGT AATCACGGAAAATCTGGATGTGGGAAATGTTCTCATAGCGTCG
CTGTGGGGTCAGGTGGCGA

>AB1056:583 :HNTKTDSXC:1:1181:27516:1016:M:0: TCTCTACT+GAACCGCG#a/1
TAGTGGCTGGTTACATCCGTGAGCGAATTAATACTCAATCTTATACTCTGTACTCCATATTTTGAG
TTTCCTCCAAAGTATCATTCTCTGAGGCCTAAGGTAACACCTCTCCCGGACTAGTGAAGTCTTTCG
AAGGACTTTGGGGGAACGT

>AB1056:583 :HNTKTDSXC:1:11081:24089:1031:M:0: TCTCTACT+GACCCGLG#a/1
TGGACGACGCATCGGCTGGACTGGGTGGLTGATATGTCGGCCTGGTATGCGGATGGGCAGGTACAG
AGCACGAGTAACTATTCGGTGCCGGATCGGCCGAGTATCGTGGLGATGAATCTGTGGAGTAATGGG
GGTAATTGGTCGGGCGATA

>AB1@56:583 :HNTKTDSXC:1:1101:25391:1@31:M:@: TCTCTACT+GAACCGCGHB/ 1
GTTTCAGACGGAGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGGTGTCTTGGGGTCAGATTCTTACGTCCAT
CCAGAACCGCCTTTTGGCGTGACTGGATGATTTTGCTCGATTTCTGAGTTCTCCCTGTTGATATAG
CGAATGTTATGCATCTCAT

>AB1@56:583 :HNTKTDSXC:1:1101:3974:1847 :N:@: TCTCTACT+GACCCGCGHB /1
CAGAGGACGAGTACCGAAGGTATGACTGGTCCGGCTCCGTTCACCCCACTTGTTGTGTCTTGCCCG
ATCAGTTAACATGTCAGAGACTTAGTCTATCGGCACCCTGTCTGCGTAGTCAGACTGCCCTGAAGG
TGAGGGAGATAGTCTGGA

>AB1@56:583 :HNTKTDSXC:1:1101:12491:1@47 :M:@: TCTCTACT+GAACCGCGHB/ 1
CCGAAATCATTGAATTGAATTGCCCAATGGCCAGGGCCTTGGTGGTGCAGTCAAGGAGTAATACAT v

FASTA 1

| SECUENCIA A FASTA 2 DE TXT: Bloc de notas - o >

Archive _Edicien _Formato Ve Ayuda
GTAACACATCCACAAACCA+: FFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFRLF,  FRFRFFFFFFFRRF :  FRFFFFFFRRFFRRREFR, FFFF: PR
FFEF::FFFFF,FRFFFF: : £ THNTKT

SXC:::::N: i TCTCTACT+GAACCGCGTATATAATATCAACTACCATCAAATTCTACAATAAATC TTTAACAACATTTGACGATGCTA
GTAGCAGACCTGAAGAGGC TCTTCAGAGATC TGCATAAGCTTTCTCCE TAGTGTCCAACCCAATTGECTGCATAACCAACCAG TAATAAC
+FFFF : FFFFFFFFFFFFF, FRFFFFFF: s FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFRRF : F: FRFFFF, FF 2 FRF: FEFFRFFFFFFRR
FFEFF:FFFFFFFEF: FFFEF:F:FEFFF, FRFF:FFFFFFFFEFEFFFF, FRF: : FEFFFFF@A: :HNTKTDSXC: : : : :N: : TCTCTAC
T+GAACCGCGAT TTAATATATT) CAGTACAGCTGATTAAGTCTTATATTTTTTTAGATAAGA
ATAGTACTTTGTAAAAGCATATGTATTATTAATTTTTTAAAAAATTACATATTC TAAAAAC TATATTTAAC+F FFFFFFFFFFFFFFFFE
FFFFFFFFFFFEFFFFFFRFFFFE : FRFFFFFFFFFRFFRFFFFFFFFFFRFFER  FRFFFFRFF  FRFFFFFFFFFFRFFRFFFFFFRR

GGCTCCAGGTCAGATTTCTCCGCCACAAGGAC CAGEGCAAGTCCGGCE TCCG+FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF :FFFFFFE

FFFRFF: iFFF, :
FFF,F, i FFFFEF:FFFFFRFFFFRGA: sHNTKTDSXC  : £ 2 iN: : TCTCTACT+GAACCACGACCEATAATTCGGCTTTTTGGAAAATAA
GGGAGAATCTGAAGTCCCTGCGATECGATCTTCCCGAGAT TTTCACAGAAGGACC TAAATAAGATCATCAACGGGTCAAATCATTGAGAG

TGAGCCACATGTTACTACATGACTACCATGTAC+FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFRRFFFR: FRFFFRR

FFFFF@A: : HNTKTDSXC : : TCTCTACT+GAACCGEGCTCCTCCCTCACTTCATTACTCTCCCTCTGTCGGGGACCTCGATTGE
GCCTCTACCAGGGACTCGA TCACCACTCCCCTCGGETTTEGEE TACCGT TGLGEAGACCGGATAGGGAAAAGE TACTCTCGGAT
TCCTCGTGGACTCG+FFFFF, FFFFFFFFFFFFF, FFFFFFFFF, : FFFFFFFFFFFRF i FFFFFFFFFFFFRF : PR FFFFFFFRR PR
FEFF,FFFFFFE:F, <F : FEEFFCFRF HNTKTDSXC
H: : TCTCTACT+GAACCGCGCACCCCAATGCAAC TATCCCAGC TCGGGAAT TGGGAAAAGGGGATGACAAL

ATCAGTGGGGCTA

CATGTTATGCCCCARATTGATCGCCAGGTTATAGTC TGTAAC TACGCCAAATAATGAATTTAATAATATCTGGGGGGTTAGGGCC +FFFE
FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFRRFFFFF, £ 1t FRFRRFFFFFFFFRFFFF  FRFFFFFFFFRRFFRFFFFFFFFFRFFFFFFFRFRR
ECEECEEEECEE CEEEEEEEECEEEEEE FEEEE  +EEaCE: CEEEEEEEEE € x CAR+ + HNTKTNXC =+ oo 0 N TOTOTACT4GA8

Fig. 22. FASTA. Format.

Valor. Se tiene el componente de dos lecturas
de nucledtidos , en el orden 5 “ a 3" vy
viceversa la lectura 2 de la secuencia de bases.

Analisis.

Interpretacion. Contiene la secuencia de
nucledtidos leida durante la secuenciacion.
Estd representada por las letras A, T, C, y G (y
a veces N para bases no determinadas). Los
caracteres se basan en la codificacién ASCII,
donde cada uno tiene un valor numérico que
se traduce en una puntuacién de calidad. Las
puntuaciones mas altas indican una mayor
confianza en la lectura de esa base. Para
finalizar el programa verifica la estructura y
formato. Analiza las secuencias y las
puntuaciones de calidad para evaluar la
confiabilidad de los datos. Usa herramientas
bioinformaticas para procesar y analizar los
datos.

2.0- El QC Statistics. Control de calidad
Estadistico.

Ll QC Statistics

Data Summary
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Fig. 23. Control de calidad. Macrogen

Este grafico comprende: Datos brutos, Calidad
y ajuste del adaptador, Eliminacién de
contaminantes y Lecturas pasadas de control
de calidad. Se utiliza para verificar la va
variabilidad durante el proceso de
produccion. Esto permite un mejor control de
calidad y que se puede corregir cualquier
eventualidad que altere los datos. En el eje de
las X se tiene el Aspergillus y en el eje de las Y
se tiene el total de lecturas efectuadas. En
resumen, en un contexto estadistico que
implica la aplicacién de métodos estadisticos
para asegurar y mejorar la calidad a lo largo
del proceso de produccion o en la prestacion
de servicios.

Interpretacion. Se refiere a las estadisticas de
control de calidad utilizadas en los procesos
de secuenciacion y analisis genético. En
general, el QC (control de calidad) implica la
evaluacion de varios parametros, como la
calidad de las lecturas obtenidas, la cantidad
de datos generados, y la identificacidon de
posibles contaminaciones o errores en el
proceso de secuenciacion. Puede indicar
también altos valores: Indican una buena
cobertura, lo que sugiere que la muestra ha
sido secuenciada suficientemente para
capturar la mayoria de las especies presentes.
Si tiene valores bajos: Podria indicar que la
muestra no esta completamente
representada, lo que puede llevar a una
subestimacion de la diversidad.

2.1-Nombre de la muestra (Sample name)

Data Statistics
famplarame Baw data o) Gabty & Adaphartrim [1] Gontaminart Remonal o] G Passad raads (]
s L5 LT 131 ik

Fig. 25. Nombre de la muestra.
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Valor. Nombre de la muestra enviada fue
Aspergillus.

Interpretacion. Este nombre fue adjudicado
por el cliente a los servicios de Macrogen ,
para que pueda ser identificado durante todo
el tiempo que dure la secuenciacién en cada
paso.

2.2-Datos brutos (Raw data)

Data Statistics

Sample name Raw data (n)

Aspergillus 38,761,245

Valor. 38,761.245 n

Andlisis: La cantidad de 38,761.245 n es el
numero de lecturas o fragmentos de ADN que
fueron generados durante el experimento.
Este numero lo da la maquina de
secuenciacion.

Interpretacion. Raw data (datos en bruto):
Son los datos originales y sin procesar que se
obtienen directamente del equipo de
secuenciaciéon. Estos datos aun no han sido
sometidos a pasos de procesamiento como
recorte de calidad, eliminacion de
adaptadores, remocién de contaminantes, o
cualquier otro tipo de filtrado.

2.3- Calidad y recorte del adaptador. (Quality
and adapter trim.)

Data Statistics

Sample name Raw data (n) Quality & Adapter trim (n)

Aspergillus 38,761,245 32,535,420

Fig. 26. Recorte.

Valor. 32,535,420

Analisis. Indica que 32,535,420 fueron
eliminados adaptadores no deseados.
Interpretacion. Quality trim (recorte por
calidad): Esto se refiere al proceso de eliminar
las partes de las lecturas de ADN que tienen
baja calidad. Las secuencias de baja calidad,
generalmente en los extremos de las lecturas,
se eliminan para evitar errores en el analisis
posterior. Los adaptadores son secuencias
cortas de ADN que se afiaden a las muestras

durante la preparacién para la secuenciacion.
A veces, estos adaptadores pueden quedar en
las lecturas secuenciadas y necesitan ser
eliminados porque no son parte del ADN de
interés. Este proceso asegura que solo las
secuencias relevantes del ADN sean
analizadas.
2.4-Eliminacién de contaminantes.
(Contaminant removal).

Data Statistics

Sample name Raw data n) Quality & Adapter i ) Contaminant Reraval n)

Aspergllus 8,761,245 32,535,420 30,961,740

Fig, 27. Eliminacion de contaminantes o
Contaminant removal.

Valor. 30,961,740

Analisis: Se refiere que 30,961,740 es un valor
alto que fueron identificadas como
contaminantes y eliminadas inmediatamente
durante el proceso de secuenciacién. Estos
contaminantes pueden incluir secuencias no
deseadas, como ADN de bacterias, virus, o
incluso fragmentos de ADN humano no
deseados si se estd trabajando con una
muestra de otro organismo. La remocion de
contaminantes es un paso crucial en el andlisis
de datos de secuenciacidon para asegurarse de
que los resultados sean precisos y reflejen
Unicamente las secuencias de interés. Esto
ayuda a mejorar la calidad y la fiabilidad de los
datos finales utilizados en estudios
posteriores.

Interpretacion. Es el control de calidad, se
refiere a: Verificacion de la calidad de las
muestras. Permitiendo tener que las muestras
de ADN o ARN estén intactas y libres de
contaminantes. Si los valores son altos indican
una buena cobertura, lo que sugiere que la
muestra ha sido secuenciada suficientemente
para capturar la mayoria de las especies
presentes. Si los valores son bajos: Podria
indicar que la muestra no estd
completamente representada, lo que puede
llevar a una subestimacion de la diversidad.
2.5-Control de calidad de lectura anterior.
(QC pased read).
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Data Statisties

Sample name Raw data [n] Quality & Adaptertrim o} Contaminant Removal n) QC Passed reads (]

dpergllus BI6LME REN NSELH Pk

Fig. 28. Control de calidad o qcPassed.

Valor. 79.88 indica que fue aceptado como
buen desempeiio del proceso.
Interpretacion. Calidad de Producto: En un
contexto de fabricacidon o control de calidad,
qgue suele referirse a control de calidad. El
valor 79.88 qc passed podria significar que un
porcentaje del 79.88% de los productos o
unidades han pasado el control de calidad.
Esto indicaria una tasa de éxito o conformidad
de las unidades revisadas.

3.0-Analisis taxonémico:

Taxonomy Composition (Krona)
Taxonomy Composition (Bar plot)

Taxonomy Composition (Heatmap)

Fig. 29.Contenido del analisis taxonomico.
Macrogen

Comprende el estudio del analisis de Ia
composicion taxondmica Krona, la
composicion taxonomica Bar plot, La
composicion taxonomica Heatmap, Ia
Diversidad Alfa y la Diversidad Beta. Se detalla
a continuacion:

Interpretacion. Se refiere a que las secuencias
obtenidas se comparan con bases de datos de
referencia, como GenBank o bases de datos
especializadas en taxonomia. Se utilizan
algoritmos y herramientas bioinformaticas
(como BLAST, Kraken, y otros), se identifican
las secuencias correspondientes a diferentes
taxones. Esto ayuda a clasificar las secuencias
en diferentes niveles taxondmicos como
reino, phylum, clase, orden, familia, género y
especie. A cada item se elabora un grafico. Se
genera un informe que incluye las especies
identificadas, su abundancia, y cualquier otra
informacion relevante como la presencia de
especies raras y otros.

3.1-Taxonomia Krona:

151l Taxonomy analysis

Taxonomy (Krona) Chocse the Sarmpl = Aspmrgus -

Fig. 30. Taxonomia Krona del analisis
taxonomico. Macrogen

Anadlisis: Se tiene que del reporte de
secuenciacion, el 99 % se identifico
Aspergillus neoniger. Aspergillus vadensis
0.4%, Aspergillus kawachii 0.3%, Aspergillus
lacticoffeatus 0.03% y Aspergillus
costaricaensis 0.009 %.

Interpretacion. El grifico se compone de
varios circulos concéntricos. Donde cada
circulo representa un nivel taxondmico
diferente (por ejemplo, dominio, filo, clase,
orden, familia, género, especie). Los
Segmentos Radiales: Los segmentos de cada
anillo concéntrico representan taxones
especificos en ese nivel jerdrquico. Por
ejemplo, el circulo mds interno podria
representar dominios (Bacteria, Archaea,
Eucariotes), y los circulos sucesivos
representan subdivisiones mas especificas. El
tamafio de los Segmentos: El tamafio de cada
segmento dentro de un anillo concéntrico
indica la abundancia relativa del taxdén
representado en esa categoria. Cuanto mds
grande sea el segmento, mayor serd la
abundancia de ese grupo en la muestra es una
herramienta de visualizacion de datos que se
utiliza para representar la composicién
taxondmica de muestras bioldgicas,
especialmente en el dmbito de Ia
metagendmica. Krona permite generar
graficos interactivos parecidos a pastel o radar
gue muestran la diversidad y la abundancia de
diferentes grupos taxondmicos en forma de
graficos circulares o de anillos (doughnut
charts), donde cada segmento representa un
taxén y su tamafio es proporcional a su
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abundancia. Esta forma de andlisis puede ser
utilizada para analizar datos de secuenciacién
masiva. Los segmentos mas grandes indican
una mayor proporcién de esa categoria en
comparacién con los segmentos mas
pequeios.

3.2 -Diagrama de barras de taxonomia: Bar
Plot

[_sil, Taxonomy analysis

Kingdom

Taxonomy Bar plot (Kingdom)

Fig. 31. Taxbnomia de Barras del andlisis
taxonémico. Macrogen

Este apartado comprende Barras de Reino,
Phylum, Clase, Orden, Familia, Genero vy
Especie. Se detalla a continuacidn.
Interpretacion. Es una representacion visual
utilizada en el andlisis de datos
metagendmicos, especialmente en estudios
de microbiomas. Indica que este tipo de
grafico permite visualizar la composicién
taxondmica de las comunidades microbianas
presentes en una muestra. Cada barra en el
grafico representa un grupo taxondmico
(como reino, phylum, orden, clases, especies,
géneros, familias) y su longitud corresponde a
la abundancia relativa de ese grupo en la
muestra analizada. Los colores distintivos:
Generalmente, cada taxén o grupo se
representa con un color diferente, lo que
facilita la visualizacidon y comparacion de las
diferentes especies o grupos presentes en la
muestra. Estos graficos son especialmente
utiles para comparar las comunidades
microbianas entre diferentes muestras,
permitiendo observar diferencias en Ia
diversidad y composicion. Cada barra estd
dividida en segmentos de diferentes colores,
donde cada color representa un taxon
especifico (especie, género, familia, orden,
clase, familia y phylum). la longitud de cada
segmento dentro de una barra indica la
proporcion del taxén en esa muestra. Asi por
ejemplo un color podria estar asociado con
una especie particular, mientras que otro
color representa una especie diferente. , las
barras de diferentes colores podrian indicar

distintas condiciones experimentales,
tiempos de muestreo o ubicaciones
geograficas. El analisis se puede hacer ssegln
la lectura, puede ser: Verde: Alta
calidad.Amarillo: Calidad media, que requiere
revisién. Rojo: Baja calidad, generalmente
descartada. Cada color en un barplot puede
representar una categoria taxondmica
especifica, como diferentes especies, géneros
o familias. Por ejemplo, un color podria estar
asociado con una especie particular, mientras
que otro color representa una especie
diferente. Su Interpretacion. Es por
distribucion de Colores: los colores en las
barras para identificar los diferentes taxones
presentes y su abundancia relativa. Un
segmento largo indica un taxén dominante en
esa muestra. O por comparacidon entre
Muestras: Se puede comparar las barras entre
diferentes muestras para ver como varia la
composicion taxondmica se refiere
generalmente a una representacién grafica
gue muestra datos de manera comparativa.
Un grafico de barras podria ser utilizado para
analizar aspectos de los resultados obtenidos,
como la abundancia de diferentes especies, la
calidad de la secuenciacion, la distribucion de
variantes genéticas. En un grafico de barras,
cada barra representa una categoria o un
grupo y su altura indica la cantidad o el valor
de esa categoria. Un grafico de barras podria
mostrar la cantidad de lecturas o secuencias
asignadas a diferentes especies en una
muestra ambiental. Si tiene diversidad Alta: Si
una muestra tiene muchos colores y cada
segmento tiene una longitud similar, eso
indica una alta diversidad taxondmica o
diversidad Baja: Si hay una muestra tiene uno
o dos colores predominantes y los otros
segmentos son muy pequefios, eso indica baja
diversidad taxondmica.

-Diagrama de barras de Reino. (bar plot
kingdom).

Fig. 32 .Diagrama de barras de Reino del
analisis taxonémico. Macrogen




Pagina 158 de 349

|l Taxonory analysis =
-

Taxonomy Bar plot (Kingdom)
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Analisis: De la muestra enviada de El Salvador
de Aspergillus, es clasificada como del Reino
Fungi. Son Eucariotas porque su reproduccion
es por esporas.

Interpretacién. Si hay abundancia de Reinos:
La altura total de cada barra muestra la
abundancia general en la muestra, mientras
gue los segmentos de diferentes colores
dentro de cada barra muestran cémo se
distribuye esa abundancia entre los diferentes
reinos. O referirse a Comparacion entre
Muestras: una muestra podria tener una
mayor proporcion de un reino especifico en
comparacién con otra muestra.

-Diagrama de Barras de Phylum. (Bar plot
Phylum)

531l Taxonemy analysis [ 44

Phylum

Tanonomy Bar plot (Phylum)

O e B p_saoowoan

100%

Aspergillus

Fig. 33.Diagrama de barras de Phylum del
analisis taxonémico. Macrogen

Andlisis: De la muestra enviada de El Salvador
de Aspergillus es clasificada como del Phylum
Ascomycota.

Interpretacion. Se refiere a una
representacion grafica que muestra la
abundancia relativa de diferentes filos de

organismos presentes en una muestra
biolégica. El eje X suele representar los
diferentes filos (plural de phylum), que son
categorias taxondmicas en la jerarquia de los
organismos. El eje Y muestra la abundancia
relativa de cada filo, que puede ser en
términos de porcentaje, nimero de lecturas,
o alguna otra medida de abundancia. Es util
para identificar cudles filos son
predominantes en una muestra especifica.
Abundancia de Filos: La altura total de cada
barra muestra la abundancia general en Ia
muestra, mientras que los segmentos de
diferentes colores dentro de cada barra
muestran cdmo se distribuye esa abundancia
entre los diferentes filos.

- Diagrama de barras de Clase. (bar plot
Class.)

Taxonamy Bar plot (Class)

100%

Aspergillus

Fig. 34 .Diagrama de barras de Clase del
analisis taxondmico. Macrogen

Analisis: De la muestra enviada de El Salvador
de Aspergillus uessalvadorensis es clasificada
como de la Clase Eurotiomycetes
Interpretacion. Se refiere a grupos
taxondmicos o clases de expresion génica, que
se representan en el grafico de barras. Cada
barra en el grifico podria representar la
cantidad de ADN de una especie especifica
para cada categoria. Si hay abundancia de
Clases: La altura total de cada barra muestra
la abundancia general en la muestra, mientras
qgue los segmentos de diferentes colores
dentro de cada barra muestran cémo se
distribuye esa abundancia entre las diferentes
clases.

-Diagrama de barras de Familia. (bar plot
Family).
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Taxonormy Bar plot (Family)
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Fig. 35.Diagrama de barras de Familia del
analisis taxonémico. Macrogen

Andlisis: De la muestra enviada de El
Salvador de Aspergillus es clasificada como de
la Familia Aspergillaceae

Interpretacion. Podria referirse a un conjunto
de graficos de barras que se utilizan para
representar datos en diversas aplicaciones
relacionadas con la biologia, la genética o la
bioinformatica. Permite identificar cudles
muestras tienen perfiles similares o
diferentes. Esto puede ayudar a agrupar
muestras con caracteristicas similares.
-Diagrama de Barras de Orden (bar plot
Order).

Taxenomy Bar plot (Order)

]
|3

Fig. 36.Diagrama de barras de Orden del
analisis taxondmico. Macrogen

Andlisis: De la muestra enviada de El Salvador
de Aspergillus es clasificada como de Orden
Eurotiales

Interpretacion. Podria referirse a un conjunto
de graficos de barras que se utilizan para
representar datos. Una abundancia de
Ordenes: La altura total de cada barra muestra
la abundancia general en la muestra, mientras
que los segmentos de diferentes colores
dentro de cada barra muestran cémo se
distribuye esa abundancia entre los diferentes
O6rdenes. Si hay una comparacidon entre
Muestras: Puedes comparar la composicidon
de los d6rdenes entre diferentes muestras o
condiciones experimentales. Por ejemplo, si

un orden es mas abundante en una muestra
en comparacién con otras, esto puede indicar
una caracteristica distintiva de esa muestra.
-Diagrama de barras de Genero (bar plot
Genus).

Taxonomy Bar plot (Genus)
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Fig. 37.Diagrama de barras de Genero del
analisis taxonémico. Macrogen

Analisis: De la muestra enviada de El Salvador
de Aspergillus es clasificada como del género
Aspergillus.

Interpretacion. Se refiere a una
representacion grafica que muestra |la
abundancia o la frecuencia de diferentes
géneros de organismos en una muestra o
conjunto de datos. Cada barra representa un
género especifico y su longitud es
proporcional a su abundancia relativa en la
muestra analizada.

- Diagrama de barras de Especies (bar plot de
species).

Taxanomy Bar plat {Species)
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Fig. 38.Diagrama de barras de Especie del
analisis taxonémico. Macrogen

Andlisis: De la muestra enviada de El Salvador
es clasificada por secuenciacion como de la
Especie neoniger por estar registrada en
2014. Pero se hace la observacion con
pruebas  documentales, periciales vy
testimoniales que se realizaron estudios
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preliminares de aislamiento en 2006 de
caracterizacion macroscépica y microscopica
de Aspergillus de este mismo hongo en los
afios 2006, estudios de microscopia simple y
microscopia electrénica de barrido y PCR del
hongo encontrado en 2008 y publicado en
revista El Universitario en 2008, luego se
realizé la extraccion de gDNA, gPCR, cADN en
2024 por MACROGEN INC. Metagenome
Shotgun Sequencing Reports. Se aclara que
segdn las normas internacionales de
taxonomia actuales vigentes , puede
aceptarse el termino subespecie porque aun
no se ha definido y aceptado por nombre de
secuenciacion DNA, si hay referencias
documentadas de ue se llamé anteriormente
dicha especie por diferencia genética, nicho
ecoldgico (semilla) y Geolocalizacion como es
la zona norte de Morazan de El Salvador,
perfectamente puede adjudicarse la
subespecie derivada de la especie y genero.
En consulta por email al maximo exponente
de designacion de nomenclaturas
taxonomicas, el Dr. Wreuter Werner? se cita
“Si el nombre de la especie fue publicado
validamente en primer lugar, con una
descripcién adecuada y un tipo, entonces su
publicacion posterior basada en una
secuencia de ADN (que actualmente no se
acepta en lugar de una descripcién) no tiene
estatus en la nomenclatura. Actualmente no
es posible validar el nombre de un nuevo
taxon (por ejemplo, una subespecie con el
mismo epiteto final) citando la secuencia de
ADN como el tipo. Las propuestas
correspondientes fueron rechazadas en el
reciente Congreso Botdnico Internacional en
Madrid, pero se designé un comité especial
para estudiar la cuestion de los “tipos de
ADN”. De lo contrario, lo mejor que puede
hacer es transferir el nombre de la especie
actual (no ADN) al rango de subespecie,
manteniendo su tipo original. Si ese tipo es
insuficiente para una identificacién precisa,

2 Nomenclatural Advisor to Flora of Norrth America.

Author Cddigo Internacional de Nomenclatura para
algas, hongos y plantas: (Codigo de Melbourne).

tiene la libertad de designar un epitipo (de
nuevo un espécimen normal, pero del cual se
ha secuenciado el ADN)."

Interpretacion. El método de secuenciacidon
sirve para identificar qué especies estdn
presentes y en qué cantidades. Ejes: El eje X
generalmente representa las diferentes
especies (o grupos taxondémicos), mientras
que el eje Y representa las abundancias (que
pueden ser cuentas absolutas o proporciones)
de esas especies. Barras: Cada barra del
grafico representa la abundancia de una
especie especifica. La altura de la barra indica
la cantidad o proporcidon relativa de esa
especie en comparacion con las demas.
Abundancia de especies: La altura total de
cada barra muestra la abundancia general en
la muestra, mientras que los segmentos de
diferentes colores dentro de cada barra
muestran como se distribuye esa abundancia
entre las diferentes especies.

3.3-Taxonomia de mapas de calor. (Heatmap
taxonomy)

Ll Taxonomy analysis ‘

Kinggom

Taxonomy Heatmap {Kingdom)

Fig. 39 .Diagrama de Mapas de calor del
analisis taxondmico. Macrogen

Este diagrama comprende un mapa de calor
clasificadas por Reino, Phylum, Clase, Orden,
Familia, Genero y Especie. Se detalla a
continuacion.

Interpretacion. Se refiere a una
representacion visual de la diversidad vy
abundancia de diferentes taxones de
organismos presentes en una muestra
biolégica. Es una herramienta grafica que
utiliza colores para representar valores
cuantitativos en una matriz, lo que permite
identificar patrones y comparaciones de
manera visual. Los ejes suelen representar
diferentes taxones a nivel de especie, género
o familia, mientras que los colores indican la
abundancia de cada taxén en la muestra
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analizada. Cada celda en el heatmap tiene un
color que representa el nivel de expresion si
es rojo para alta expresion y verde para baja
expresién. Los genes que muestran un patron
similar de expresidn en diferentes muestras
pueden estar regulados conjuntamente o
tener funciones relacionadas. Indican
también la intensidad de la correlacidn entre
muestras. Un color mas calido si es rojo puede
indicar una alta correlacién, mientras que un
color mas frio como el azul puede indicar una
baja correlacidon. Permite identificar cudles
muestras tienen perfiles similares o
diferentes.

-Mapa de calor de Reino. (Heatmap
Kigndom).

\_.|| Taxonomy analysis
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Fig. 40.Diagrama de calor Reino del analisis
taxonémico. Macrogen

Andlisis: De la muestra enviada de El Salvador
es clasificada por secuenciacion como del
Reino Eucaryote.

Interpretacion. Sugiere un enfoque en la
representacion de datos mediante mapas de
calor (heatmaps), que son utiles para mostrar
frecuencias o intensidades de diferentes
parametros en un formato visual que permite
una facil interpretacién. Si un reino tiene una
gran presencia en muchas muestras, su fila
correspondiente tendra un color mas oscuro
en la mayoria de las columnas, indicando que
es el grupo dominante.

-Mapa de calor de Phylum. (Heatmap
Phylum).

.l Taxonomy analysis
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Fig. 41.Diagrama de calor Phylum del analisis
taxondmico. Macrogen

Anadlisis: De la muestra enviada de El Salvador
es clasificada por secuenciacion como del
Phylum Ascomycota.

Interpretacion. El heatmap phylum o mapa de
calor por filo es una representacién grafica
gue muestra la abundancia relativa de
diferentes filos de organismos en una muestra
determinada, como una muestra de
microbiana. El heatmap permite identificar
patrones en la composicién del microbioma
entre diferentes muestras. Representa Ejes:
Generalmente, en el eje horizontal se
encontrardan  las  diferentes  muestras
analizadas, mientras que en el eje vertical se
listaran los diferentes filos de organismos, la
intensidad o el color de cada celda en el mapa
de calor representa la abundancia relativa de
ese filo en la muestra correspondiente. Por lo
general, los colores mas oscuros o intensos
indican una mayor abundancia, mientras que
los colores mas claros indican una menor
abundancia.

-Mapa de calor Clase. (Heatmap Class.)
LﬂlTaxonomy analysis
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Fig. 42.Diagrama de calor Clase del analisis
taxonémico. Macrogen
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Andlisis: De la muestra enviada de El
Salvador es clasificada por secuenciacion
como de la Clase Eurotiomycetes.
Interpretacion. Se refiere a una herramienta
de analisis en el contexto de |a bioinformatica,
es utilizada para visualizar datos de
variaciones genéticas o expresiones de genes
mediante graficos de calor (heatmaps). En un
hitmap, cada celda del grafico representa la
magnitud de una asociacién o una medida de
interés, donde los colores indican diferentes
niveles de expresién o actividad. Las areas o
genes que muestran mayor actividad suelen
representarse con colores mas intensos. Los
colores mas oscuros o intensos: Representan
una mayor abundancia relativa de esa clase en
la muestra. Colores mds claros o apagados:
Representan una menor abundancia relativa.
-Mapa de calor de Orden. (Heatmap order.)
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Fig. 43.Diagrama de calor Orden del analisis
taxonémico. Macrogen

Anadlisis: De la muestra enviada de El Salvador
es clasificada por secuenciacién como de la
Orden Eurotiales.

Interpretacion. Se refiere a la forma en que
se organizan los datos en el hitmap. Esto
puede incluir el agrupamiento de genes o
muestras similares, lo que facilita Ila
visualizacion de patrones o correlaciones en
los datos. Si una fila (orden) tiene colores
consistentemente mas oscuros en varias
columnas (muestras), esto indica que ese
orden es dominante en esas muestras.
-Mapa de calor de Familia (Heatmap Family.)
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Fig. 44.Diagrama de calor Familia del andlisis
taxondémico. Macrogen

Anilisis: De la muestra enviada de El Salvador
es clasificada por secuenciacion como de la
Familia Aspergillaceae.

Interpretacion. Si hay dominancia de Familias:
Si una fila correspondiente a una familia
especifica es consistentemente mas oscura en
varias columnas, esto indica que dicha familia
es dominante en esas muestras.

-Mapa de calor de Genero. (Heatmap
Genus.)
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Fig. 45. Diagrama de calor Genero del analisis
taxonémico. Macrogen

Andlisis: De la muestra enviada de El Salvador
es clasificada por secuenciacion como del
Genero Aspergillus.

Interpretacion. Se refiere a que si utiliza
colores para representar datos en una matriz,
donde cada celda corresponde a |la
abundancia de un género particular en
diferentes muestras o condiciones. Esto
permite identificar patrones en los datos,
como la prevalencia de ciertos géneros en
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diferentes condiciones experimentales o en
distintas muestras bioldgicas. Dominancia de
Géneros: Si una fila correspondiente a un
género especifico es repetitiva mas oscura en
varias columnas, esto indica que dicho género
es dominante en esas muestras.

-Mapa de calor de Especie. (Heatmap
Species).
|41l Taxonomy analysis [ oomio |

Taxonomy Heatmap (Species)
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Fig. 46.Diagrama de calor Especie del andlisis
taxonémico. Macrogen

Andlisis: De la muestra enviada de El Salvador
es clasificada por secuenciacién como de Ila
especie neoniger. En la que se observa de
otras especies presenta con mayor frecuencia.
Se aclara que desde el 2006 se inicio estudio
morfologico, en 2007 se hizo acta notarial , en
2008 se registro en CNR y publicacion en
repositorio el 2008, por lo que se dio a la
espera de la secuenciacion. Pero otros
investigadores en el 20011 encontraron una
especie llamada neoniger y que en 2014 se
secuencio esta especie y se utilizo como base
de primer para comparar con otras especies.
Interpretacion. Se refiere a un tipo de andlisis
que muestra la distribucién y la abundancia
de diferentes especies en un conjunto de
datos, generalmente relacionado con datos
genéticos o metagendmicos. En este tipo de
analisis, se utilizan representaciones graficas
para visualizar cudntas veces se encuentra
cada especie en las muestras analizadas. Al
utilizar la escala de colores: Los colores
indican la abundancia relativa de cada especie
en las muestras. Si hay colores mas oscuros o

intensos: Indican una mayor abundancia
relativa de esa especie en la muestra. O
colores mds claros o apagados: Indican una
menor abundancia relativa. La variacién en la
intensidad del color permite identificar
visualmente qué especies son mas
abundantes y comparar estas abundancias
entre las diferentes muestras.

-Descripcion del archivo de resultados.
FORMATO FASTQ: Es un formato utilizado
para almacenar datos de secuenciacidon de
ADN. El formato FASTQ contiene informacion
de las secuencias de nucledtidos y sus
respectivas calidades. Es ampliamente
utilizado en bioinformatica y en Ia
secuenciacidn de nueva generacion (NGS). Se
utiliza similar a un Block de notas o note pad
con extensiébn txt que en cualquier
computadora se puede leer los
electroferogramas, que tiene 60 caracteres
por region, cuando es para secuenciacién de
fragmentos pequefios de DNA como 500 pb.
MD5sum: Es un comando utilizado para
calcular y verificar el valor hash MD5 de un
archivo. El valor hash MD5 es wuna
representacion de tamafio fijo (128 bits) de
los datos originales, lo que permite verificar la
integridad de los archivos. Sirve para
comprobar integridad de archivos y evitar
errores de transferencia. Se asegura que los
archivos de datos genéticos no se corrompan
durante la transferencia o almacenamiento. Al
calcular el hash MD5 de un archivo en el
momento de la creacién y luego volver a
calcularlo después de la transferencia, puede
comprobarse que el archivo no ha sido
alterado.

4.-Metodologia. (Methods)
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Fig. 47. Metodo empleado.

Se refiere a los pasos utilizados para llegar a
los resultados obtenidos provenientes de 1.
Control de calidad, 2.Taxonomia, 3.Diversidad
alfay beta y 4. Perfilado funcional.

5.Andlisis molecular. Aspergillus de la
muestra enviada de El Salvador.

Para el analisis molecular se utilizaron los
programas BLAST Basic Local Alignment
Search Tool, MEGA 11 Molecular Evolutionary
Genetics Analysis, CLUSTAL OMEGA Multiple
Sequence Alignment program , Nucleotid
BLAST  program, GENEBANK  Genetic
Sequence database y otros no menos
importantes.

Por analisis de estudios moleculares con el
programa Clustal Omega Multiple Sequence
Alignment (MSA). Se determiné que la cepa es
del género Aspergillus pero su especie es
similar pero no igual a la reportada por tipo
DNA. Ver Fig 48. Se utilizo las siguientes
secuencias de Bases:

] COMPARACION AMBAS ESPECIES ELSALVADOR NEONIGER: Bloc de notas - o x

Archive Edician _Formato Ver Ayuda
>S2qELSALVADOR

TGEACGACGLATCEGL TGGACTGGETEGL TGATATETCGGCCTEGTATECGGATGEGCABGTACAGAGCACGAGTAAC TATTCEGTECCGG
ATCGECCGAGTATCGTGGCGATGAATC TGTGGAGTAATGGEGETAATTGGTCGEGCGATA

>SeqNEONTGER
GTTTCAGACGGAGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGGTGTCTTGGEGTCAGATTCTTAKGTCCATCCAGAACCGCCTTTTGGLGTEACTG
GATGATTTTGCTCGATTTCTGAGTTETCCCTETTGATATAGCGAATGTTATGCATCTCAT

Resulte for Job 10 clistala 120240921 13201 6-0325- 1243271 8-pim ﬂ W &4

Tool Gulpd  Alignments  Guide Tree Phylagenelic Tree Resulls Viewers Resull Files Subinission Details
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Fig 48. Comparacion genoma de las especies
de El Salvador y la reportada por tipo DNA
segun la secuencia de bases.

En la fig 48 se observa que un segmento de
secuencias de DNA de El Salvador 1 con la
secuencia de la especie neoniger 2 no es igual.
La similitud entre las bases Citocina y Guanina
se puede observar en el grafico no es un
mayor porcentaje que varia en rango entre 40
a 60 la de El Salvador en relacién a la cepa
neoniger que esta entre 41 a 60 nucleotidos
de Pb. Es decir que coinciden CC,GG y AA en
un 0.15% con la de la especie neoniger

reportada por tipo ADN. Los espacios en
blanco son huecos que no coinciden con la
especie neoniger.

Tool output CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence sligrment

m 56
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© Alignment with colours CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence 3lsgnment
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Fig 49. Comparacion Clustal 0(1.2.4)
multiple secuence alignment entre las dos
especies EL SALVADOR y especie neoniger.
En la fig 49 se tiene por comparacion Clustal
alineamiento  multiple entre las dos
secuencias en donde se observa la
distribucién de las bases entre ellas hay
diferencias en los nucleotidos 56-54,116-
55,151-80 en la comparacidn de la secuencias
entre ellas, la secuencia entre GC y AT se
diferencian. Un asterisco indica que coinciden
ambas nucleotidos, dos asteriscos es débil la
relacién. Los espacios en blanco no se han
conservado puede que haya habido insercion
o deleccion.

-Por arbol filogenético se tiene que ambas
especies proceden de un origen o arbol
filogenético comidn que son del genero
Aspergillus. Ver fig. 50.
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Fig. 50. Philogenetic tree o arbol
filogenético entre las especies.
Se observa a la izquierda el ancestro comun
que es el del genero Aspergillus y a la derecha
los clados. Se denota que de las especies de
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niger, neoniger y la de EL SALVADOR en
amarillo tienen un nodo con especie neoniger
pero que se diferencian por lo que han
evolucionado alejandose del genero original
,demostrado por la secuencia de bases
anterior son diferentes especies.Las ramas
indican relacion entre ellas y la longitud o
distancia del ancestro de las ramas representa
la cantidad de cambio evolutivo. La del El
Salvador ha evolucionado.

Las secuencias en formato FASTA utilizados,

son:
————————————————————————————————————————————— FORMATO FASTA
suessalvadorensis
TAGTGGCTGGTTACATCCGTGAGCGAATTAATACTCAATCTTATACTCTG
TACTCCATATTTTGAGTTTCCTCCAAAGTATCATTCTCTGAGGCCTAAGG
TAACACCTCTCCCGRACTAGTGAAGTCTTTCGAAGGACTTTGGGGGAACG
TTGGACGACGCATCGGCTGGACTGGGTGGLTGATATGTCGGCCTGGTATG
CGGATGGGCAGGTACAGAGCACGAGTAACTATTCGGTGCCGGATCGGLCE
AGTATCOTGGCGATGAATCTGTGEAGTAATGGGGGTAATTGETCGGGLGA
TAGTTTCAGACGGAGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGGTGTCTTGGGEE
TCAGATTCTTACGT

s>neoniger
GGGGETAATTGAATCCGTCGAGTGAGCCTAGCCCCRACATGEEGRAAGGE
TAAGttgggaggagcaggaggatcGGACCATGECTGCAGGCcagggesess
gteggegtgtgTTAATGGTCTGAATGACTCGGETAAGAGAGAAGATTGTG
AGTGAGATTGTGAGAAGTGATGATTTCATCTGGCCAAGTGAAGAACCGAC
CACCAMAATTATCGTGAGtagtggcagcagcagcagcagcagaaggatgl
CAGGCTCGCTGAGATTACTGTTTTCCGGATTATTCGCGCTGGGAATTTCT
CCATTGGCATGACTTGAGCCTCTTCTGCCGAGACAGGCTTAGCGCAGGLG
AGGCAGCTGGGATCCACATTCTGTTTTGAGATGGGTATCCTGACTGCTAA
>niger
GATCCTCGGAAGACAAAGAAAGATGGAGGCGGAAAACGAAACTGGTTAGﬂ
TTACTAAACTTTGGCATCTCCATCGTGGCCCATGGAAATACCCAGTGACC
CTCCTCCAGGGGCCGCTCTGGCGATGAAGTGCACGACTATGGCTACAATT
TTACGAACACACGACGCCACTCAAACAGTAGCGCTCAGGGCATTGCGGAC
TTCAAGACAAAGTTCGAGGCCGTTGAACCAGAGCCAGTTTTTGAAGAAAA
CGTGCATGGGCCCEATGCCCTTCCTCCGGATGACGACATGGTAAGAAAAC
TTGATAGCATCAACAGCGATAACACCGAAGGTAGTGAAGTCATTTGGAAC

-Tipo de relacion entre las especies
uessalvadoriensis, neoniger y niger.

5 M1 Aligament Explorer
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Fig 51. Relacidon entre las especies de El
Salvador, neoniger y niger.

En lafig 51 se observa que las tres especies no
coinciden en la secuencia, sino que
unicamente en 8 casos alineados que estan
sefialados con un asterisco coinciden en la
secuencia de GGG, CCC, AAA,TTT conservando
una relacién pero el resto de bases son
diferentes. Por lo que las tres especies no son
iguales en los lineamientos, por lo que
pudieron haber tenido mutaciones o regiones
no conservadas.

En ol contexto de biologia molecular y ganética, “neoniger” parece ser una designacién para una
especie a5 cue mencionas, ola

L Aquihay
un desglose de lo que se ve:

Cada linea representa una secuencia de nucledtidos (A, T, . G)

v * indican grados de similitud entre las

o des i en <om mis tolerables)
En el caso que pe 5@ puede observar que hay cierta similitud entre “neoniger” y las otras.
sacuencias, sun sién hay Hiferencias. Esto pucde ser indicativo de Ia relacidn evalutiva
entre estas especies © grupos.

nigex

Fig. 52. Relacion entre las especies de
uessalvadoriensis, neoniger y niger.

Se observa que hay diferencias porque la
secuencias no hay similitud, en la que las
especies han evolucionado en forma diferente
en los pares de bases, en forma filogenética si
hay diferencias marcadas. Coinciden en TTT,
GGG,AAA,CCC en los nucleotidos 166,75,72,
lo demas no estan alineadas.

-Comparacion de tres secuencias: Aspergillus
uessalvadoriensis y neoniger

>uessalvadoriensis1
CAGAGGACGAGTACCGAAGGTATGACTGGTCCGGCTCCGTTCACCCCACT
TGTTGTGTCTTGCCCGATCAGTTAACATGTCAGAGACTTAGTCTATCGGC
ACCCTGTCTGCGTAGTCAGACTGCCCTGAAGGTGAGGGAGATAGTCTGGA
>uessalvadoriensis2
CCGAAATCATTGAATTGAATTGCCCAATGGCCAGGGCCTTGGTGGTGCAG
TCAAGGAGTAATACATTGCTGTGGTTTGTATGTACAAAAGTACAGTCCGT
AACTATATCTAACCAAGCCCTCTGTGGAGTCCTCAGGAGCAGATAAGAAG

G

>NEONIGER
TCATGCCCTAACTCACGGTTCATGCTCTAACTCACGGTTCATGCTTTAACTCAC
GGTTAATGCCCTAACTCACGGTTCATGCCTTATCTCATGGTCCATGGGAGCCCT
TTTCGACCGGAGCCGAGCCTTGATTC
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Fig. 53. Comparacion de tres secuencias
uessalvadoriensis y neoniger.

En la fig 53 Se esta mostrando una secuencia
de ADN o ARN de diferentes muestras,
probablemente de un analisis genético. Cada
linea parece representar una secuencia
diferente, con un nombre de especie o
muestra seguido de la secuencia de
nucledtidos y su longitud. uessalvadoriensis2
y uessalvadoriensisl parecen referirse a
muestras de una especie que podria ser
endémica de El Salvador, dado el nombre.
neoniger podria referirse a otra especie o
muestra, posiblemente un organismo que ha
sido estudiado en el mismo contexto. Los
numeros al final de cada linea podrian indicar
la longitud de la secuencia en bases. Se
observan que ambas especies coinciden en
dos ocasiones marcado con asterisco las
regiones estan conservadas en un 40 a 60 %.
-Protein secuences . (Secuencias de
Protelnas) de Asperglllus.
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Fig 54. Protein secuences alineadas en
Clustalw y muscle. MEGA11

En la Fig 54 se tiene que las secuencias
alineadas coinciden 24 ocasiones lo que indica
estan conservando positivo con su ancestro
comun del género Aspergillus. Los asteriscos
indican que son aminoacidos idénticos que no
sufren sustituciones. Los que no tienen
simbolos indican una sustitucion no
conservada negativa, en donde los
aminoacidos son diferentes y no comparten
propiedades quimicas similares. Las letras L, C
y S en el contexto de secuencias de proteinas
generalmente representan los aminodacidos
especificos en una secuencia que coinciden,
son: L: Leucina (Leu) - Un aminoacido
hidrofébico que es importante en Ia
estructura de las proteinas. C: Cisteina (Cys) -
Un aminoacido que contiene azufre y es
conocido por formar enlaces disulfuro, lo que
ayuda a estabilizar la estructura de las
proteinas. S: Serina (Ser) - Un aminoacido
polar que a menudo participa en la
modificacién postraduccional de proteinas,
como la fosforilaciéon. En las secuencias de
proteinas, estas letras se utilizan para abreviar
los nombres de los aminoacidos, permitiendo
una representacién compacta de la secuencia.
Los sitios identificados estdn en la 23,29 y 38.
Con porcentajes de L 50.37% Protein
secuences,C 23.63% y S 26% (Bioinformatic
,2024). Para el caso los términos que
compartes se refieren a un conjunto de datos
relacionados con secuencias genéticas,
probablemente en un estudio de biologia
molecular o genética. Aqui te explico cada
parte: uessalvadoriensis2: Este es
probablemente un nombre de especie que se
ha identificado, tal vez en un contexto
geografico relacionado con El Salvador. El "2"
indica que es una variante o una segunda
muestra de esta especie. uessalvadoriensis1:
Similar al anterior, este es otro identificador
para una variante o muestra de la misma
especie, '"uessalvadoriensis", con el "1"
indicando que es la primera muestra.
GATAGTCTGGA---: Esta es una secuencia de




Pagina 167 de 349

nucledtidos que corresponde a
"uessalvadoriensis1". Los guiones al final
indican que hay partes de la secuencia que no
estan disponibles o son desconocidas.
neoniger: Este es el nombre de otra especie o
grupo taxonémico. La secuencia
CCGAGCCTTGATTC se relaciona con
"neoniger". Los Numeros (151, 150, 134):
Estos numeros podrian representar Ia
longitud de las secuencias de nucleétidos en
cada caso. Por ejemplo, "151" podria ser la
longitud de la secuencia para

"uessalvadoriensis2", "150" para
"uessalvadoriensis1" y "134" para "neoniger".
En resumen, parece ser un resumen de
secuencias de ADN de diferentes muestras o
especies, posiblemente en un contexto de
investigacion genética.

LT [ —— e ——

Fig. 55. Secuencias comparadas en programa
Blast.

En la Fig. 55 se observa que al comparar las
secuencias de fragmentos de
uessalvadoriensis con neoniger no se
encontré ninguna similitud significativa.
-Marco de lectura abierto del Aspergillus

orf

Fig. 56. Grafico ORF de la secuencia
Sequessalvadoriensis de 2450 bp

En la Fig 56 es un grafico ORF (Marco de
Lectura Abierto) circular implica interpretar la
representacion grafica de los marcos de

lectura en un  contexto  bioldgico,
generalmente en estudios de genomas. Aqui

tienes algunos pasos para entenderlo:
Estructura Circular: El grafico suele ser
circular, representando la secuencia de ADN.
Los puntos o segmentos en el circulo
corresponden a diferentes regiones del ADN.
Marcos de Lectura: Busca los marcos de
lectura abiertos, que estan sefializados y se
presentan como lineas o bloques. Cada ORF
representa una posible secuencia de
codificacién para una proteina. Direccion:
Observa la direccién de los ORF. Pueden estar
en la cadena directa (5' a 3') o en la cadena
complementaria (3' a 5'). Esto indica cdmo se
transcriben y traducen. Tamafio: Los ORF de
diferentes  longitudes pueden indicar
diferentes potenciales de codificacidn.
Generalmente, un ORF mads largo tiene mas
probabilidades de codificar una proteina
funcional. En un gréfico ORF circular, "1.7k"
generalmente se refiere a la longitud de un
marco de lectura abierto (ORF) que mide
1,700 pares de bases (bp) de longitud. La "k"
representa "kilo", que en este caso significa
mil. Esto implica que el ORF en cuestién
podria codificar una proteina, y su longitud es
relevante para entender su funcidn potencial.
Un ORF de 1.7k es relativamente largo vy
podria ser indicativo de un gen que codifica
una proteina de tamafio significativo. En un
grafico ORF circular, las flechas suelen tener
significados especificos relacionados con la
informacion genética representada. Segun
Direccidn de Transcripcion: Las flechas indican
la direccién en la que se transcribe el ADN a
ARN. Normalmente, apuntan de 5'a 3', que es
la direccidon en la que se sintetiza el ARN.
Orientacion del Gen: Pueden mostrar si el gen
estd en la cadena directa (sense) o en la
cadena complementaria (antisense). Una
flecha hacia fuera del circulo indica un gen en
la cadena directa, mientras que una flecha
hacia dentro puede representar un gen en la
cadena  complementaria. Senales de
Promotor o Terminador: Algunas flechas
pueden sefialar la ubicacién de promotores o
terminadores, que son elementos
reguladores que controlan la transcripcion del
gen. Relacidon entre ORF: En graficos mas
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complejos, las flechas pueden conectar
diferentes ORF o genes, indicando relaciones
funcionales o de regulacién entre ellos. En un
grafico ORF circular, las flechas que apuntan
hacia la izquierda o hacia la derecha
generalmente indican la direccién de
transcripcion de los marcos de lectura
abiertos (ORF). Aqui te explico mas sobre su
significado: Flechas hacia la derecha: Indican
gue el ORF correspondiente se encuentra en
la cadena de ADN en la direccién 5'a 3', lo que
significa que se estd transcribiendo desde esa
cadena. Esto se considera la cadena sense o
directa. Flechas hacia la izquierda: Indican que
el ORF estd en la cadena complementaria,
transcribiéndose en la direccién 3' a 5'. Esta
cadena se conoce como antisense. En
resumen, la direccion de las flechas
proporciona informacion sobre cémo se
sintetiza el ARN a partir del ADN vy la
orientacidon de los genes en el genoma.
-Analisis build dotplot. (Grifico de puntos)
muestra Aspergillus
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Fig. 57. Grafico build dotplot de la secuencia
uessalvadoriensis.

En la Fig 57 el andlisis Wild Dotplot es una
técnica utilizada en bioinformatica y biologia
molecular para comparar secuencias de ADN,
ARN o proteinas. Un dotplot (o "grafico de
puntos") es una representacién visual que
permite observar la relacion entre dos
secuencias. En un dotplot: Cada secuencia se
representa en un eje (horizontal y vertical). Se
coloca un punto donde las bases o
aminoacidos de las dos secuencias coinciden.
El andlisis Wild Dotplot se refiere a un enfoque
que utiliza un dotplot para identificar
similitudes, divergencias y patrones en las

secuencias: ldentificacion de Regiones
Conservadas: Los puntos agrupados en la
grafica pueden indicar regiones que han sido
conservadas a lo largo de la evolucion.
Deteccion de Repeticiones: Las lineas
diagonales o agrupaciones de puntos pueden
revelar repeticiones o patrones dentro de las
secuencias. Comparacién de Genomas: Es util
para comparar genomas completos,
identificando homologias entre diferentes
especies. Visualizacion de Variabilidad: Puede
ayudar a identificar variaciones en secuencias,
como inserciones, deleciones o sustituciones.
Interpretacién Diagonal: Una linea diagonal
indica similitudes continuas entre las dos
secuencias. Ruido o puntos dispersos: Puede
indicar diferencias significativas o variabilidad
entre las secuencias. Un dotplot es una
representacion grafica que permite visualizar
las similitudes y diferencias entre dos
secuencias (de ADN, ARN o proteinas)
colocando puntos en un grafico donde
coinciden elementos equivalentes. La linea
recta invertida en build dotplot significa:
Similitud Inversa: Una linea diagonal que se
inclina hacia abajo (invertida) puede indicar
qgue hay similitudes entre las secuencias en el
sentido inverso. Esto puede ser indicativo de
gue una de las secuencias estd en la direccion
opuesta (3'a5') o que se esta considerando la
secuencia complementaria. Reversibilidad: En
algunos casos, puede senalar que hay
secciones que son complementarias entre si,
sugiriendo que las secuencias son
homologadas, pero en orientaciones
opuestas. Repeticiones: A veces, una linea
invertida también puede sefalar regiones
repetitivas que han sido reordenadas o
invertidas en comparacién con una de las
secuencias. Estructura de Genes: En el andlisis
de genes, una linea recta invertida puede
representar un gen que esta orientado en
direccién opuesta a otros genes en la misma
region del genoma.
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Fig 58. Analisis de las secuencias
uessalvadoriensis y neoniger en programa
VectorBuilder.

En la Fig 58 es una alineacidn de secuencias
de ADN. Que significa: NUmeros en la Parte
Superior: Los numeros (135, 9) generalmente
representan la longitud de las secuencias o la
posicion de alguna de las secuencias
alineadas. Sin mas contexto, es dificil decir
con certeza qué significan, pero podrian
indicar el inicio o la posicion de las secuencias.
Secuencias de ADN: Las lineas con letras (A, T,
C, G) representan nucleétidos de ADN. Los
guiones (-) indican posiciones donde hay
inserciones o eliminaciones (gaps) en la
alineacién. Cada letra corresponde a un
nucleétido: A: Adenina, T: Timina, C: Citosina,
G: Guanina. Alineacién: Las lineas con |
representan  coincidencias  entre las
secuencias alineadas. Cuantos mas se
encuentren, mas similar es la secuencia en esa
posicion. Los espacios o puntos (.) pueden
indicar que hay una diferencia en esa posicién
especifica entre las secuencias. Interpretacion
General: Este tipo de alineacion se utiliza para
comparar dos o mas secuencias de ADN y ver
cémo se relacionan entre si. Las similitudes
pueden indicar homologia, lo que sugiere que
las secuencias provienen de un ancestro
comun o que tienen funciones bioldgicas
relacionadas.

Los resultados de un alineamiento de
secuencias de ADN entre dos secuencias:
"neoniger" y "uessalvadoriensis". Significa:
Alignment type: DNA alignment: Indica que se

trata de un alineamiento de secuencias de
ADN. Matrix: EDNAFULL: Se refiere a la matriz
de puntuacién utilizada para evaluar Ia
similitud entre nucleétidos. EDNAFULL es una
matriz comuinmente usada para
alineamientos de ADN, que asigna puntajes a
las coincidencias y diferencias entre
nucledtidos. Gap penalty: 2.0: Este es el costo
asignado por introducir un espacio (gap) en el
alineamiento. Un valor mas alto significa que
se penaliza mas la introduccién de gaps.
Extend penalty: 2.0: Este es el costo adicional
por extender un gap una vez que se ha
introducido. También influye en la forma en
gue se manejan las inserciones vy
eliminaciones en la alineacidén. Score: 268.0:
Este es el puntaje total del alineamiento. Un
puntaje mas alto indica un alineamiento mas
favorable entre las dos secuencias. Sequence
1 neoniger length: 135: Longitud de la primera
secuencia (neoniger) es de 135 nucledtidos.
Sequence 2 uessalvadoriensis length: 152:
Longitud de la segunda secuencia
(uessalvadoriensis) es de 152 nucledtidos.
Alignment length: 189: La longitud total del
alineamiento, que incluye las secuencias
alineadas mas los gaps. Identity: 88/189
(46.56%): Indica que hay 88 posiciones en las
que las dos secuencias son idénticas, lo que
representa el 46.56% de la longitud total del
alineamiento. Similarity: 88/189 (46.56%): La
similitud es la misma que la identidad en este
caso, lo que sugiere que no hay diferencias en
la forma en que se estan contando (es decir,
no se estdn considerando las similitudes
basadas en propiedades quimicas de los
nucledtidos). Gaps: 91/189 (48.15%): Indica
que hay 91 posiciones que son gaps en el
alineamiento, representando el 48.15% del
alineamiento total. Esto puede sugerir que
hay una gran cantidad de diferencias entre las
secuencias, o que las secuencias son mas
diversas en longitud. Resumen El
alineamiento sugiere que las secuencias
"neoniger" y "uessalvadoriensis" tienen un
grado moderado de similitud (46.56%), pero
también una alta proporcién de gaps, lo que
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puede indicar variaciones significativas entre
ellas.
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Fig. 59. A. Distancia de Filogenia de las
especies uessalvadoriensis y neoniger.

En la Fig 59 A el valor estimado del pardametro
de forma para la distribucién Gamma discreta
es 23,3524, El patron y las tasas de sustitucion
se estimaron segun el modelo Tamura-Nei
(1993) (+G) [1]. Se utilizé una distribucién
Gamma discreta para modelar las diferencias
en las tasas evolutivas entre sitios (5
categorias, [+G]). Las tasas evolutivas medias
en estas categorias fueron 0,73, 0,88, 0,99,
1,10 y 1,30 sustituciones por sitio. Las
frecuencias de nucledtidos son A = 23,50 %,
T/U=26,50%, C=25,35%y G =24,65 %. Para
estimar los valores de ML, se calculd
automaticamente una topologia de arbol. La
maxima verosimilitud logaritmica para este
calculo fue -580,228. Este andlisis involucré 3
secuencias de nucledétidos. Las posiciones de
coddn incluidas fueron 1.2, 2.2, 3.2 y no
codificante. Hubo un total de 156 posiciones
en el conjunto de datos final. Los analisis
evolutivos se realizaron en MEGA11. Indica
una secuencia de ADN o ARN de diferentes
muestras, probablemente de un analisis
genético. Cada linea parece representar una
secuencia diferente, con un nombre de
especie o muestra seguido de la secuencia de
nucledtidos y su longitud. uessalvadoriensis2
y uessalvadoriensisl parecen referirse a
muestras de una especie que podria ser
endémica de El Salvador, dado el nombre.
neoniger podria referirse a otra especie o
muestra, posiblemente un organismo que ha
sido estudiado en el mismo contexto. Los
numeros al final de cada linea podrian indicar
la longitud de la secuencia en bases. Los
numeros (1.17, 1.58, 1.87): Estos podrian ser

valores que representan alguna medida,
como la distancia genética, la divergencia
entre las secuencias, o algun otro tipo de
comparacién (como tasas de sustitucion o
medidas de diversidad). En este contexto, Fig.

Original Tree | Bootstrap consensus Tree

uessalvadoriensis1

uessalvadoriensis2

neoniger2

NEONIGER

31252

Original Tree  Bootstrap consensus Tree

uessalvadoriensis1

uessalvadoriensis2

neoniger2

59. B. Distancia de Filogenia de las especies
uessalvadoriensis y neoniger.

podrian indicar la similitud o diferencia
genética entre las muestras. Los numeros
como 1.17, 1.58 y 1.87, en el contexto de un
analisis genético, generalmente se
interpretan como medidas de distancia
genética entre las secuencias de ADN de las
muestras. Distancia genética: Estas cifras
suelen representar la cantidad de cambios o
diferencias nucleotidicas entre las secuencias.
Un numero mas bajo sugiere una mayor
similitud genética, mientras que un nimero
mas alto indica que las secuencias son mas
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diferentes. Escala: La escala de las distancias
puede variar dependiendo del método
utilizado para calcularlas (por ejemplo,
distancia de Kimura, distancia de Jukes-
Cantor, etc.). Es importante saber qué método
se usd para interpretar correctamente los
valores. Comparaciones: Si consideras que
uessalvadoriensisl y  uessalvadoriensis2
tienen una distancia de 1.17, esto podria
indicar que son bastante similares
genéticamente. En cambio, si comparas
uessalvadoriensisl con neoniger y obtienes
una distancia de 1.58, esto sugiere que hay
una diferencia notable entre ellos. Una
distancia de 1.87 entre uessalvadoriensis2 y
neoniger indica una diferencia aun mayor, lo
gue podria significar que estas dos especies
estdn mas  distantes  evolutivamente.
Interpretacion evolutiva: Estas distancias
pueden proporcionar informaciéon sobre la
historia evolutiva de las especies, ayudando a
construir arboles filogenéticos que muestren
las relaciones entre ellas. En el contexto de
filogenia, una "posicién" de 58 generalmente
se refiere a una ubicacidn especifica en un
arbol filogenético, que es una representacion
grafica de las relaciones evolutivas entre
diferentes especies o grupos. En la Fig 59 B
Aqui hay algunas interpretaciones posibles:
Numero de posicidn: Puede indicar que una
especie ocupa el puesto 58 en el arbol
filogenético. Esto significa que, al contar
desde la raiz del arbol hacia las hojas (las
especies mas modernas), esa especie en
particular se encuentra en la posicién 58 lo
que indica que ha habido una divergencia
evolutiva. Longitud de ramas: En algunos
arboles filogenéticos, los nimeros pueden
estar relacionados con la longitud de las
ramas, lo que indica la cantidad de cambios
genéticos que han ocurrido en esa linea
evolutiva. Identificacidn de secuencia: Si estas
analizando un conjunto de datos, el nimero
58 podria ser una referencia a una secuencia
especifica, lo que facilita su identificacién en
el analisis. Analisis comparativo: Puede usarse
para facilitar la comparacién entre especies o
grupos en estudios donde se han ordenado

segln sus caracteristicas genéticas. Se tiene
uessalvadoriensisl - uessalvadoriensis2: La
distancia es 18.62, lo que indica que hay una
diferencia evolutiva relativamente pequefia
entre estas dos secuencias.
uessalvadoriensisl - neoniger2: La distancia
es 20.29, que también indica una diferencia
evolutiva moderada.uessalvadoriensis2 -
neoniger2: La distancia es 32.89, lo que
sugiere una mayor diferencia evolutiva en
comparacién con los pares anteriores. Ultima
fila (neoniger): Parece que hay un valor
adicional que incluye una comparacién con
neoniger. Las distancias indican cdémo se
relacionan las secuencias de neoniger con las
otras dos: neoniger - uessalvadoriensisl:
40.58, neoniger - uessalvadoriensis2: 42.65,
neoniger - neoniger2: 50.41. Interpretacion
general: Los nUmeros mas bajos indican que
las secuencias estan mas estrechamente
relacionadas evolutivamente, mientras que
los nimeros mas altos sugieren una mayor
divergencia. Esto podria usarse para inferir
relaciones filogenéticas, como qué especies
estan mas relacionadas entre si y cdmo han
evolucionado a lo largo del tiempo.

-Protein GRAVY results. (Resultado de
proteinas GRAVY) muestra Aspergillus El
Salvador.

Results for 2450 residue sequence
"Sequessalvadoriensis" starting ACGGACGTTA
es 0.741

Se refiere al calculo del indice GRAVY
(Hydropathicity Value), que mide la hidropatia
o la capacidad de una proteina para
interactuar con el agua. Un valor GRAVY se
calcula sumando los valores de hidropatia de
los aminoacidos que componen la proteina.
Para el resultado es 0.741. Este valor positivo
indica que la proteina tiene una tendencia a
ser hidréfoba, es decir, tiene mas aminoacidos
gue son menos solubles en agua. Las
proteinas con valores GRAVY altos suelen ser
menos solubles en soluciones acuosas y
pueden tener funciones que requieren
interacciones menos favorables con el agua,
como las que se encuentran en membranas
celulares. El término "Hidrofoba" se refiere a
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la propiedad de una molécula o sustancia de
ser repelente al agua. Las moléculas
hidréfobas tienden a no disolverse en agua y,
en cambio, prefieren interactuar entre si. Esto
se debe a su estructura quimica, que suele
estar compuesta por grupos apolares o no
cargados. En el contexto de las proteinas, los
aminodcidos hidréfobos suelen encontrarse
en el interior de la proteina, donde estadn
protegidos del agua, mientras que los
aminodcidos hidrofilicos (que atraen el agua)
suelen estar en la superficie, interactuando
con el medio acuoso. Esta disposicion es
importante para la estructura y funcion de la
proteina, ya que influye en su plegamiento y
estabilidad.

-Mutate for Digest results. (Mutar para
obtener resultados de Digest). Aspergillus
muestra El Salvador.

Mutate for Digest results

q ; s
J sequence and translations for mutated version
sequence and translations for non-mutated version

Results for linear 2450 residue sequence iensis" starting

o _co

Fig 60. Grafico Mutate for Digest results.

Se refiere a un andlisis que muestra las
secuencias de proteinas y sus traducciones
correspondientes, tanto para una version
mutada como para una versidén no mutada de
una secuencia especifica. Desglose de los
resultados: Secuencia lineal de 2450 residuos:
Se esta trabajando con la secuencia de la
proteina Sequessalvadoriensis que comienza
con ACGGACGTTA. Mutacién: El andlisis
parece comparar dos versiones de la
secuencia, una mutada y otra no mutada.
Aunque no se especifican los cambios en
extracto, estas mutaciones pueden implicar
sustituciones de aminoacidos en la secuencia.
Traducciones: A continuacién, se presentan
las traducciones de las secuencias de
nucledtidos a aminoacidos. Las letras
representan aminodacidos especificos: Por

ejemplo, "T" corresponde a treonina, "D" a
acido aspartico, "V" a valina. Codones: Las
lineas que muestran secuencias de
nucledtidos indican cdmo los codones de la
secuencia se traducen en aminodcidos.
Estructura: La estructura de los resultados
sugiere que la comparaciéon de aminodcidos
en las posiciones dadas muestra si hay alguna
diferencia significativa entre la versidn
mutada y la no mutada.

-Group Protein results. (Resultado de grupo
de proteinas.). Aspergillus. El Salvador.

Group Protein results

Group Protein results

Results for 2450 resi e "Sequessalvador

starting "ACGORCGTTA"

Fig 61. Group Protein results.

Se refiere a un andlisis que agrupa o presenta
informacion sobre una secuencia de
proteinas. En este caso, se estdn mostrando
los resultados para una secuencia de 2450
residuos de la proteina Sequessalvadoriensis,
comenzando con ACGGACGTTA. Desglose de
los resultados: Secuencia de Nucledtidos: La
informacion que proporcionas incluye la
secuencia completa de nucledtidos de la
proteina. Cada linea muestra un fragmento de
esta secuencia. Representacién de Codones:
La secuencia estd escrita en bloques que
pueden representar codones, que son grupos
de tres nucledtidos que codifican un
aminodcido. Organizacién: Los numeros al
inicio de las lineas indican la posiciéon dentro
de la secuencia total. Esto es util para referirse
a partes especificas de la secuencia. Estudio
de la Secuencia: Estos resultados son
importantes para entender la composicién y
estructura de la proteina.

-CpG islands results. (Resultados de las islas
CpG). Aspergillus El Salvador
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CpG Istands results

for 2450 residue sequence "Sequessalvadori " starting "ACGGACOTTA"
= 50.50)

G island de

CpG island detected in regi (Cba/Exp

(Cbs/Exp

cpG island d

island

Fig. 62 CpG Islands results.

Se refiere a un analisis que identifica islas CpG
en una secuencia de ADN. Las islas CpG son
regiones ricas en pares de bases citosina (C) y
guanina (G) donde los nucledtidos C estan
seguidos por nucleétidos G en el mismo
sentido, y son importantes en la regulacién de
la expresion génica. Desglose de los
resultados: Isla CpG detectada en la region
340 a 539:0Obs/ Exp = 0.80: Este valor
representa la relacion entre la cantidad
observada de dinucleétidos CpG vy la cantidad
esperada. Un valor menor a 1 sugiere que hay
menos CpG de lo esperado, lo cual es comun
en muchas secuencias gendémicas. %GC =
50.50: Esto indica que el 50.50% de los
nucledtidos en esa regidon son guanina vy
citosina, lo que es un porcentaje
relativamente alto y comun en islas CpG. Isla
CpG detectada en la region 341 a 540:0bs/Exp
= 0.78: Similar al anterior, este valor indica
que la cantidad de dinucleétidos CpG es
también menor de lo esperado.% GC = 51.00:
Indica un ligero aumento en el contenido de
GC en esta region. Interpretacion:
Importancia Bioldgica: Las islas CpG a menudo
estan asociadas con promotores de genes y
pueden ser cruciales para la regulacion de la
expresion génica. La metilacion de las
citosinas en estas regiones puede influir en si
un gen se activa o se silencia.

-Group DNA results. (Resultado de grupos
DNA) Aspergillus.

Results for 2450 residue sequence
Sequessalvadoriensis starting ACGGACGTTA
Se refiere a un analisis que clasifica o agrupa
secuencias de ADN en funcién de ciertas
caracteristicas, similitudes o criterios
especificos. Se aplica a una secuencia de 2450

residuos del organismo Sequessalvadoriensis,
comenzando con ACGGACGTTA. Desglose del
significado: Group DNA results:Indica que se
han agrupado o clasificado secuencias de
ADN. Esto puede implicar la identificacidon de
secuencias homoélogas, la clasificacién en
familias de genes, o la agrupaciéon segun
propiedades funcionales o estructurales.
Results for 2450 residue sequence:Esto
especifica que los resultados se basan en una
secuencia de ADN que tiene 2450 residuos
(nucledtidos), sugiriendo que se trata de una
secuencia considerablemente larga. Starting
ACGGACGTTA: Indica que la secuencia
analizada comienza con "ACGGACGTTA", lo
que proporciona un contexto especifico para
la agrupacién o andlisis. Implicaciones del
analisis:Agrupar secuencias de ADN es util
para: Identificacion de homologias: Encontrar
genes o secuencias relacionadas
evolutivamente en diferentes organismos.
Estudios funcionales: Analizar funciones
compartidas entre genes o secuencias
agrupadas. Filogenética: Investigar relaciones
evolutivas entre diferentes especies a través
de sus secuencias de ADN.

-Proteins stats results. Muestra de El
Salvador.
Results for 2450 residue sequence

"Sequessalvadoriensis" starting
ACGGACGTTA

Pattern: :;;r::: Percentage:

A 594 24.24

B 0 0.00

C 579 23.63

D 0 0.00

E 0 0.00

F 0 0.00

G 640 26.12

H 0 0.00

| 0 0.00

K 0 0.00

L 0 0.00

M 0 0.00

N 0 0.00

P 0 0.00

Q 0 0.00
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R 0 0.00
S 0 0.00
T 637 26.00
\ 0 0.00
w 0 0.00
X 0 0.00
Y 0 0.00
z 0 0.00
Aliphatic G,AV,L,I 1234 50.37
Aromatic FW,Y 0 0.00
Sulphur C,M 579 23.63
Basic K,R,H 0 0.00
Acidic B,D,E,N,Q,Z 0 0.00
Aliphatic hydroxyl S,T 637 26.00
;}TE’\,‘?LR, CMS\‘/’Ttthxse class V579 23.63
tRNA synthetase class 1] 1871 76.37

B,G,A,P,S,T,H,D,N,K,F

Fig 63 A. Resultados de las estadisticas de
proteinas

En la Fig 63 A. El Aspergillus tiene que en La
Proteina A: Se encontré 594 veces, lo que
representa el 24.24% del total de
observaciones. Proteina B: No se encontré en
ninguna observacién, lo que significa que su
porcentaje es 0.00%. En resumen, la Proteina
A es bastante comuUn en los datos
muestreados, mientras que la Proteina B no
se ha detectado en absoluto. Los datos
parecen ser estadisticas sobre la frecuencia de
aparicion de  diferentes grupos de
aminodcidos en proteinas o en un conjunto de
datos especifico. El grupo de los Alifaticos (G,
A, V, L ) Encontrados 1234 veces.
Representan el 50.37% del total. Esto indica
que estos aminoacidos son los mds comunes
en tu conjunto de datos. Aromaticos (F, W, Y):
Encontrados O veces. Representan 0.00%. No
hay presencia de estos aminoacidos en el
conjunto. Azufre (C,M): Encontrados 579
veces. Representan el 23.63%. Estos
aminodcidos son relativamente comunes.
Basicos (K, R,H): Encontrados O veces.
Representan 0.00%. Al igual que los
aromaticos, no se han detectado. Acidos
(B,D,E,N,Q,Z):Encontrados O veces. También
0.00%. Ninguno de estos aminodcidos estd
presente. Alifaticos hidroxilados (S,T):
Encontrados 637 veces. Representan el

26.00%. Son un grupo significativo en tu
conjunto. tRNA sintetasa clase I
(z,E,Q,R,C,MV,LYW): Encontrados 579
veces. Representan el 23.63%. Un grupo
importante, similar a los aminodcidos
azufrados. tRNA  sintetasa clase |l
(8,G,A,PSTH,D,N,KF): Encontrados 1871
veces. Representan el 76.37%. Este grupo es
el mds abundante en tu conjunto de datos. No
se encontraron aminoacidos aromaticos,
basicos o acidos. Lo anterior es un analisis de
la composicion de aminoacidos en un
conjunto de datos, posiblemente relacionado
con secuencias de proteinas o muestras
bioldgicas. La composicién de aminodcidos en
los hongos tiene un papel crucial en su
biologia y funciones. Aqui te explico cémo
puede beneficiarle a un hongo tener la
variedad de aminodacidos que se describen:
Alifaticos (G, A, V, L, I): Funcién: Estos
aminodcidos son clave para la formacion de
estructuras proteicas estables, contribuyendo
a la hidrofobicidad y el plegamiento de
proteinas. Su alta proporcién puede ayudar al
hongo a mantener la integridad de sus
proteinas, favoreciendo su crecimiento vy
adaptacion a diferentes entornos. Ausencia
de Aromaticos (F, W, Y): Implicacion: Aunque
la ausencia de estos aminodcidos es inusual,
podria sugerir que el hongo ha adaptado su
metabolismo o su entorno para no requerir
estas estructuras. Esto podria estar
relacionado con su nicho ecolégico o su
manera de interactuar con su entorno. Azufre
(C, M):Funcién: Los aminoacidos que
contienen azufre son importantes en la
formacion de enlaces disulfuro, que
estabilizan la estructura tridimensional de las
proteinas. Esto puede ser crucial para las
funciones enzimaticas y la resistencia a
condiciones adversas. Ausencia de Basicos (K,
R, H): Implicacion: La falta de aminoacidos
basicos puede limitar la capacidad del hongo
para interactuar electrostaticamente con
otras moléculas. Sin embargo, esto podria ser
una adaptacién a su entorno, donde no
necesita estas interacciones para su
supervivencia. Ausencia de Acidos (B, D, E, N,
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Q, Z):Implicacién: La ausencia de aminodcidos
acidos puede sugerir que el hongo no necesita
estas caracteristicas para su metabolismo o
podria estar utilizando otros mecanismos para
regular el pH o llevar a cabo reacciones
bioquimicas. Alifaticos Hidroxilados (S, T):
Funcién: Estos aminoacidos son importantes
para la formacidn de enlaces de hidrégeno y
la estabilidad de las estructuras proteicas. Su
presencia ayuda al hongo a mantener la
funcién y estabilidad de sus proteinas en
condiciones variadas. tRNA Sintetasa Clase | y
Il: Funcién: La presencia de aminodacidos
relacionados con estas sintetasas sugiere que
el hongo tiene una capacidad robusta para
traducir proteinas. Esto es fundamental para
la sintesis de proteinas necesarias para su
crecimiento, reproduccidn y respuesta a
cambios ambientales. En conjunto, la
composicion de  aminoacidos  refleja
adaptaciones evolutivas del hongo a su
entorno. La predominancia de ciertos grupos
de aminodcidos puede facilitar su crecimiento
y supervivencia en condiciones especificas,
afectando su metabolismo, interaccidon con
otros organismos y respuesta a factores
ambientales. Los aminoacidos son los bloques
de construccidon de las proteinas, que son
esenciales para casi todas las funciones
bioldgicas en los organismos. Aunque los
aminodcidos en si mismos no se encuentran
en las secuencias de ADN, la relacién entre el
ADN y los aminodcidos es crucial. Codificacidn
de proteinas: El ADN contiene secuencias de
nucledtidos que se organizan en genes. Cada
gen se transcribe a ARN mensajero (ARNm),
que luego se traduce en una secuencia de
aminodcidos. Esta secuencia determina la
estructura y funcion de la proteina resultante.
Codigo genético: Cada grupo de tres
nucledtidos (coddn) en el ARNm corresponde
a un aminoacido especifico. Por lo tanto, la
secuencia de ADN determina qué
aminodcidos se ensamblan para formar una
proteina. Funciones bioldgicas: Las proteinas
desempenan funciones estructurales,
enzimaticas, de transporte, defensa, entre
otras. Los aminodacidos son fundamentales

para estas funciones, y su diversidad permite
la gran variedad de proteinas que existen en
los organismos. En resumen, aunque los
aminodacidos no estan directamente en el
ADN, su secuencia estd codificada en el ADN y
es esencial para la produccién de proteinas y
el funcionamiento de los organismos. Para
interpretar los aminoacidos en las secuencias,
se utiliza el cédigo genético, que asigna un
codon de tres nucledtidos a cada aminoacido.
Primero, se transcribe la secuencia de ADN a
ARN mensajero (ARNm), y luego este ARNm
se traduce en una cadena de aminodcidos
durante la sintesis de proteinas. Cada coddn
en el ARNm corresponde a un aminoacido
especifico, lo que permite ensamblar la
proteina en el orden correcto.

Discusion.

La PCR fue inventada por Karry Mullis en el
afio 1983. El uso de la PCR para el diagndstico
de Aspergillus se ha reportado desde
principios de la década de 1990. En 2006 se
constituyd la Iniciativa Europea de PCR por
Aspergillus, en la que propuso protocolos
estandarizados para la evaluacién clinica
generalizada de la PCR por Aspergillus de
forma rapida y oportuna en los criterios de
diagnostico de la enfermedad. (Blanco, 2010).
Las técnicas de secuenciacidn moderna son
de segunda y tercera generacion. La Segunda
generacion produce gran cantidad de lecturas
cortas de 25-400 bp de secuencias de ADN. En
esta generacidn se destaca la empresa
[llumina Inc, actualmente es la empresa que
ofrece servicios de calidad y control estricto
en sus procedimientos es la vanguardia de
este siglo. El concepto detras de la tecnologia
NGS es similar a las técnicas de secuenciacidon
de Sanger. El principio original del método de
Sanger es el uso de desoxinucleotidos como
terminadores de la cadena de ADN, donde
impide seguir replicandose. Por lo que se
divide en cuatro reacciones de secuencias
separadas que contienen los cuatro
desoxinucleotidos estandar que son: dATP,
dGTP, dCTP, dTTP y la ADN polimerasa.
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Terminan la elogacion de la cadena lo que
permite una fragmentacion de ADN de varios
tamafios de longitud. (Sanger, 1977). En
cambio, la tecnologia de lllumina utiliza el
método de secuenciacion por sintesis,
permitiendo la lectura paralela de millones de
fragmentos por medio de la deteccién de las
bases individuales a medida que se
incorporan a las cadenas de ADN en
crecimiento. Su método consiste en ciclos
secuenciales de sintesis. Durante cada ciclo
los nucledtidos se identifican mediante
excitacion del fluoréforo , creando una
imagen de un terminador reversible marcado
fluorescentemente a medida que se afade
cada dNTP, y luego se separa para el ingreso
de la siguiente base. Al finalizar, se obtiene
una secuenciacién base por base con datos de
alta precision y calidad. Los de Tercera
generacion son las técnicas de secuenciacion
masiva de acidos nucleicos conocidas como
third-generation sequencing (TGS), las cuales
permiten extensiones de hasta 2.3 Mb y no
requieren de una amplificacién preliminar.
(Hlumina, 2022) Existe una tecnologia Single
Molecule, Real-time (SMRT) que permite
incorporar lecturas de unos 60.000 pares de
bases (bp), que propone una ventaja de
rastrar variaciones estructurales o que
presentan dificultades en la amplificacién de
ciertas areas del genoma de un estudio en
particular. la  secuenciacién  mediante
nanoporos Su desventaja es que presenta la
limitaciéon de que se requiere de una gran
cantidad de ADN, para poder secuenciar y
obtener un resultado fiable.
(Valderrama,2020). En otros estudios reporta
que el tamano de los genomas es variado
entre las diversas especies de Aspergillus spp,
estos varian entre 28.81 y 33.289 kb, su
diferencia de tamano es de 323 a 4.479 kb. El
numero de genes varia entre 9630 y 12074
(Rokas, 2007) en nuestro caso fue de 15000
pb. En resumen, después de la extraccidon de
gADN en el control de calidad, se lleva a cabo
una gPCR en la que una maquina de gPCR
mide la intensidad de la fluorescencia emitida
por la sonda en cada ciclo. También se conoce

como PCR cuantitativa en tiempo real, o gPCR,
que es un método estandar para cuantificar
los niveles de expresién génica en una
muestra. En este método, se utilizan
moléculas fluorescentes para permitir la
cuantificacién de los productos amplificados,
se mide y cuantifica la fluorescencia de las
moléculas; normalmente, estas moléculas son
tintes que se intercalan entre las bases de la
doble hélice del ADN. (MERK,2024) La PCR en
tiempo real es una técnica molecular que
permite amplificar y cuantificar el ADN de
forma rapiday precisa. Permite hacer miles de
millones de copias de una regién particular
del ADN. En otras palabras, puede medir la
cantidad de ADN amplificado que hay durante
la prueba. Su método consiste en utilizar una
sonda fluorescente que se hibrida con la
secuencia amplificada y emite una seial
fluorescente cuando se excita con luz a una
longitud de onda especifica. A medida que se
amplifica el ADN, aumenta la cantidad de
sonda fluorescente unida al ADN amplificado,
esta intensidad de la sefal fluorescente se
mide en cada ciclo de PCR y se utiliza para
cuantificar la cantidad de ADN presente en la
muestra. Actualmente, existen dos tipos de
sondas para cuantificar la amplificacion en un
ensayo de gPCR: colorante fluorescente y
sonda fluorescente. (LABBOX,2024). En
nuestro estudio se utilizé sonda fluorescente.
Los ensayos de PCR cuantitativa en tiempo
real (qPCR) tienen poca sensibilidad en el
propio ensayo de PCR que utiliza técnicas
como la seleccién de genes con multiples
copias por genoma para determinar la
cantidad total de ADN analizado. (Revista
Microbiologia, 2005) Otros estudios reportan
gue para caracterizar y diferenciar el género
Aspergillus se han utilizado métodos basados
en biologia molecular, como el analisis de las
secuencias que codifican los genes de los
RNAs ribosémicos eucariotas 18S, 5.8S y 28
(Loredo,1997). En nuestro caso, se utilizo la
extraccion de ADN como método de
tipificacion molecular. La técnica RAPD se ha
utilizado en estudios de determinaciéon
genética, para distinguir entre cepas de una
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especie, asi como en analisis taxondmicos y
evolutivos (Demeke, 1994) El Aspergillus es
filamentoso compuesto por cadenas de
células, llamadas hifas, el tipo de hongos
opuestos a la levadura, que estan compuestos
por una sola célula redonda. (Conant, 1972).
El Aspergillus puede causar multiples
procesos patoldgicos. Entre los factores de
patogenicidad de este hongo se encuentran:
Debido al pequefio tamafio de sus conidios,
permite su aspiracion, causando infeccién en
el pulmén y los senos paranasales; su
capacidad de crecer rapidamente a 379C, lo
gue lo hace ideal para afectar a los humanos;
su capacidad para adherirse a las superficies
epiteliales y posiblemente endoteliales y su
gran tendencia a invadir los vasos sanguineos.
Para estudiar un hongo en particular, se
pueden utilizar muestras orgdnicas o estudios
de metabolitos que son especificos de los
hongos para diferenciar las diferentes
especies del género Aspergillus.
(Frisvad,2007). Un trabajo relacionado con la
obtencion de PCR y ADN de Aspergillus sp en
muestras clinicas encontré que el uso de
estudios moleculares como la PCR en tiempo
real es un procedimiento confiable para la
cuantificaciéon y evaluacion de la infeccidon
pulmonar por A. fumigatus en modelos
animales.  (Sabino,2020) En  muestras
bioldgicas existe una variedad de técnicas
moleculares en el mercado internacional para
obtener una secuenciacion o tipificacion de
hongos. En nuestro estudio se encontré que la
técnica utilizada por MACROGEN INC parecida
al metodo de Sanger o metodo por
secuenciacion en cadena, es muy efectiva
para obtener informacién en tiempo real para
el estudio del gADN vy el andlisis molecular de
un hongo en particular. De los métodos
moleculares utilizados para los estudios
taxondmicos en Aspergillus spp, destacan: el
andlisis de las secuencias de ADN que
codifican para RNAs ribosémicos (rRNA) y
espaciadores internos transcritos (ITS) asi
como la técnica RAPD. (Loredo,1997).
Ademas, entre otros usos, la técnica RAPD se
ha utilizado con otros organismos como

alternativa a los sRFLP, ya que proporciona
informacion mas facil, rapida y fiable para
mapear las caracteristicas genéticas de
cualquier especie. (Cuerno, 1992). En nuestro
estudio se realizd analisis de ADN que
utilizaron analisis de fragmentos de ADN,
amplificados por PCR, que codifican para los
genes de ARNr, tiene gran utilidad en la
clasificacion  taxondémica del  género
Aspergillus, su ventaja radica en que estas
secuencias de ITS se amplifican facilmente por
PCR, debido a que son repetitivas. Existen
otros estandarizados como el micelio de
Aspergillus, se probaron diferentes métodos
de extraccion de ADN como: el método de
extraccion de ADN y modificado para tejidos
vegetales (Martinez-Soriano, 1993). En 1975
se comenzd a utilizar como método
alternativo un  nuevo método de
identificacién de hongos conocido como
espectrometria de masas MALDI-TOF, basado
en el perfil proteico especifico de cada uno de
ellos. En el caso de los hongos filamentosos,
concretamente del género Aspergillus, una de
sus limitaciones es su capacidad para
identificar especies de forma multidiversa. Se
trata de una técnica de ionizacién suave, que
permite detectar proteinas. La
espectrometria de masas se basa en la
obtencidn de iones a partir de moléculas en
fase gaseosa; Una vez obtenidos estos iones,
se separan segun su masa y carga, Yy
finalmente se detectan mediante un
dispositivo espectrometro de masas MALDI-
TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight). (Vidal,
2018). Otro método para identificar conidios
e hifas para la deteccion de los ADN de
Aspergillus que circulan en la comunidad es
mediante PCR o amplificacién por PCR
denominada Aspergillus, mientras que el uso
de muestras de sangre total con EDTA en caso
de Aspergilosis pulmonar. En el caso de
pacientes de alto riesgo que contengan
elementos  fungicos intracelulares vy
extracelulares. (klings,2009) En otro estudio,
concluyeron que la sensibilidad de la PCR
plasmatica fue menor que la de la PCR
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realizada en muestras de sangre completa.
(Loeffler, 2000). Actualmente existen Kkits
comerciales sencillos que extraen ADN de solo
8,5 kb de tamano, se recuperd en cultivos de
caldo o agar, se usan aproximadamente 200
mg de micelio lavado, o se aflade una placa de
conidios (~1010) a un tubo de
microcentrifuga de 1,7 ml para obtener una
PCR de calidad. (Lee, 2004). Otros estudios
son la hibridacién basada en PCR en tiempo
real, y la PCR LightCycler y para el analisis de
polimorfismos de las regiones espaciadoras
de genes ribosdmicos mediante la técnica de
secuenciacion para la identificacién de
micromicetos. (Bogdanov, 2009). Para la
construccién de las librerias se parte
previamente de extracciéon del ADN a una
concentracion adecuada, luego a la cantidad
optima de ADN extraido y luego a Ia
amplificacion. El método de control de calidad
de la biblioteca de Macrogen consta de 1.
Tamafio de la biblioteca Check.To verificar el
tamafio de los fragmentos enriquecidos con
PCR, verifica la distribucion del tamafio de la
plantilla ejecutdandola en un Bioanalizador
Agilent Technologies 2100 utilizando un chip
DNA 1000. 2. Comprobacion de la cantidad de
bibliotecas Illumina. Para lograr la maxima
calidad de los datos en las plataformas de
secuenciacion lllumina, es importante crear
densidades de agrupacidon dptimas en cada
carril de cada celda de flujo. Esto requiere una
cuantificacidon precisa de las plantillas de la
biblioteca de ADN. Por lo tanto, cuantificamos
las bibliotecas preparadas utilizando qPCR de
acuerdo con la Guia del protocolo de
cuantificacion de gPCR de Illumina.2)
Biblioteca PacBioPara generar una curva
estandar de lecturas de fluorescencia vy
calcular la concentracion de la muestra de la
biblioteca, se utiliza la solucion de
cuantificacién estandar Qubit. Para encontrar
nuevas especies en una biodiversidad se
recurre a descubrirlas en ecosistemas
inexplorados como muestras bioldgicas vy
otros. Se procede a la clasificacion e
identificacién taxondmica en su estudio, luego
se procede a métodos mas modernos como la

secuenciacién ADN e identificacion de la
posible nueva especie ya que estas tienen una
caracteristica Unica o huella personal que la
diferencia de otras. Utilizando secuencias
cortas de ADN para identificar y clasificar
especies. En nuestro caso se procedié primero
a una clasificacion taxonémica macro y
microscépica del hongo y luego al estudio del
ADN para complementar ambos métodos
coherentemente y tipificar la especie de
estudio. Basandose en la taxonomia se utiliza
un sistema jerdrquico para clasificar los
organismos. Las principales categorias, de
mayor a menor jerarquia, son: Dominio: La
categoria mds amplia, que agrupa a los
organismos en tres dominios principales:
Bacteria, Archaea y Eukarya. Reino: Dentro de
los dominios, se encuentran los reinos, como
Animalia, Plantae y Fungi. Filo (o Phylum):
Agrupa a organismos con caracteristicas
corporales similares. Clase: Dentro de cada
filo, se dividen en clases. Orden: Cada clase se
divide en d6rdenes. Familia: Dentro de cada
orden, los organismos se agrupan en familias.
Género: Dentro de cada familia, los
organismos se agrupan en géneros. Especie:
La categoria mas especifica, que identifica a
organismos que pueden reproducirse entre si
y producir descendencia con caracteristicas
gendmicas de especie. (Hawksworth,2011).
Esto basado en el Cddigo Internacional de
Nomenclatura Botanica (ICBN) vigente que
regula la nomenclatura de plantas.
Actualmente la tecnologia de secuenciacion
de Illumina, es una secuenciacidn por sintesis
(SBS), es una tecnologia de secuenciacién de
préxima generacion (NGS). La tecnologia NGS
de llumina utiliza un enfoque
fundamentalmente diferente del método
clasico de terminacién de cadena de Sanger.
La ultima tecnologia de SBS de lllumina usa la
guimica XLEAP-SBS. Se crea una imagen de un
terminador reversible marcado con
fluorescencia a medida que se afade cada
dNTP y luego se corta para permitir la
incorporacion de la siguiente base. La
combinaciéon de inserciones cortas y lecturas
mas largas aumenta la capacidad de
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caracterizar completamente cualquier
genoma. Los secuenciadores Illumina tienen
una secuenciacion de mayor calidad. La
quimica XLEAP-SBS en los sistemas NextSeq
1000 y NextSeq 2000. Los sistemas NextSeq
1000 y NextSeq 2000 estdn disefiados
cuidadosamente para permitirle obtener mas
informacion en su laboratorio, con 14
configuraciones y longitudes de lectura de 1 x
50 pb a 2 x 300 pb, hace 1.800 millones de
lecturas de un solo extremo por ejecucién
para potenciar las aplicaciones con mayor uso
de datos en su secuenciador, estas lecturas de
un solo extremo por ejecucion 100 millones—
1,8 mil millones Longitud maxima de lectura 2
x 300 pb. Hace hasta 384 combinaciones
duales Unicas (UD) y 96 combinaciones duales
combinatorias (CD). procesa de 1-500 ng de
ADN para genomas pequenos o 100-500 ng de
ADN para genomas grandes. Tamafio de
insercion de destino ~350 pb. La
secuenciacion de nueva generacion (NGS)
secuenciar miles de organismos en paralelo,
con capacidad de combinar muchas muestras
en una sola secuenciacién y obtener una alta
cobertura de secuencia por muestra, la
secuenciacién metagendmica basada en NGS
puede detectar miembros de la comunidad
microbiana de muy baja abundancia que
podrian pasarse por alto o que son demasiado
costosos de identificar utilizando otros
métodos. El sistema Miseq hace Maximo de
lecturas individuales por ejecucién 25
millones y Longitud maxima de lectura 2 x 300
pb. (ILLUMINA, 2024) En nuestro estudio se
utilizd esta técnica lllumina mas Informe de
secuenciacién metagendmica de escopeta
llamado Shotgun Metagenomic Sequencing
Report tal como se describié anteriormente.

Conclusiones: Los estudios para demostrar
una especie en particular se basaron en la
caracterizacion fenotipica y genotipica para la
identificaciéon taxondmica de la muestra de
estudio, en la que ambos métodos se
complementaron. Una nueva subespecie de
hongo del género Aspergillus se encontrd en
las semillas de nacascol que son autdctonas

en nuestro pais y que se encuentran en la
parte norte del pais. Concluyendo que la
taxonomia de la descripcién, serd: Dominio:
Eukaryota, Reino: Hongos, Division:
Ascomycota, Clase: Eurotiomycetes, Orden:
Eurotiales, Familia: Trichocomaceae, Género:
Aspergillus, Especie: Aspergillus
uessalvadoriensis. A la que se le llamara en el
futuro nombre cientifico  binomial:
Aspergillus uessalvadoriensis A. Vasquez
2006. Del género Aspergillus y especie se
deriva el acrénimo ues que significa
Universidad de El Salvador junto con
salvadoriensis del pais El Salvador.
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Original Sample QC

General Information

‘ Order Numbar | 00223869 | MName of Customer | ANTONIO VASQUEZ HIDALGOD | Date of Order ‘ 2024-07-31 |
Final QC Result of DNA zample(z)
Arrrval Date Expariment Date Sample count Pass Fail Hold
2024-07-31 2024-08-01 1 1 0 0
Final QC Result of RNA zample(z)
Arrrval Diate Experiment Diata Sample count Pazz Fal Hald
NA WA N/A WA WA NA

The (JC criteria refer to the specification requirements of a single nm. In any casss, we may encounter the shartzge of sample volume or amourt due to variows reason:
such as a library constraction fadhmre. In thess caces a request of an additional sample will be insvitable
Therefare, we recommend dowble the ampans to be supplied at first place to minimize ay dalay of the whole procedurs
* Pass - Proceed with the library constraction.
* Enil - Further processes are on hold until the replacement samples received.
We do not recommend in proceeding further steps nntil & specific imstruction was given from the chent.
* Hald - A specific instruction shonld be given by the client for forther processing a3 the QC pattern may be triggered by the tample nature.

Approximat 1l of sample 2 nzed for sample (library) QC porpozes, and the firal volume may be §-7 y] less than the voheme you provided, considering pipetting smrors.
The 50C results of the low-concentration sample czm be macoumate. Please keep this in mind when chackimg the results

QC Result of DNA

Arrival Date 2024-07-31 | Experiment Dats | 2024-08-01 | Tasted by ‘ EDS
Comment
+
& Sample N Conc ‘L’l;tume -!Erﬂ:t % Resuli*
ame r, &
(nziul (al (ng)
1 Aspergilln: 1217 30 0.368 a4 Pazz
sibilidad: No disponible P Configuracién de visualizacién
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DNA QC Method

1. Quantity of DNA- Done by QuantiFluor® d:DNA System* method wsing Victor Nivo Multimode Aficroplate Reader**.

Macrogen quantifies the starting geramic material by using fhearescence-based quantification.

Since fluorescence-based quantification utilizes double-stranded DM A-specific dyes, thiz method quantifies #sDMA mare accurately than TV spectrometer-bazed,
ren in the prazence of common contaminants

2. Axzesing the condition of the DN A: 2100 Bicanalyzer***(or 4204 TapeStation®***) is used.
Venfy genomic DA mtaprty wsing an Agilent Techmologsas 2100 Bicemakyzer (or 4200 TapeStation)
The DA integrity mumber (D) determines the degree of fasmentation of 2 genomic DMA sample by measaring the distribution of siznals of various sizes.

3. Size Check of DNA [For Lonz Read Sequencing]
Awz. ize(BP): Macrogen usad the Famto Pul:e System*#*** fo determine the achzl size distribution.

RNA QC Method

1. Quantity of RNA- Done by Quant-if™ RiboGresn BENA Axzay® method wsing Victor Nive Muoltimode Microplate Reader®*.
Macrogen quantifies starims penomic material by nsng fuorescence-based guantification. The Chunt-iT™ RiboGreen PV A Feagent is also binds to DHA
Thus using BMase-free Iaze pretreatment i: reconmendad for acoorate concentration measurenent.

2. Axsesing the condition of the ENA: 2100 Bicanalyzer***{or 4200 TapeStation****) iz used.
We check total EMA infegrity by u=ing m Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer{or 4200 TapeStation).
Utilizing degraded PIMA may cause low yields, over-labeling of the 3 end of the F1A molecule, or protocel failure. Therefare, nzing hizh-quality FMA samples is vital
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DNA QC Criteria

Flatfors Litirary Tvpe Lihrary it o i
Fuvafiey Whle Cenrome: lixary Trafiog Mo DR A (350] L1083 7
Bvafiey Wik G |ixary TrzBog oo DA (55001 [l ET) 7
Fuvafiey Whuke Ceneme lixary TruSiey Famo KA (LT 100y 7
KirvaSey Whiske Cenorme: liwary TreSey [k FCR Feee (3500 gy 7
Fuvafiey Whle Cenrome: lixary TraSey INA PUR Feoe (5500 pALLET) 7
Murvaley Whilke G lixary Mentera DA XT (LT 7
Fuvafiey Whle Cenrome: lixary Acee] BMcihvl-Soq DA by 1§15 7] 7
Murvaley Whilke G lixary Trufey CRIF-seq limary [ [ 7)

By Wik Ceveome: |dxary o CGenome libery & 10000 7
Murvaley Whilke G lixary Aceel-KOE 25 PCR-Frez kil 150y it} L0 7
Fuvafiey Whle Cenrome: lixary ecl-MLS 25 POE-Face kil i 550y i} L0 7
Murvaley Whilke G lixary ml (B L 100y 7
By Wik Ceveome: |dxary Aued-R0E 15 FOR-zhis [RLT)

Furwafey Whke Cenonm: lixary ik ATAC Hewy

Bvafiey Wik G |ixary TrzSes oo DA (2500 [RLT) 7
Fuvafiey Whuke Ceneme lixary Trafog Mo DR A (4501 (B8 7] 7
KirvaSey Whiske Cenorme: liwary FOR free LMW gy 7
Furwafey Whke Cenonm: lixary Chrosniim Mexl GEM Singke Cell ATAL libeay v1.1

Bvafiey Wik G |ixary TraBen Kaen BNA (3150 METAG [RLT) E]
Fuvafiey Whuke Ceneme lixary TreSey A PCR Feoe (150 BMETAG Ly E}
KirvaSey Whiske Cenorme: liwary TreBay b DA (550 META)L 1§12 TT) i
Fuvafiey Whuke Ceneme lixary Menizra DA XT{MET A} [TLINT) E}
KirvaSey Whiske Cenorme: liwary Elimnira Tk Librery [Tl TT) 7
Fuvafiey Whle Cenrome: lixary Il DA POR-Fres (1215 7T) 7
Murvaley Whilke G lixary MEE Erctysaalic bl o |dery L0 7
Fuvafiey Whuke Ceneme lixary s A FRFE Db Ehary (fer ciTFAL [Tk T

KirvaSey Whiske Cenorme: liwary atlier ciTINA FEPE DA Terary (for FRFE) 1§12 TT)

186




MACQCEREPORT_V1_171016

¢ _moacrogen

v NGS Library QC

| Order Number ‘ HMN00223869 ‘ Name of Customer ‘.&TDPTID'(ASQLEZI—DDALGD| Date of Order ‘ 2024-07-31 ‘

Final QC Result of DNA sample(s)

Arrival Date Experiment Date Sample count Pass Fail Hold

2024-07-31 2024-08-07 1 1 0 0

Final QC Result of RNA sample(s)

Arrival Date Experiment Date Sample count Pass Fail Hold

N/A N/A N/A N/A N/A N/A

* Pazz : Proceed with the library construction.
#* Fail : Further processes are on hold until the replacement samples received.
We do not recommoend in proceeding further steps until a specific instruction waz given from the client.
* Hold : A zpecific instruction should be given by the client for further proceszing as the QC pattern may be trigzered by the zample natare.

Az 3 ul was taken from the sample for zample (library) QC purposes, the mdicated volume repressnts Jul less than the total volums received.

Library QC Result of DNA

Arrival Date 2024-07-31 ‘ Experiment Date ‘ 2024-08-07 | Tested by ‘ PSY

Comment LightCyele gPCE

. p . Cone. Come. Size
# Library Name Library Type (ag/ul) {nM) ®p) Result*
1 Aspergillus TruSieq Nano DNA (350_META) 4187 103.24 624 Pass
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Eggﬁﬁéf TapeStation D1000 Screen Tape

Click to Enlarge ==1Lihrary : Aspergillns

IR

188




MACQCREPORT V1_171016

Library QC Method

1. Library Size Check

T vendy the size of PCE. exmichad fragments, we chack the template size distrbution by ronnmz on a Agilent Technologies 2100 Bioanalvzer using a DINA 1000 chip.
1. Library Quanity Check

1) illumina library

In order to achieve the highest quality of data on [lluminz sequencmg platforms, it 1s muportant to create optimum cluster densities across every lane of every flowr cell
This requires accurate quantitation of DA library terplates.

So we quantify prepared libraries using gPCE. according to the lhonina qPCR. Quantification Protecol Guide.

1) PacBio library
Te generate 2 standard curve of flunrescencs readings and caleulate the library sample concentration, we use Clubit standard Quantification solution and caleulator.
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Library DNA QC Criteria

B o Cong Conc Conc Smefbp) Size{bp)
Flatform Library Type Lihrary Kit {molecil (akd) (ol T Ta efc
HuwaSug Whole enons libroy TruSoe Mane Db (350) - 1 = = =
MuvaSeg Whole GRenone likrsy TruSe: Mane I (350] - 1 = = =
MivaSeg Whole Genin libricy TruSis) Mane DA (lesignaled insed ) = 5 = = =
HovaSey Whirle Fenome librcy TruBieq Maoo DA LAMW) - 5 = = =
HuwaSeg Whole Genons libroy TruSie) DHA PR Froc (3500 - 5§ = = =
MivaSug Whols Genin: libricy TruSix) DNA PR Froc (3501 = 5 = = =
HovaSey Whirle Fenome librcy Huwleza DHA XT = 5 = = =
HuwaSeg Whole Genons libroy TraSing DHA Mehylation - 5 = = =
MuvaSeg Whole GRenon likzey Acel Mellyl-Sey DXA library = 5 = = =
HuvaSuy Whiirls oo libroy “TruSey ChiT-suy libsary - 5 = = =
HuwaSeg Whole Genons libroy Chrocniiun Gioween [ibrary v - 5§ = = =
MewaSiy Whole Genpine by Iexbera il pair brary fpel Erec) B 3 - - -
HimilSiey Wil Genpuns libriy Miealiz maké i libvary (56 plus) - 3 - - -
HuwaSug Whole Genons libroy Auctl-NG S 25 PCR-Frioe kit {3500 s - -3 = = =
MuvaSeg Whole GRenone likzsy Ancu|-NCiE 25 POE-Froe kit {5506 insert) = 5 = = =
MivaSeg Whols Genin libricy e A = 5 = = =
HuwaSug Whole enons libroy eil- TS | B POR: plus = 5 = - -
HuwaSeg Whole GRenons libroy brale ATAC library - 5§ = = =
Howrkieq Whinle Grenome sy Tinubieq Nas DI (250) B 10 - - -
Mrankicn Whole frenome sy TS Mane IIHA (450 = 12 = = =
MiwnSen Whnle Srenome lilsey I'CE. liee LMW - 3 - - -
Miwnken Wil e Koo By Chrceninm Me GEM Sngle Cell ATAL lhnne vl.1 - ] - - -
HMewnlicq Whale Lrenome lilxay TreSeq Mana DA (3R_META} - L] = = =
Mrvnticn Whnle drenome Ny T TRMA IMCIE Free (35U_META) = 3 = - -
Mrwnken Whirle renome iy ey Arel-NGS 35 Flus - 3 = - =
Miwnkicg Wihiale drenone lilgay TS Mand DA [SR_META} - ] = - -
Mrenticn While drenome Higey MeatEn DHA KT {META) - F = - b
Hewnteq Whole Genome Ny 1Thintize DX, Likeary - 3 - - =
Henbeq Whale Genome Hsey Witz DNA PCR-Froe - 5 - - =
Hewnkien Whale Genome by NEB Enzvonarie Menliyl-seq likxsy - 3 = = =
Mrvnticn Whnle Crenome lilsy wiei cETEN A FFIME DI Tibrary {foe ¢ DAY - 1 - - -
Mownbeq Whinle Lrenaine: sy adren ¢IHA FEIE DA Fhinry (for FEI'E) = o = - -
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NGS lil OC criteria (DNA)

f  Humanizing Geromics
_macrogen
EUROPE

The values given below are for reference only and may change at any time without notice.
For more information, please contact your Macrogen Europe representative.

Please note the difference between the criteria given in nM and those given in ng/pL - as
well as the different values for client-prepared and Macrogen-prepared libraries.

1. Illumina sequencing

1.1 Whole genome

Library prep kit Concentration (nlf)
Client- Macragen-
prepared prepared

Accel Methyl-Seq 10 5

Accel-NGS 15 PCR-free 10 5

Mextera DNA XT 10 5

TruSeq ChiP-Seq 10 5

TruSeq DNA PCR-free 10 5

TruSeq Nano DMA 10 10

TruSeq Nano DMA (designated insert) 10 5

TruSeq Nano DMNA (low molecular weight) 10 5

Twist exome + refseq + mtDNA 10 5

1.2 Targeted

Library prep kit Concentration (nlf)
Client Macragen
prepared prepared

MBD enriched library 10 5

SureSelect custom 10 10

SureSelect human methyl-seq 10 10

SureSelect mouse 10 10

SureSelect mouse methyl-seq 10 10

SureSelect V4 10 10

SureSelect VA4+UTR 10 10

SureSelect V5 10 10

SureSelect VS+UTR 10 10

SureSelect Ve 10 10

SureSelect VE+UTR 10 10

SureSelect V7 10 10

lé) Macrogen Europe B, Meibergdreef 57, 1105 BA, Amsterdam, The Metherlands, T: +31 {0) 20 280 1844, E: ngsimacrogen-curope.com
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1.3 Modified libraries

i Humaniring Geromics

. macrogen
EUROPE

Library prep kit Concentration (nhd)
Client Macrogen
prepared prepared
GBS library (single enzyme) 10 5
GBS library {double enzyme) 10 5
RAD library (single) 10 5
RAD library [double) 10 5
Other modified libraries 10 5
1.4 Amplicon
Library prep kit Cancentration  Concentrotion
(i} ing/l)
Metagenome amplicon 10
Target amplicon DA 10
Prepared NGS library 5
2. PacBio sequencing
2.1 SequelI
Library prep kit Cancentration  5ize range
ing/L) (kbp)
16s full-length amplicon library 10 15-3
Amplicon library (1 to 5 kb) 10 1-5
Sequel microbial library 17 3-50
SMRTbell Express (10 kb) 17 10-50
SMRTbell Express (20 kb) 17 15-50
2.2 Sequel IT
Library prep kit Cancentration  5Size ronge
ing/ul) {kbp)
165 full-length amplicon library 20 15-3
~Amplicon library (1 to 5 kb) 20 1-10
(10+to 25 kb) 20 15-20
Large insert (>15 kb cut-off) 20 15-20
Saequel microbial library 20 3-so
SMRTbell Express (10 kb) S w-50

NG5 library QC oriteria (DNA) | v20211012
& 2021 Macrogen Eurcpe

[

lé} Muacrogen Europe BV, Meibergdreef 57, 1106 BA, Amsterdam, The Metherlands, T: +31 {0} 20 280 1844, E: ngsifimacrogen-curnpe.com
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Macrogen Standard Primers

No. Primer Name Sequence Base No. Primer Name Sequence Base
1 ADR AGATGETGCACGATGEACAG 20 17 HCO2198 TAAACTTCAGEGTGACCAAAAAATCA 26
2 Alphafor CATTTTCCAACAGCACA 17 18 LCO1490 GETCAACAAATCATAAAGATATTGGE 25
3 AOX1-F GACTGETTCCAATTGACAAGT pal 19 M13F GTAAAACGACGGICAGT 17
4 ADX1-R GCAAATGGCATTCTGACATCC pal 20 M13F-pUC(-40) GTTTTCCCAGTCACGAC 17
5 BGH-R TAGAAGGCACAGTCGAGG 18 21 M12R GOGEATAACAATTTCACACAGG 2
6 CMV-F CGCAAATGGGCGETAGGCGTG 21 22 M13R-pUC(-40) CAGGAAACAGCTATGAC 17
7 DuetDown1 GATTATECGGCCGTGTACAA 20 23 pBAD-F ATGCCATAGCATTTTIATCCA 2
8 DuetlUP2 TIGTACACGGCCGCATAATC 20 24 pBAD-R GATTTAATCTGTATCAGG 18
9 EBVR GTGGITTGTCCAAACTCATC 20 25 PET-upstream ATGCGETCCGGCGTAGAGG 18
10 EGFP-C CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG 2 26 pFastBac-F GGATTATTCATACCGTCCCA 20
m EGFP-CR CGICCATGCCGAGAGTG 17 27 pFastBac-R CAAATGTGGETATGECTGATT 20
12 EGFP-NR CGICECCETCCAGCTCGACCAG 2 28 pGE3 GGEAGCTGCATGTGTCAGAGG 20
13 GALT-F ARTATACCTCTATACTTTAACGTC 24 29 PGEXS GEOANGCCACGTTTGETG 18
14 Gal4AD TACCACTACAATGGATG 17 30 PIET1_2-F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 2
15 GLprimer1 TGTATCTTATGGTACTGTAACTG P n pIET1_2-R AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG 24
16 GLprimer2 CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA 3 32 malE-F TCAGACTGTCGATGAAGC 18

Macrogen Standard Primers

No. Primer Name Sequence Base No. Primer Name Sequence Base
33 PQEF CCOGAAAAGTGCCACCTG 18 49 518F CCAGCAGCCGOGGTAATACG 20
34 PQER GTTCTGAGGTCATTACTGE 19 50 785F GGATTAGATACCCTGETA 18
35 RVprimer3 CTAGCAAMATAGGCTGTCCC 20 51 BOOR TACCAGGGTATCTARTCC 18
36 RVprimerd GACGATAGTCATGECCCGEG 20 52 907R CCGTCAATTCMTTTRAGTTT 20
37 5P6 ATTTAGGTGACACTATAG 18 53 1100R GGGETTGCGCTCGTTG 15
38 SVAD-pAR GAMATTTGTGATGCTATTGE 20 54 1492R TACGEYTACCTTGTTACGACTT 2
39 PECR CCTCTACAAATGTGGIATGG 20 55 NS1 GTAGTCATATGCTTEICTC 19
a0 I ATTAACCCTCACTAAAG 17 56 NS8 TCCGCAGGTTCACCTACGEA 20
E} vl AATACGACTCACTATAG 17 57 NS24 ARACCTTGTTACGACTTTTA 20
a2 TZpromater TAATACGACTCACTATAGGS 20 58 LROR ACCCELTGAACTTAAGT 7
a3 Titerminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG 19 59 LR7 TACTACCACCAAGATCT 7
a4 us CAGTGCAGGGGAMGAATAGTAGAC 25 80 ms1 TCCGTAGGTGAACCTGLGG 19
a5 355A AAGGGTCTTGCGAAGGATAG 20 &1 ms2 GCTGCGTTCTTCATCGATGE 20
46 3558 AGTGEAABAGGAAGETGECT 20 &2 ms3 GCATCEATGAAGAACGCAGT 20
47 27F AGAGTTIGATCMTGGECTCAG 20 &3 IS4 TCCTCCGCTTATTGATATGE 20
a8 337F GACTCCTACGGGAGGOWGCAG 21 64 ITs5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 22

Activar W
*47 64 : Microbial Idenificatior{ PHTIALS | _V\ i
Ve a Configuraci

Capitulo lll

Shotgun metagenomic secuencing report
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RAW DATA REPORT DOWNLOAD QC STATISTICS TAXONOMY ANALYSIS™ METHODS

O Order Information

Order HN00223569

Institute UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
Client Name ANTONIO VASQUEZ HIDALGO
Mumber of Samples 1

Contaminant GCA 0271862451 (Cori epalensis reference
genome)
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Macrogen Unline Sequencing Urder System https://dni.macrogen. com/ hgo/resultretrieve N gsResult View.do)

Quotation Order Result My Account Support SHokal - Erglsh vistuEET
Myhecounk "
RESULT 1 RESULT 2 RESULT 3 RESULT 4
Basic Information Ordar Information Billing informaton Result

RESULT 1 Basic Info

Basic Information

Order Number HAZ23HES Order Type Mew Order
Ordered Date o7 31028 Order Status Cormphes
Flatfarm Havaseq Arrival Date 0729.024
Complated Date 0910 028

RESULT 2 Order Info
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RAW DATA REPORT DOWNLOAD QC STATISTICS TAXONOMY ANALYSIS™ METHODS

%macmgen Q @

Metagenome A
*® Shotgun Wait a second! Have you downloaded your data?
iﬁ?rfncmg . Your data will ted from ov ver after 3 months.

your data within thi

ANTONIO VASQUEZ
HIDALGO

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

Order No. HN00223869

Raw Data Result Download List

“+] Workflow

Raw Data Statistics @) st tstace
] Raw Data Result

Total Bases @ Aspergillus_2.fastq.gz
+] Deliverables GC/AT Content

Q20/Q30 (%)

] Appendix
Quality by Cycle

E PDF Download
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Client Name
Client Grganization
Ordar Mumbear
Application
Type of Read
Read Langth
Library Kic
Library Protocaol

Type of Sequencer

Capitulo IV
HN00223869 Raw Data

Humariorg Genomics

macrogen

Order Information

ANTOHIO VASGUET HIDALGED

UNIWERSIDAD DE EL SALVADOR

H R0 2384

Metagenome Shatgun Seguencing

Paired-end

151

TruSeq Nano DMA Kit

Truseq Hano DMA Sample Preparation Guide, Part ¥ 15041110 Rev. O

lllurmina system
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Experimental Workflow

The sarmples are prepared accarding o MGS library preparation workflow, and sequenced using llumina platform.
The workflow illustrated below shaws the common igation bazed methad of library preparation. The process may differ based
on the llbrary preparation protacal followed.

Sample Preparation

DMA/RNA is first extracted from the sample. and samples whach meet guality controd standards
procesd Lo library condtrection

Ligate Adapters

The sequencing library is prepared by random frrgmentaton of the DMNA or cDINA sample.
followed by 5" and T adapter higation Alternatieely. “lagmentation” combines the fragmentation
and ligation reactions into @ single step which greathy ncreases the effisency of the library
preparation process

Final library Construction

Adapter-ligated fragments are then PCR amplified with a PCR prmer splubon which anneals
o the ends of each adaptess
The library templates undergo quality control and guantficabon process

Cluster generation using bridge amplification

The library is loaded onto a flow cell where fragments are captured on 2 lawn of surface-bound
oligos complementary to the library adapters

Each fragment is then amplified into distinct chonal dusters through bridge amplification

Once cluster generabion & complete. the templates, sre ready for Legquencing,

Saquencing by synthesis (SBS) technology

Hlurmina SB5 technology utilizes a proprietary reversible termnaton based method that detects
single bases as they are incorporated into DMA template strands As all 4-reversible terminator
-baund dNTPs are present during each sequencing cyche natural competition minimibes
incorporaton beas and greathy reduces raw error rates compared to other technologes.

The result = highl-,.' accurate base-by-base WQUETICIN, that virtually climnates sequence-
caontext-specfic ermors. even within repebitve sequence regons and homopolymers

Generation of Raw data

The: lllemina sequencer generates riw images utirng sequencng controld softeane for system
control and base calling through integrated pnmary anabyss software called RTA

{Real Time Analysis]

The BCL/cBLL (base call) binary files are converted nto FASTO files useng bol-oomeent which is
an [lluming provided package Adapters are not timmed away brom the reads
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Raw Data Statistics

The tatal number of bases, reads, GC (%), 020 (%), and Q30 (%] are caleulated for the 1 sample]s)
For example, in Aspergillus sample, 77,522,490 reads are produced, and total read bases are 117 Gbp.
The GC eantent (W) 1a 49.7% and Q30 s B8.3%.

* Raw Data

Sample i Tetal bases {by) Toral e GC{%)  AT(W)  O20{%] Q3%

Aspergilus 11,705, 595,950 77,522,450 487 5003 951 8.3

« Sample |0 : Sample name
+ Total Bases (bpl : Total number of bases sequenced.

« Total Reads : Total number of reads, For illumina paired-end sequending, this valee refers to the sum of read ] and read2
+ GC [%4) : Ratio of GC content

= AT (%) : Ratio of AT content.

+ 20 (%) : Ratho of bases that have phred quality score of ower 200

= (30 (%) : Ratio of bases that have phred quality score of aver 30,

205



206



GC!AT Content roinumborotsmpies:1

* Raw Gata

B GCI% [ ATIH
10 B n 40 50 & 70 a0 G 100

o
Aspergiius 43 503
100 a0 £ 0 &0 0 a0 30 20 10 o

207



-
macrogen

Q20/Q30 (%) sasimumeratampesis

* Raw Data

W 020H5%) O3

K] 10 20 i a0 50 Gl 1 Bl a0 a0

95.1

Aspergillus B33

208



f H.rrorizing (Geramics
macrogen

Download List

+ The data can be downloaded framm the linke Belaw. The download links are active far 2 weeks only, so please down load yaur
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* Raw Btz Download
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TABLA I.
Taxonomy anélisis. Bar Plot . Macrogen Inc. 2024

Fig.1. Kingdom Fig.2. Phylum
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Taxonomy Bar plot (Family) Taxonomy Bar plot (Genus)
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TABLA II.

Taxonomy analisis.
Fig.1. Kingdom

Heat Map . Macrogen Inc. 2024

Fig. 2. Phylum

il Taxonomy analysis

Kingdom

Taxonomy Heatmap (Kingdom)

Fig.3. Class

il Taxonomy analysis

Phylum

Taxonomy Heatmap (Phylum)

il Taxonomy analysis

Fig.4. Order

il Taxonomy analysis

Taxonomy Heatmap (Class)

:
3

.....

Taxonomy Hestmap (Order]

Fig. 5. Family

Fig, 6. Genus

215




[_a1l Taxonomy analysis
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TABLA 1l
Taxonomy analisis. Macrogen Inc. 2024

Fig. 1. Taxonomy Krona

Fig. 2. Secuenciacion cruda parte 1
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TaXDanV anaIVSIS 7l SECUENC] 5 DESDE Bloc de not =]
[l Archive Edicion Formata Ver Ayuda
bsea 1896 92179 bp
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FFFF: i FFFFFFFRFFRRR: (FFiF:
tFFFFFFFFFFF:FFFFFF, F:FEFFFF@A: t HNTKTDSXC : : TCTCTACT4GAACCGCGTGACAGTCGTETGCCGGACAGTGT
CAAAGC TCAACTCACCAGCAGACACCCTGGTGTCCGATCAGAGATGEAGGACC TCGAGAAC TCGATTTETGTACT TTCGTCAACT TCCCA
CCTATCGAAGTTTGAATTTCGTCOTAGGANGCGC TAC +FFFFFFFRFFFE: FRFREE, FRE S FEFFREREFFEFFFFERERFEFFFERE S
FFF,FF:FFFFF
TCTCTACT+GACCCGCGAGATGGTTGCGTCC TTGATAGCTCTCGECT T TGGGAGAGACAA

FEFIFFF, F@A: iHNTKTDSXC: |

Secuenciacion cruda parte 2

ny e s e

fgpermiis
Read 2

[T

i

"] SECUENCIA A FASTA 2 DE TXT: Bloc de notas - [=] >

Archive Edicien Formate Ver Ayuda

GTAACACATCCACAAACCA+: FFFFFFF: 2FFFF:FFF
FF::FFRFE,FRFEFF: HNTKT
DSXC:z::z:N TCT(TA(T»GAA(CG(GTATATAATATCAACTACCATCAAATTCTACAATAAATCTTTAACAACATTTGACGATGCTA
ST AGCAGACC TAAGAGGC TCT TCAGAGATC IGCATARGC TTTCTCCCTAGTGTCCARCCCART TGGC TGCATAAC CAACCAGTAATAAC
L FFFFI tF:FFFFFF, FF:FFF:

FEEELERFRRERFE FEFFE £ FEEEE.FFFE:FFFEEEFFEFEEFFE, FEF 1< FEFFFRFA: sHNTKTDOXC |
T+GAACCGCGATGAAAATTAATATATTAAAAAATATATATATAAATATAACCAGTACAGCTGAT TAAGTCTTATATTTTTTTAGATAAGA
ATAGTACTTTGTAAAAGCATATGTATTATTMTTTTTTMTTACATATTCTMAMCTATATTTAAC{FFFFFFFFFFFFFFFFFF

FFF:FFFFFFF: LFF: G SHNTKTDSXC 3 55M: 2 CTCTACT+GAACCGCGCARMGTACA
ATTCGCAATGTCTCAAAACCAACCTGECGCGLOAATGCAGCAT CAAATGTCCCAACAAAGCCCGELTATGCCCATGT TGAATCGGCCAAT
GGCTCCAGGTCAGATTTCTCCGCCACAAGGACCAGCGCAAGTCCGGLCTCC :FFFFFF
FEFFFF: (FFF, :

FFF,F, :FFFFF: FRFFFFFFFFF@A: : HNTKTDSX N2 : TCTCTACT+GAACCGCGACCCATAATTCGGCTTTTTGGAAAATAA
GOOAGAATCTGAAGTCCCTGLOATGLEATCTTCCCGAGATTTTCACAGAAGGACC TAAATAAGATCATCAACGGGTCAAATCATTEAGAG
TGAGCCACATGTTACTACATGACTACCATGTAC- :FFFFFFF

FFFFF@A; TCTCTACT'GAACCGCGCTCCTCCCTCACTTCATTACTCTCCCTCTGTCGGGGACCTCGATTGC
GCCTCTACCAGGGACTCGACCCCCGTCACCACTCCCCTCGGGTTTGGCGTACCGTTGCGCAGACCGGATAGGGMAAGCTACTCTCGGAT
TCCTCGTGGACTCG+FFFFF,
FRFF, FFEFFEE:F,

CERFEFEELFEE:
N::TCTCTAC T+GAAC CGCGCACC CCAATG CMCTATCC CAGCTCGGGAATTGGGAAAAGGGGATGACAAG CGATCAG TGGGG CTA
CATGTTATGECCCAMATTGATC GCCAGETTATAGTC TGTAACTACGCCAAATARTGAAT TTAATARTATC TGGRGGCTTAGGECC1EFFE
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Presencia de enzimas y metabolitos secundarios clusters en secuencia ADN de Aspergillus salvadorensis *

en la produccion de pigmentos negros naturales.

3 Validation Fungal Name FN 573057: Aspergillus salvadorensis Antonio Vasquez Hidalgo 2025-10-17 and GenBank ID PRINA1306032
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Resumen

Objetivo. Determinar por el método Next-Generation Sequencing Illumina identificar los genes relacionados a la
pigmentacion del hongo en la secuenciacion DNA de enzimas y metabolitos secundarios. Asi como en determinar
las caracteristicas fenotipicas y genotipicas en general la especie A. uesalvadorensis. Metodologia. Para la
identificacién de genes clusters en enzimas, proteinas y metabolitos secundarios, MACROGEN Para la
identificacion de genes clusters en enzimas, proteinas y metabolitos secundarios MACROGEN utilizaron los
siguientes sistemas: el sistema EggNOG summary: Orthology Frequency within COG (Clusters of Orthologous
Groups) Categories en la lectura de secuenciacion. MetaCyc: Database offering detailed information on metabolic
pathways, enzymes, compounds, and reactions, * UniRef: The UniProt Reference Clusters (UniRef) offer
clustered sets of sequences derived from the UniProt Knowledgebase, including isoforms, and selected UniParc
records, EggNOG: Relative Abundance in Hierarchical Categories of COG(Clusters of Orthologous Groups)
using CPM, KEGG Orthology (KO) y KEGG summary: Orthology Frequency within Main and Sub-Categories.
DNA-seq. Conclusiones. Se encontraron 14 enzimas y metabolitos secundarios en la produccion de pigmentos
negros producidos por el hongo por stress oxidativo.

Palabras clave: Aspergillus salvadorensis, Macrogen, metabolitos y enzimas.

Introduccion

En nuestro medio no es comun que un hongo produzca pigmentacion de color negro con la presencia de la
semilla de nacascol, tiene una particularidad inerte, necesita la presencia de un hongo del Aspergillus
salvadorensis, que al contacto con el tanino de la semilla da el color caracteristico negro o producir el colorante
por sus propios medios. La semilla proviene del arbol conocido como nacascol tiene como nombre cientifico
Caeselpinia coriaria. Pertenece a la familia Caesalpnieaceae, del género Caesalpinia y especie coriaria por ser
utilizado en la tincion de cueros de piel del ganado vacuno. Es una planta leguminosa con tallo de 3 a 11 metros
de altura, con hojas en pares pinnas de 5 a 10 cm de largo (cada una con mas de 10 foliolos de 4 a 8§ mm de largo
y 2 mm de ancho, apice redondeado) y semillas de color café de aspecto negro. En estas semillas crece un hongo
al cual se denomina Aspergillus salvadorensis, sus esporas estan dispuestas en forma de espiculas separadas en
toda la espora. Son multiples, coalescentes, pigmentadas, de diametro pequefio, y de color negro. Al ser cultivadas
en medio especial generan una coloracion negra con produccion de pigmento en la region posterior del tubo antes
de las 24 horas al agregar al medio agar saboroud mas sustancias oxidantes da el color caracteristico de color
negro al interactuar con el hierro o por si solas generar el pigmento ya que contiene metabolitos secundarios.
Seglin el andlisis fitoquimico preliminar del arbol de Caeselpinia coriaria, contiene taninos, triterpenos,
glicosidos y flavonoides. Justificacion. Se realizo inicialmente un estudio completo sobre la extraccion e
identificacién de ADN del género Aspergillus para determinar qué tipo de especies circulan en nuestro pais. La
investigacion comenzé en 2006 con estudios fenotipos en los laboratorios del departamento de Microbiologia de
la Facultad de Medicina de la Universidad de El Salvador, luego en 2008 en los laboratorios de microscopia
electronica de barrido en CENSALUD vy luego en México resultados preliminares de PCR molecular, luego en
2024 en los laboratorios de MACROGEN INC en Corea del Sur método Illumina el estudio completo de
extraccion, cuantificacion y secuenciacion de g,q,c,ds,seqADN en su analisis molecular del género Aspergillus
para determinar el tipo de especie autoctona que circulan en la zona norte de nuestro pais. Se aclara que los
laboratorios de secuenciacion proveen datos crudos en general en millones de secuencias, pero hay que alinearlos
para determinar la especie ya que segun la filogenia puede ser producto de una mutacion, deleccion en sitios
conservados positivo, alineacion moderada o débil, gaps, utilizando programas como GenBank, Clustal, Megal2,
PHYTON vy otros. Objetivo: Objetivo: Determinar por el método Next-Generation Sequencing identificar los
genes relacionados a la pigmentacion del hongo en la secuenciacion DNA de enzimas y metabolitos secundarios.
Asi como en determinar las caracteristicas fenotipicas y genotipicas en general la especie 4. uesalvadorensis.
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Disefio metodolégico.

La investigacion estuvo compuesta por cuatro fases: Primera fase: Recoleccion de las semillas de nacascol. Se
recolectaron cinco lotes de semillas de Caeselpinia coriaria de la zona norte, se realiz6 purificacion y seleccion
de las semillas de acuerdo a su apariencia y color. A continuacidn, los indculos se inocularon en placas y tubos
de ensayo en medio de cultivo Sabouraud. El crecimiento se observo a las 48 horas en el laboratorio de
Microbiologia a 40x y 100x en microscopio optico simple a lo largo de semanas llevando hoja de cotejo. Segunda
fase: Extraccion y preparacion del tanino de la semilla y el hongo. Preparacion de la suspension de esporas y
microcultivo. Se prepar6 una suspension de esporas a partir de cultivo en donde se identificaron las conidias o
esporas en donde se extrajeron por método simple bajo el microscopio y se sembraron de nuevo, la cual se utilizo
para realizar los inoculos en el medio de cultivo Sabouraud en tubo y placa, el hongo se sembrd en un matraz
Erlenmeyer de 250 ml, al que previamente se le agregaron 50 ml del medio, se incubd durante 48 hrs a 28 °C.
Posteriormente, se afiadieron 100 ml de agua destilada a temperatura ambiente y se agitaron cuidadosamente
durante 5 min con la ayuda de un agitador magnético. Se paso también al tubo en Saboraud y se agito para una
homogeneizacion para asegurar que las esporas estén bien suspendidas. Si las esporas tienden a sedimentarse,
puede ser util utilizar un mezclador o agitar manualmente. El recuento de esporas se realizd con una camara
Neubauer para una concentracion adecuada se requiera. (1). Se hizo un Micro cultivo preparando en una camara
htimeda estéril: una placa de Petri, en cuyo fondo se coloca agua estéril y una varilla de vidrio en forma de V,
sobre ésta se coloca el portaobjeto, y sobre éste el bloque del medio de cultivo Saboraud. La muestra se inoculo
sobre el bloque en cuatro cuadrantes, mediante el asa de platino en forma de L sobre el bloque del medio ya
inoculado se coloca una laminilla cubreobjetos e incuba por 7 dias a 25°C. Una vez terminado el periodo de
incubacidn, se retira el cubreobjetos y se coloca en una ldmina con una o dos gotas de Azul Lactofenol y se
observa al microscopio con objetivo 100x las estructuras caracteristicas de la especie aislada. ® El hongo se aislo
a partir de semillas de nacascol de la zona norte. Las semillas café-negras fueron identificadas, recolectadas y
almacenadas en bolsas herméticas para su posterior analisis a temperatura ambiente, siendo en su mayoria de
color negro. No requiere medidas especiales para su transporte y conservacion. En el material vegetal no se utilizo
la limpieza de semillas. Se raspé y el material se retird y se depositdé en medios de cultivo ASD (agar dextrosa
Sabouraud) para su aislamiento y diferenciacion. Tercera fase: Pruebas de laboratorio, que consistieron en
sembrar el inoculo del hongo presente en la semilla en tubos de agar sabouroud para cultivo. Las placas y tubos
de cultivo se incubaron a temperatura durante una semana. Este proceso se repitié hasta obtener aislados puros.
Las muestras previamente aisladas se inocularon en 150 ml de medio de cultivo liquido PW (peptona, agua y
caldo de nutrientes) en placa y tubos y se incubaron a 37 °C en 48 horas y a temperatura ambiente entre 20 y 25
°C. La biomasa se sec6d a 42 °C durante dos dias y se dejo a temperatura ambiente a 25 °C durante 3 semanas
hasta su posterior analisis. Caracterizacion morfolégica de muestras fiingicas. Se realizd en cultivos en
Saboraud y se incub6 a 37°C durante 72 horas en tubos aerdbicos y luego a temperatura ambiente x 7 dias. Con
simple observacion microscopica sobre lactofenol azul de algodon a 10 x, 40 x y 100x, y luego sellado con un
cubreobjetos. La visualizacion de las estructuras se realizé bajo un microscopio optico. Se utilizo la afiliacion
taxonomica para determinar la base de datos en linea. Método de ADN. En general, se utilizaron métodos para la
secuenciacion del ADN. En la cuarta fase, Caracterizacion molecular. Se hizo la identificacion por medio de la
secuenciacion los metabolitos secundarios encontrados en la cadena DNA, proporcionados por MACROGEN
INC 2025 Corea del Sur, asi como el resultado de enzimas, proteinas y metabolitos secundarios del hongo A.
uesalvadorensis. El preparado consistid en tres muestras, una cepa pura en tubo de vidrio y dos muestras mas,
una muestra era ADN y la otra simple, fueron enviadas a Corea del Sur en los laboratorios de MACROGEN INC
para la extraccion, andlisis e identificacion de g,q,c,ds,seqDNA. Se utiliz6 el método de secuenciacion de Sanger
mediante el método de terminacion de la cadena enziméatica y la secuenciacion automatica. La secuenciacion se
lleva a cabo en tres pasos: 1. Realizar la sintesis de nuevos fragmentos de ADN. 2. Separar los fragmentos por
electroforesis y finalmente 3. Identificar nucledtidos para determinar la secuencia. En términos de microbiologia,
el estudio molecular se puede realizar secuenciando pequeios fragmentos de acido desoxirribonucleico (ADN)
que han sido previamente amplificados, o secuenciando todo el ADN previamente fragmentado al azar del hongo.
La secuenciacion a través de [llumina se caracteriza basicamente por la ejecucion de los siguientes procesos: a.
La amplificacion de fragmentos de ADN para la generacion de clusters (colonias de un mismo fragmento) se
realiza mediante el método PCR bridge. b. La deteccion de bases en la secuenciacion se realiza a través de
marcadores fluorescentes. Por lo tanto, la plataforma Illumina permite la secuenciacion de fragmentos de ADN
en ambos extremos. El fragmento se secuencia amplificado por ambos extremos en lugar de un solo extremo.
Incluyendo ADNg. qDNA, dsDNA, cDNA y seqDNA y luego analizarlos en paquetes de computadora de alta
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capacidad. @ 6. Extraccion de ADNg. Los genes de ADNg son actualmente una de las formas mas estudiadas en
el genoma fingico, principalmente para la deteccion e identificacion de especies a través de la biologia molecular.
En la preparacion de la muestra anterior y su método de extraccion tiene como objetivo principal que debe liberar
el ADN intracelular, rompiendo la pared de la célula fingica o micelio, la membrana celular y la membrana
nuclear por calor a temperatura controlada por el termociclador u otra via. Ademas, debe concentrar las moléculas
diana de ADN que puedan estar presentes en pequefias cantidades y debe purificarse eliminando trazas de
contaminantes, proteinas, restos de ARN extrano, sin degradar el dcido nucleico. Para la ruptura de células
fungicas se puede realizar por diferentes métodos: como quimico, enzimatico o mecanico' ), que son los mas
comunes, pero dependera del laboratorio en su método de extraccion.7. Técnica qPCR. Llamado ADN
cuantitativo medido por fluorometria que captura nucleétidos. Después de haber cumplido con los requisitos para
la extraccion de ADNg en el control de calidad, el ADNc se fragment6 y cuantifico degradandolo. El método de
control de calidad del ADN en MACROGEN fue: 1. Cantidad de ADN: Realizado por el método QuantiFluor®
dsDNA System utilizando el lector de microplacas multimodo Victor Nivo. Macrogen cuantifica el material
genomico de partida mediante la cuantificacion basada en fluorescencia. utilizando tintes especificos de ADN
bicatenario, este método cuantifica el dsSDNA con mayor precision que el espectrometro UV, incluso en presencia
de contaminantes comunes. Las especies del género Aspergillus spp en su evolucion gendmica han sido variables
en su tamafo, en el que tienen un rango promedio de tamafio de genoma de 27 a 39 Mb o mas y un niimero
promedio de genes entre 9000 a 14000 genes. El que tiene el tamafio mas grande es A. sojae 39.5 MB y el que
tiene el mayor numero de genes es A.niger con 14,165 MB. [5-8] 8. Calidad por ciclo. El término Calidad por
Ciclo se refiere a la evaluacion de la calidad de las lecturas de secuenciacion en funcion de cada ciclo de
secuenciacion. El proceso de secuenciacion se lleva a cabo en ciclos. Durante cada ciclo, se agrega una base al
fragmento de ADN y se detecta la base incrustada. Se secuencia base por base en una serie de ciclos. En cada
ciclo, se incorpora una base (A, T, C o G) a la cadena de ADN y un fluoréforo o sefial optica detecta la base
agregada. Este proceso se repite varias veces, y en cada ciclo se detecta y registra de forma especifica. Macrogen.
2029 Para la identificacion de genes clusters en enzimas, proteinas y metabolitos secundarios MACROGEN
utilizaron los siguientes sistemas: el sistema EggNOG summary: Orthology Frequency within COG (Clusters of
Orthologous Groups) Categories en la lectura de secuenciacion. MetaCyc: Database offering detailed information
on metabolic pathways, enzymes, compounds, and reactions, * UniRef: The UniProt Reference Clusters (UniRef)
offer clustered sets of sequences derived from the UniProt Knowledgebase, including isoforms, and selected
UniParc records, EggNOG: Relative Abundance in Hierarchical Categories of COG(Clusters of Orthologous
Groups) using CPM, KEGG Orthology (KO) y KEGG summary: Orthology Frequency within Main and Sub-
Categories.

Resultados.

La caracterizacion morfologica y genotipica del hongo se caracteriza en resumen asi: Caracteristicas
macroscopicas: colonia en agar saboraud es de color blanco, luego cambia a verde y después se hace negro, el
reverso del bisel pigmentado de color, altura del micelio bajo, aspecto de la colonia es polvorienta himeda de
color negro. Caracteristicas Microscdpicas: Esterigmas. La cabeza de la conidia es negra, conidiéforo rugoso
largo de 1 a 4 mm con conidias o esporas internas abundantes de 1 a 3 micras, coloreadas de color café a negro,
las cabezas conidiales lisas de una pared redonda e irregular, dispuesta en forma de cadenas uniseriadas; estipes
de pared delgada lisas y pronunciadas, coloreadas de color café a negro; la vesicula o columella; hay conidias
abundantes; tiene una hilera de fialides de donde emergen las conidias. El esporangio es una estructura globosa
peridial simple, del esterigma es de color negro. Las conidias maduras de color café son esféricas con
proyecciones en forma de picos triangulares en toda la periferia, abundantes; y las centrales son escasas formando
espiculas en numero mayor de diez. La conidia tiene un aspecto esférico estrellado con espiculas, de los extremos
emergen filamentos dispuestos en forma de cadenas lineales que salen de las protuberancias. Toda la estructura
forma una coraza so6lida que no tifie con lactofenol azul algodon. Las esporas inmaduras asexuales son esféricas
de pared delgada, incolora, de tamafio grande que se encuentran en el conididforo en la que estan proxima al pie
son inmaduras y luego al final llegan a la vesicula son maduras y bajo presion son expulsadas hacia afuera en las
fialides.
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Foto 1. Cultivo en placa y tubo de Aspergillus salvadorensis.

En la Foto 1 Se observa que el Aspergillus salvadorensis cultivado en Agar Sabouraud (SDA) se vuelve negro,
lo que es una fuerte evidencia de la producciéon de melanina. La diapositiva describe las caracteristicas
macroscopicas de la colonia de A. salvadorensis de la siguiente manera: Color de la colonia en Agar Sabouraud:
es de color blanco luego cambia a verde y después se hace negro. Reverso de la colonia: pigmentado de color
negro. Aspecto de la colonia: "es polvorienta de color negro". Las imagenes de las placas de Petri y el cultivo en
tubo también confirman esta coloracion oscura. En micologia, esta transicion a un color negro o marrén muy
oscuro en la colonia o el reverso es el indicativo fenotipico mas importante de la produccion de melanina (un
pigmento oscuro y protector) o de compuestos similares a la melanina. Por lo tanto, a diferencia de muchas
especies de Aspergillus que son de color amarillo o verde claro. A. salvadorensis si produce un pigmento oscuro
(melanina) que se acumula en los conidios y el micelio a medida que madura la colonia.

Extraccion del colorante en condiciones experimentales.

La extraccion del colorante negro, generalmente melanina, producido por el hongo Aspergillus en condiciones de
laboratorio es un procedimiento metoddico que se inicia con el cultivo del microorganismo. Dado que este pigmento
es inherentemente insoluble en muchos solventes, se requieren pasos especificos para su manejo y tratamiento. El
proceso comienza con el Cultivo de Aspergillus, donde el hongo se siembra en un medio Agar Saboraud, el cual
aporta los nutrientes esenciales como fuentes de carbono (glucosa) y nitrogeno (peptonas o sales). El cultivo se
desarrolla en condiciones controladas, a una temperatura ambiente o ligeramente superior (aproximadamente
25-300C) y con alta humedad. Este entorno estimula la produccion de grandes cantidades de melanina,
especialmente si el hongo se somete a factores de estrés ambiental como cambios de pH o radiacion UV. Una vez
que el hongo ha crecido y sintetizado la melanina en el medio, se procede a la Recoleccion y Preparacion de la
Biomasa. La biomasa de Aspergillus, que contiene el pigmento, se separa del medio de cultivo liquido mediante
métodos como la centrifugacion o la filtracion. Esta biomasa fungica debe lavarse con agua destilada para eliminar
cualquier residuo del medio de cultivo que pudiera interferir con la extraccion. Opcionalmente, se puede secar la
biomasa a baja temperatura (40-500C) en un horno para facilitar la etapa de extraccion.La Extraccion de la
Melanina es el paso crucial debido a la insolubilidad del pigmento. El método mas comun se basa en la solubilidad
de la melanina en soluciones alcalinas. La biomasa se mezcla con una solucion de hidroxido de sodio (NaOH) al
1-2% y se calienta suavemente (a unos 60-80oC) durante varias horas. Esto permite que la melanina se disuelva en
el alcali. La solucion resultante se filtra para separar la biomasa insoluble, y el filtrado, que contiene el pigmento
disuelto, se neutraliza con un 4acido como acido clorhidrico (HCI) hasta alcanzar un pH cercano a 7. Esta
acidificacion provoca la precipitacion de la melanina, la cual se recupera posteriormente por filtracion y se seca.
Alternativamente, se pueden emplear otros métodos de extraccion. Si la extraccion alcalina es insuficiente, se
pueden usar disolventes organicos como etanol o metanol; en este caso, la biomasa se mezcla con el solvente, se
agita con un ligero calentamiento, y el pigmento se filtra, dejando que el disolvente se evapore para obtener la
melanina seca. También, en ocasiones, se utiliza acido clorhidrico concentrado junto con calentamiento para
disolver y extraer la melanina, la cual se precipita y separa después. Después de la extraccion, la melanina puede
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someterse a una Purificacion del Pigmento. Dependiendo del nivel de pureza requerido para su uso final, se pueden
aplicar técnicas como la precipitacion adicional, la dialisis para eliminar impurezas y otros metabolitos fingicos, o
la cromatografia en columna. Finalmente, el pigmento extraido y purificado pasa por el Secado y Almacenamiento.
Se obtiene un polvo seco de melanina utilizando un liofilizador o un horno a baja temperatura (40-500C). Este
pigmento seco debe almacenarse en condiciones de oscuridad y sequedad para prevenir su descomposicion o
pérdida de color debido a la exposicion a la luz o la humedad. En resumen, el protocolo de extraccion de melanina
de Aspergillus implica el cultivo controlado del hongo, la recoleccion de la biomasa y, predominantemente, la
extraccion del pigmento mediante el uso de soluciones alcalinas (NaOH), aunque se pueden emplear otros solventes
como etanol o metanol. El proceso concluye con la purificacion, secado y almacenamiento del colorante,
pasos que pueden ajustarse para optimizar la extraccion segun las necesidades de aplicacion.

Caracteristicas genotipicas: Informe de secuenciacion gendémica (Shotgun Metagenomic Sequencing Report):
Este informe esta formado por: Estadistica de datos sin procesar. (Raw Data Statistics.). El apartado consta de:
A. Flujo de trabajo experimental. Macrogen. Las muestras se preparan segun el flujo de trabajo de preparacion
de la biblioteca NGS y se secuencian utilizando la plataforma Illumina. El proceso puede diferir en funcion del
protocolo de preparacion de la biblioteca que se siga. Asi por ejemplo: Preparacion de la muestra. Primero se
extrae el ADN/ARN de la muestra, y las muestras que cumplen con los estandares de control de calidad proceden
a la construccidon de la biblioteca. Adaptadores Ligate. La biblioteca de secuenciacion se prepara mediante
fragmentacion aleatoria de la muestra de ADN o ADNc, seguida de una ligadura de adaptador 5' y 3"
Alternativamente, la marcacion combina las reacciones de fragmentacion y ligadura en un solo paso, lo que
aumenta en gran medida la eficiencia del proceso de preparacion de la biblioteca.Construccion final de la
biblioteca. A continuacién, los fragmentos ligados al adaptador se amplifican por PCR con una soluciéon de
cebador de PCR que se recocen en los extremos de cada adaptador. Las plantillas de la biblioteca se someten a
un proceso de control de calidad y cuantificacion. Generacion de clusteres mediante amplificacion de puentes. La
biblioteca se carga en una celda de flujo donde los fragmentos se capturan en un césped de oligonucleotidos
unidos a la superficie complementarios a los adaptadores de la biblioteca. A continuacion, cada fragmento se
amplifica en distintos grupos clonales a través de la amplificacion de puente. Una vez completada la generacion
del cluster, las plantillas estan listas para la secuenciacion. Tecnologia de secuenciacion por sintesis (SBS).La
tecnologia SBS de Illumina utiliza un método patentado basado en terminadores reversibles que detecta bases
individuales a medida que se incorporan a las hebras de ADN molduras. Dado que todos los ANTP 4 reversibles
unidos a terminadores estan presentes durante cada ciclo de secuenciacion, la competencia natural minimiza el
sesgo de incorporacion y reduce en gran medida las tasas de error bruto en comparacion con otras tecnologias. El
resultado es una secuenciacion base por base de alta precision que practicamente elimina los errores especificos
del contexto de secuencia, incluso dentro de regiones de secuencia repetitiva y homopolimeros. Quimica de
cuatro, dos y un canal. Los sistemas que utilizan la quimica de cuatro canales utilizan una mezcla de nucleo6tidos
marcados con cuatro tintes fluorescentes diferentes. De manera similar, la quimica de dos canales utiliza dos tintes
fluorescentes diferentes, y la quimica de un canal usa solo un colorante. Las imagenes son procesadas por un
software de analisis de imagenes para determinar la identidad de los nucle6tidos. Generacion de datos brutos. El
secuenciador [llumina genera iméagenes en bruto utilizando el software de control de secuenciacion para el control
del sistema y la llamada base, a través de un software de analisis primario integrado 1lamado RTA (anélisis en
tiempo real). Los archivos binarios BCL/cBCL (llamada base) se convierten en archivos FASTQ utilizando bcl-
convert, que es un paquete proporcionado por Illumina. Los adaptadores no se recortan lejos de las lecturas.

Metabolitos en secuenciacion identificados.
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Fig 1. Molécula de NADH.
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El Complejo I, también llamado NADH deshidrogenasa, es el complejo enzimatico més grande de la cadena
respiratoria. Su forma de "L" consta de dos partes principales: un dominio hidrofilico que se adentra en la matriz
mitocondrial y se encarga de recibir los electrones del NADH, y un dominio transmembrana anclado en la
membrana interna mitocondrial que contiene cerca de 60 hélices. En el interior de esta estructura se encuentran
varios grupos que facilitan el transporte de electrones. El primero es el FMN (flavina mononucleétido), que acepta
los electrones del NADH. A continuacion, una serie de centros de hierro-azufre (Fe-S), ocho en mamiferos,
transportan estos electrones hasta la ubiquinona (coenzima Q). Este flujo de electrones libera energia, la cual es
utilizada para bombear protones desde la matriz al espacio intermembrana, creando asi un gradiente
electroquimico esencial para la sintesis de ATP. Produccion de Pigmentos en Hongos Aspergillus. Varias especies
de hongos del género Aspergillus producen pigmentos como metabolitos secundarios. © Este proceso suele
activarse como respuesta a la falta de nutrientes o a condiciones de estrés ambiental. La sintesis de estos pigmentos
se lleva a cabo principalmente a través de las vias metabdlicas del policétido y del siquimato. La produccion de
pigmentos esta muy ligada a la formacion de esporas asexuales (conidios), que son las estructuras que contienen
el color. El género Aspergillus genera una amplia gama de colores, incluyendo amarillos, anaranjados, rojos,
marrones y negros. Un ejemplo destacado son las melaninas, pigmentos oscuros producidos por especies como
A. niger y A. fumigatus. Estas melaninas cumplen una funcion protectora, defendiendo al hongo de los dafios
causados por la radiacion UV y los radicales libres ©- Ademas, en hongos patogenos, las melaninas ayudan a
evadir el sistema inmunolégico del huésped, lo que aumenta su capacidad de causar enfermedades. Produccion
de pigmentos en Aspergillus salvadorensis y su relacion con el metabolismo. La especie de hongo Aspergillus
uesalvadorensis también es productora de pigmentos, como lo evidencia la observacion de lotes de semillas de
color negro. La aspergilina, un tipo de pigmento producido por este hongo, puede manifestarse en tonos negros o
verde negruzco dependiendo de diversos factores.(® Estos factores incluyen la especie especifica de Aspergillus,
asi como las condiciones ambientales como la nutricion, el pH, la temperatura y la presencia de otros compuestos.
Ademas de los pigmentos oscuros, varias especies de Aspergillus producen antraquinonas, las cuales poseen
propiedades biologicas como efectos antimicrobianos y antioxidantes. Usos y contribucion indirecta de la NADH
deshidrogenasa. Los pigmentos fungicos tienen una variedad de aplicaciones en biotecnologia. Son utilizados
como colorantes naturales en alimentos, bebidas y otras industrias como la textil y la cosmética. Adicionalmente,
muchos de estos pigmentos tienen propiedades bioactivas, como actividad antioxidante, antimicrobiana y
anticancerigena, lo que los hace de gran interés para la industria farmacéutica. Aunque la NADH deshidrogenasa
no produce pigmentos directamente, su contribucion es indirecta pero crucial. Esta enzima, también conocida
como complejo I, tiene dos funciones principales: Produccion de energia (ATP): Su funcion principal es generar
la energia necesaria para todos los procesos metabdlicos del hongo, incluyendo la sintesis de pigmentos. 7
Regulacion del estrés oxidativo: Aspergillus posee versiones alternativas de esta enzima que ayudan a mantener
el equilibrio redox y a controlar la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), protegiendo al hongo del
estrés ambiental. La producciéon de melanina puede ser una respuesta complementaria a este mecanismo de
proteccion. Regulacion genética de la produccion de pigmentos. La produccion de pigmentos en Aspergillus es
un proceso complejo regulado por la interaccion de factores genéticos y metabdlicos que responden a las
condiciones del entorno. Los genes responsables de la produccion de pigmentos suelen estar agrupados y su
expresion es controlada por factores de transcripcion. Un ejemplo clave de esto son los genes de la policétido
sintasa (PKS), que participan en la sintesis de pigmentos como la aspergilina a través de rutas metabdlicas
especificas. Sintesis y Regulacion de Pigmentos en Aspergillus. %9 La mayoria de los pigmentos en el hongo
Aspergillus, como la melanina DHN (dihidroxinaftaleno), son policétidos. Su produccion comienza con enzimas
conocidas como PKS (policétido sintasas), las cuales unen unidades de acetil-CoA y malonil-CoA. Factores que
controlan la produccion de pigmentos. La produccion de pigmentos esta controlada por una interaccion compleja
entre factores genéticos y metabolicos: Factores Genéticos. Genes de la via de la DHN-melanina: En algunas
especies de Aspergillus, los genes para la produccion de melanina DHN estan agrupados en el genoma. Estos
genes contienen las instrucciones para las enzimas que transforman precursores simples en el pigmento final.
Genes reguladores: Existen factores de transcripcion, como los genes brlA y wA en Aspergillus nidulans, que
controlan la expresion de los genes de pigmentos. Por ejemplo, el gen wA en esta especie es responsable de
cambiar el color de un pigmento de amarillo a verde. Factores Metabolicos y Ambientales. La produccion de
pigmentos es un proceso metabolico secundario que se activa bajo condiciones especificas, principalmente
cuando los nutrientes principales se agotan. Disponibilidad de sustratos: La abundancia de los precursores
metabolicos (acetil-CoA y malonil-CoA) influye directamente en la cantidad de pigmento que se produce. (!
Por ejemplo, el nacascol, al ser una fuente rica en carbohidratos, lipidos y proteinas, es un sustrato ideal para el
Aspergillus salvadorensis. Estrés ambiental: La pigmentacion, especialmente la melanina, actia como una

223



proteccion contra diversas formas de estrés, como: Estrés oxidativo: Los pigmentos funcionan como
antioxidantes, neutralizando las especies reactivas de oxigeno. Radiacion UV: La melanina absorbe la radiacion
UV, protegiendo el ADN de las esporas del dafio. Metales pesados: Algunas especies de Aspergillus pueden
modificar su pigmentacion en respuesta a la presencia de metales pesados. Diferenciacion Celular y Regulacion
por Estrés. La produccion de pigmentos esta estrechamente relacionada con la conidiacion (formacion de
esporas), un proceso de diferenciacion celular. La pigmentacion de las esporas les confiere una mayor resistencia
para sobrevivir en entornos hostiles. La regulacion de este proceso es un mecanismo de defensa: las sefiales de
estrés ambiental activan los factores de transcripcion genéticos, lo que a su vez pone en marcha la produccion de
pigmentos. El agotamiento de nutrientes desencadena cambios metabolicos en los hongos, redirigiendo su energia
del crecimiento hacia la produccién de metabolitos secundarios, como los pigmentos. Este mecanismo de
supervivencia prepara al organismo para la dispersion. ¥ Uso de la Secuenciacion Genética para el Analisis
Metabolico. La secuenciacion de ADN (como la proporcionada por MACROGEN) es una herramienta poderosa
para predecir las rutas metabolicas y los genes implicados en la biosintesis de estos metabolitos. Una vez que se
obtiene la secuencia del genoma, se pueden usar herramientas bioinformaticas y bases de datos como KEGG y
MetaCyc para mapear las rutas metabolicas y asociarlas con genes especificos. Ruta de melanina: Identificar
genes de enzimas como la tirosinasa o la laccasa puede indicar que el organismo es capaz de producir melaninas.
Ruta de antraquinonas: La secuenciacién de genes de oxigenasas, hidroxilasas y transferasas puede sugerir la
capacidad del hongo para sintetizar antraquinonas. Analisis de la Expresion Génica con DNA-seq. (1*!> Ademas
de la secuenciacion de ADN, la técnica DNA-seq es ttil para estudiar la expresion de genes. Permite identificar
cuales genes estdn activos bajo ciertas condiciones, como la escasez de nutrientes o la exposicion a factores
ambientales que estimulan la produccion de pigmentos. Por ejemplo, si un hongo como Aspergillus produce
melanina en un ambiente determinado, los genes relacionados con la melanina se expresaran en mayor cantidad,
lo cual puede detectarse en un andlisis de DNA-seq. Predictores de Secuencia y Enzimas Especificas. La
secuenciacion genética también permite predecir la existencia de enzimas especificas involucradas en la
biosintesis de metabolitos secundarios. Polifenol oxidasa: En algunos hongos, esta enzima puede estar implicada
en la formacidon de melaninas. Su gen puede ser identificado a partir de la secuencia genética. Laccasa: Esta
enzima también puede ser identificada a partir de su secuencia génica, y su presencia estd vinculada a la
produccion de ciertos pigmentos. En muchos hongos, la laccasa juega un papel importante en la formacion de
pigmentos oscuros. La identificacion de genes que codifican para laccasas a partir de la secuenciacion seria un
buen indicativo de la produccién de pigmentos como la melanina. ' En nuestro caso no se estudiaron. La via de
deshidrogenasa juega un papel crucial en muchos procesos metabolicos dentro de las células, incluidos aquellos
relacionados con la produccion de metabolitos secundarios. 7 Aunque no estd directamente vinculada a la
sintesis de pigmentos como las melaninas, la actividad de las deshidrogenasas (enzimas que catalizan reacciones
de deshidrogenacion, es decir, la eliminacion de atomos de hidrogeno) tiene implicaciones indirectas en la
generacion de metabolitos secundarios que pueden influir en la coloracion de los hongos, como Aspergillus. En
general estas deshidrogenasas son un grupo de enzimas que catalizan la oxidacion de sustratos, lo que implica la
transferencia de electrones de una molécula a un aceptor de electrones, generalmente NAD* o NADP*,
convirtiéndolos en sus formas reducidas, NADH o NADPH. Este proceso es esencial para la respiracion celular,
la biosintesis de compuestos y las reacciones redox de los metabolitos. Su Rol en la produccion de metabolitos
secundarios. la produccion de pigmentos o metabolitos secundarios en Aspergillus, las deshidrogenasas pueden
tener un rol indirecto pero fundamental, debido a su participacion en reacciones de oxidacion y reduccion que
proporcionan los precursores o activan las rutas metabolicas que producen pigmentos como melaninas o
antraquinonas. En general la via de deshidrogenasa es clave para la biosintesis de varios metabolitos secundarios,
ya que contribuye a la produccion de NADH o NADPH, (3!) que son esenciales para las reacciones redox que
transforman precursores en metabolitos finales. Aunque no es directamente responsable de la coloracidon (como
las melaninas o las aflatoxinas), las deshidrogenasas facilitan las reacciones de oxidacion-reduccion necesarias
para la formacion de estos pigmentos y otros compuestos que pueden afectar la coloracion del hongo. En resumen,
las deshidrogenasas son esenciales para activar o impulsar las rutas metabolicas que conducen a la sintesis de
pigmentos, aunque no sean los responsables directos de la pigmentacion. 0212223249 Del andlisis de la
secuenciacion de metabolitos productores de pigmentos, de la secuenciacion se encontraron 6 metabolitos
productores de pigmento originados por el hongo Aspergillus uesalvadorensis, que son:

Tabla I. Enzimas reducciéon de NADPH y la oxidacion de NADH
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NADPH-ferrihemopratein reductase

NADH-quinone oxidoreductase subunit A [EC:1.6.5.3]
NADH-quinone oxidoreductase subunit B [EC:1.6.5.3]
NADH-quinone oxidoreductase subunit C [EC:1.6.5.3]
NADH-quinane oxidoreductase subunit D [EC:1.6.5.3)
NADH-quinone oxidoreductase subunit F [EC:1.6.5.3)
Fuente: MACROGEN KOREA DEL SUR. EggNOG , MetaCyc . 2025

En la Tabla I. Este texto describe el papel indirecto pero crucial de dos enzimas, la NADPH-ferrihemoprotein
reductase y la NADH-quinone oxidoreductase (con sus subunidades), en la produccioén de pigmentos en hongos
como Aspergillus salvadorensis. Resumen del Papel Enzimatico en la Pigmentacion. Las enzimas mencionadas
no sintetizan pigmentos directamente, sino que actan como facilitadoras esenciales al participar en el
metabolismo redox (reacciones de oxidacion-reduccion) de la célula.1. NADPH-ferrihemoprotein reductase.
Funcion Principal: Cataliza la reduccion de ferrihemoproteinas utilizando NADPH. Implicacion en Pigmentacion:
Contribuye a los procesos metabolicos generales que requieren transferencia de electrones, lo cual es un
prerrequisito para la biosintesis de muchos compuestos, incluidos los pigmentos. 2. NADH-quinone
oxidoreductase (Subunidades A, B, C, D, F). Funcion Principal: Cataliza la transferencia de electrones desde
NADH a una quinona, siendo una parte clave de la cadena de transporte de electrones para la respiracion celular
y la generacion de energia.Implicacion en Pigmentacion: Indirecta: Su actividad en el equilibrio redox celular es
fundamental para las reacciones que conducen a la sintesis de metabolitos secundarios, como las melaninas y
otros compuestos fendlicos (que suelen ser pigmentos). Manejo de Electrones: Estan implicadas en la oxidacion-
reduccion de compuestos intermediarios necesarios para la biosintesis de pigmentos. Implicacion en la
Produccion de Pigmentos. La produccion de pigmentos oscuros en el hongo Aspergillus uessalvadorensis,
probablemente melaninas, depende de una serie de reacciones redox. Rol del NADH/NADPH: Las enzimas son
vitales porque gestionan la generacion y el uso de NADH y NADPH. Estos compuestos son cofactores de
transferencia de electrones cruciales en la formacién de productos como las melaninas. Facilitacion de la
Biosintesis: En el caso de la melanina, las deshidrogenasas (como las NADH-quinona oxidoreductasas) ayudan
a mantener el equilibrio redox que permite la oxidacion de precursores fendlicos (como la tirosina) hasta llegar a
intermediarios complejos como la dopaquinona, que eventualmente forman la melanina. En esencia, estas
enzimas son vitales para el ecosistema quimico de la célula, creando el ambiente redox necesario para que las
enzimas pigmentarias directas puedan llevar a cabo su trabajo.

Tabla II. Enzimas reducciéon de NADPH y la oxidacién de NADH

NADH-quinone oxidoreductase subunit
G
NADH-quinone oxidoreductase subunit H

NADH-quinone oxidoreductase subunit [

Urate oxidase, dihydrolipoamide
dehydrogenase
FMN-dependent NADH-azoreductase

COGO431  Nadp  dependent  fmn
reductase
COGO655 Nad dependent fimn reductase
NADP oxidoreductase, coenzyme f420-
dependent

Fuente: MACROGEN KOREA DEL SUR. EggNOG , MetaCyc . 2025

En la Tabla II. Funcién y Significado de la NADH-Quinona Oxidorreductasa. La enzima NADH-quinona
oxidorreductasa (0 NADH deshidrogenasa), clasificada con el nimero EC:1.6.5.3, es un complejo proteico
crucial. Identificacion del Complejo Enzimatico. El complejo esta formado por multiples componentes llamados
subunidades (identificadas con cddigos K como A, B, C, D y F). El hecho de que todas las subunidades compartan
el mismo niimero EC (EC:1.6.5.3) confirma que todas forman parte del mismo complejo que cataliza la misma
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reaccion general. Esta enzima es una oxidorreductasa, es decir, maneja las reacciones de oxidacion-reduccion,
actuando especificamente sobre grupos NADH y utilizando una quinona como aceptor de electrones. Rol
Indirecto en la Produccién de Pigmentos. Aunque la NADH-quinona oxidorreductasa no es la enzima que
sintetiza directamente el pigmento, desempefia un papel crucial e indirecto en la produccion de pigmentos, 9
especialmente en hongos como el Aspergillus salvadorensis. Equilibrio Redox. El Complejo I es la principal
funcién del hongo, siendo fundamental para la respiracion celular y la generacion de energia. Sin €1, la célula no
tendria la energia (ATP) ni la estabilidad quimica (homeostasis redox) necesarias para llevar a cabo rutas
metabolicas costosas como la pigmento génesis (produccion de pigmentos). Interaccion con Precursores de
Pigmentos. En hongos, esta enzima o similares (como las NADPH-quinona oxidorreductasas) pueden participar
en el ciclo redox de quinonas, que son moléculas que actiian como precursores o subproductos de la biosintesis
de pigmentos. Existe una interaccion bioquimica directa: algunos pigmentos quinénicos pueden incluso actuar
como oxidantes o inhibidores del Complejo I, demostrando un vinculo estrecho entre el metabolismo energético
y los pigmentos. En el caso del 4. salvadorensis negro (probablemente melanina), el NADH/NADPH que
manejan estas enzimas es esencial para la reduccion de compuestos intermedios que finalmente se convierten en
esos pigmentos oscuros. La Melanina DHN: El Escudo Protector Negro. El color negro o gris-verdoso de las
esporas de Aspergillus se debe casi totalmente a la DHN-Melanina (1,8-dihidroxinaftalina-melanina), un
polimero final de color negro. Sintesis y Funcion Principal. Composicion: La DHN-Melanina es un pigmento
derivado de la via de los policétidos, que son los precursores quimicos. Enzima Clave: La enzima PksP (Policétido
Sintasa) es la responsable de iniciar la sintesis del precursor principal (un heptacétido). Funcion: Este pigmento
se deposita en la pared celular de las esporas, actuando esencialmente como un escudo protector para la
supervivencia del hongo. Induccién por Estrés. El Disparador: La produccion de melanina no es constante, sino
que se induce (se activa) cuando el hongo se enfrenta a condiciones de estrés, especialmente el estrés oxidativo
(causado por la acumulacion de Especies Reactivas de Oxigeno o ROS, como los radicales libres). ?® Mecanismo:
La acumulacion de ROS actiia como una sefial celular crucial, activando los genes que permiten al hongo construir
la maquinaria defensiva de melanina para sobrevivir. La Conexion con la Energia Celular (NDH). Aunque la
enzima NADH-quinona oxidorreductasa (NDH), o Complejo I, no produce la melanina directamente, es
fundamental para que la sintesis ocurra: La NDH es esencial porque genera la energia (ATP) y mantiene el
equilibrio metabdlico necesario. Sin la energia y la homeostasis que proporciona la NDH, la maquinaria
enzimatica de la DHN-melanina (como la PksP) no podria operar ni construir las defensas pigmentadas, lo que
podria llevar a la muerte del hongo. En resumen, el estrés activa la maquinaria de la melanina, pero la NDH le
proporciona el combustible para funcionar. ¢7-28.2-30)

Identificacion de molécula del Aspergillus salvadorensis.

Fig.2. molécula DNA de Aspergillus salvadorensis. A1.2025

En la Fig 2 se observan Codones (3 bases) y los Aminoacidos (una letra)
del Aspergillus salvadorensis. La imagen muestra una estructura
tridimensional (3D) de un acido nucleico, probablemente ADN o ARN.
Se observa una doble hélice (lo cual es tipico del ADN o ARN de doble
cadena), y una gradiente de color arcoiris a lo largo de la cadena, que
normalmente indica la direccion de la molécula (de 5'a 3'). Ademas, hay
letras rojas (T, D, V, K, H) marcando ciertas posiciones especificas de
la molécula. En estos no se encuentra los precursores cancerigenos en el
hongo.

Discusion

El estudio inicial del hongo Aspergillus fue descrito por primera vez en

1729 por el bidlogo italiano Antonio Micheli en su obra Nova

Plantarum quien naci6 en Florencia, Italia, en 1697 V- En la actualidad,

ha generado mucho interés no solo por sus implicaciones en la salud sino

también en las industrias alimentaria, quimica y bioldgica. Se inician investigaciones generales sobre una planta
natural muy conocida en nuestro medio a nivel nacional conocida como la semilla de Nacascol, muy utilizada en
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alfareria y curtido de pieles en la zona norte del pais. Esta semilla tiene una particularidad inerte que necesita de
la presencia de un hongo del género Aspergillus sp y el hongo devora la semilla como sustrato alimenticio
perforandola hasta pulverizarla, para que pueda tefiirse junto con las propiedades de la arcilla tifie de negro-café
las vasijas y curtido de la piel del ganado, Los taninos al fermentarse pueden extraerse acido galico y glucosa.
Ademas, las vasijas dan la caracteristica especial de la arcilla negra, lo que les da un aspecto colonial y hermoso
a las vasijas. Al observar las vasijas el tono café es del tanino de la semilla y el negro proviene del hongo mas
hierro que contiene la arcilla le da el tono negro intenso. En general, las especies del género Aspergillus se
encuentran como saprofitos depositados en material organico como plantas, semillas o suelo. Su temperatura es
adaptativa, desde un minimo de 5 °C hasta 60 °C en otras especies, aunque raras soportan temperaturas de mas de
100 a 300 °C. Actualmente el Aspergillus es un género amorfo, que comprende entre 260 y 837 especies ¢**% Tal
es la diversidad de especies que con el uso de tecnologias modernas como la PCR. La secuenciacion ha permitido
facilitar su estudio en algunos casos, siempre y cuando se disponga de una base de datos secuencial adecuada y
se tenga los primers segun especies a mezclar los pares de bases. La pigmentacion de los hongos se debe a la
sintesis de varios tipos de pigmentos y moléculas cromoforos como carotenoides, melaninas, flavinas, fenazinas,
quinonas entre otros. ®¥- Los pigmentos de melaninas tienen una funcion principal en la proteccion de las esporas
de los hongos contra los aumentos de temperatura, la radiacion y la desecacion. > Las melaninas estin presentes
en la mayoria de los hongos, encontrandose en casi todos los hongos patdgenos' % El habitat natural de las
especies de Aspergillus es el heno, semillas y el compost, utilizado como alimento para ganados vacunos. En el
caso del Aspergillus niger. Las melaninas estan compuestas de estructuras alifaticas y aromaticas de tipo indol o
fenol y son sintetizadas por una amplia gama de organismos. Estos pigmentos, que son metabolitos secundarios,
pueden tener diferente coloracion y también pueden ser heterogéneos en cuanto a su organizacion estructural,
composicion y funciéon .Sin embargo, todos estos pigmentos tienen propiedades sicoquimicas similares, que
incluyen resistencia a la hidrdlisis acida, estructura amorfa y polidispersa, naturaleza polimérica, carga neta
negativa y una estructura radicalaria estable ¢ Todas las melaninas, excepto la piomelanina, son insolubles en
agua y disolventes organicos, siendo solo solubilizadas en solventes alcalinos. Estas propiedades quimicas
explican los roles multifuncionales de los pigmentos oscuros que les permiten a los hongos negros adaptarse a
diversas condiciones ambientales. ?739

Conclusiones

Se encontraron 14 enzimas y metabolitos secundarios en la produccion de pigmentos negros producidos por el
hongo por stress oxidativo. Entre ellos: NADPH-ferrilhemoprotein reductase, NADPH-quinone oxidoreductase
subunit A,NADPH-quinone oxidoreductase subunit B,NADPH-quinone oxidoreductase subunit C,NADPH-
quinone oxidoreductase subunit D,NADPH-quinone oxidoreductase subunit F, NADH-quinone oxidoreductase
subunit G, NADH-quinone oxidoreductase subunit HNADH-quinone oxidoreductase subunitl, Urate oxidase,
dihydrolipoamide dehydrogenase,FMN-dependent, NADH-azoreductase, COGO431 Nadp dependent fmn
reductase, COGO655, Nad dependent fmn reductase ,NADP oxidoreductase, coenzyme f420-dependent. La
producen cuando hay stress oxidativo.

Abreviaturas

DNA Deoxyribonucleic Acid

UES University of El Salvador

CENSALUD Center for Health Research

FASTA Format for Nucleotide Sequences
MACROGEN Macroscopic Phenotype of Gene
MALDITOF Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight
MERK Merck Sharp and Dohme

NGS Sanger's Sequencing Techniques

ORF Open Reading Frame

PCR The polymerase Chain Reaction

SMRT Single Molecule, Real-time

SMSR Shotgun Metagenome Sequencing Report
SBS Sequencing by Synthesis
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TGS Third Generation Sequencing
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Caracterizacion de Aspergillus salvadorensis aislado de semillas de

Caeselpinia coriaria. El Salvador. *
Antonio Vasquez Hidalgo *

Profesor Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad de El Salvador, San Salvador, El Salvador
Resumen
El estudio se centrd en la identificacion y caracterizacion fenotipica y genotipica del género Aspergillus mediante
secuenciacion de nueva generacién (NGS), utilizando el sistema Illumina NovaSeq 6000 de MACROGEN SUR,
Corea del Sur. La fase inicial consistid en la recolecciéon de semillas de Caesalpinia coriaria. La segunda fase,
iniciada en 2006, incluy®¢ la caracterizacién macroscopica y microscopica inicial y el aislamiento de Aspergillus. Se
extrajo el ADN gendmico (ADNg), obteniéndose una concentracion maxima de 12,297 ng/ul (con un volumen de
30 pul y una cantidad total de 0,369 ng), y un niimero de integridad del ADN (DIN) de 6,4. La maxima intensidad
de la muestra se observd a los 15.000 pb durante el control de calidad del analisis de ADNg mediante TapeStation.
El analisis de qPCR mostré un fragmento de gqDNA de 624 pb a una concentracién de 103,24 nM (41,87 ng/pl).
Para la secuenciacidén, se obtuvieron un total de 11.705.895.990 pb y 77.522.490 lecturas totales utilizando la
biblioteca de ADN TruSeq Nano. El contenido de nucleétidos fue de 49,7 % GC y 50,3 % AT. Los parametros de
calidad fueron excelentes, con un Q20 del 95,1 % y un Q30 del 88,3 %, lo que confirma la alta calidad de los datos.
Tras el recorte de calidad y adaptadores, y la eliminacién de contaminantes, el valor de los datos brutos se refiné
de 38.761.245 N a 30.961.740. La taxonomia de Krona y los mapas de calor confirmaron el género Aspergillus. En
conclusion. Se identifico con éxito la especie Aspergillus sp, que muestra una variedad de especies, lo que coincide
con estudios previos de 2006 en los que se la denomind Aspergillus salvadorensis. Las secuencias ITS y BenA no
corresponden a especies conocidas idénticas, lo que valida su identificaciéon como el nuevo taxon Aspergillus
salvadorensis.

Palabras clave

Aspergillu salvadorensis, Caesalpinia coriaria, ITS, BenA

Introduccion

Un proyecto de investigacion se centrd en la semilla de Nacascol en El Salvador, la cual requiere la presencia del
hongo Aspergillus sp. para ser pulverizada y utilizada en el tefiido de ceramica (que produce una arcilla negra
caracteristica) y el curtido de cuero. El hongo facilita la extraccion de taninos (para el color marrén) y contribuye al
intenso color negro cuando se combina con el hierro de la arcilla. Las especies de Aspergillus son saproéfitas
comunes que se encuentran en la materia organica y presentan una alta adaptabilidad a la temperatura (tipicamente
5 °C).oC a 60°C). Se trata de un género diverso que comprende entre 260 y 837 especies. La pigmentacion fingica,
incluidas las melaninas, es crucial para la proteccion contra la temperatura y la radiacién. El proyecto de
investigacidon, que comenzo en 2006 con la fenotipificacién y culmind en 2024 con la secuenciacion de nueva
generacion (NGS) Illumina NovaSeq X Plus en Corea del Sur, tiene como objetivo extraer, identificar y caracterizar
las especies nativas de Aspergillus que circulan en El Salvador mediante analisis fenotipico y genotipico. Materiales
y métodos. Herramientas. La precisién de la secuenciacion se evalud por ciclo, donde cada ciclo representa la
incorporaciéon de una sola base (A, T, C o G), detectada por sefales fluorescentes. La secuenciacion ciclo a ciclo
garantizo una alta precision. Se identificaron genes asociados con enzimas, proteinas y metabolitos secundarios. El
estudio para la caracterizacion del hongo Aspergillus se llevé a cabo en dos fases metodoldgicas: La caracterizacion
fenotipica comenzd con la recoleccion de cinco lotes de semillas de Nacascol (Caesalpinia coriaria) de la zona norte,
seguida de su purificacion y seleccion. El in6culo se prepard en medio de cultivo Sabouraud y se observo el
crecimiento a las 48 horas con un microscopio 6ptico a 40x y 100x. Esta fase incluy6 la toma de microfotografias
electréonicas en CENSALUD vy la realizacion de una PCR preliminar en México. La caracterizacion genotipica se
centré en andlisis moleculares avanzados. Se enviaron tres muestras a los laboratorios de MACROGEN INC en
Corea del Sur para la extraccion, el analisis y la identificacion de diversas formas de ADN, incluyendo ADN
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genomico (gDNA), ADN cuasi-cuadrado (QDNA), ADN bicatenario (dsDNA), ADN complementario (cDNA) y
ADN secuencial (seqDNA), con el objetivo de determinar la especie. Los procedimientos de laboratorio incluyeron
la preparacion de una suspension de esporas a partir del cultivo, su resiembra y el recuento con una camara de
Neubauer para asegurar una concentracion adecuada. También se realiz6 un microcultivo en una cdmara hiimeda
estéril en CENSALUD, donde la muestra se incubé durante 7 dias y se observaron las estructuras caracteristicas
con azul de lactofenol bajo un objetivo de 100x. (10,11,12) Se recolectaron semillas de Nacascol y se almacenaron a
temperatura ambiente. Para la caracterizacién morfoldgica, las muestras de hongos se cultivaron en medio
Sabouraud y se incubaron a 37 °C.cLas muestras se incubaron a 42 °C durante 72 horas y luego a temperatura
ambiente, observandose las estructuras con la misma tincion bajo un microscopio 6ptico. El aislamiento y la
purificacion se realizaron raspando el material de la semilla y depositandolo en agar dextrosa Sabouraud (ASD)
hasta obtener aislados puros, que posteriormente se inocularon en medio liquido (PW) y se incubaron antes de
secar la biomasa a 42 °C.oC. En cuanto a los métodos de ADN, se utilizaron tanto la secuenciacién Sanger como,
principalmente, la plataforma Illumina. Illumina se caracteriza por amplificar fragmentos de ADN mediante PCR
en puente para generar grupos y detectar bases con marcadores fluorescentes, lo que permite secuenciar los
fragmentos desde ambos extremos. La extraccion de ADN gendmico (ADNg) tuvo como objetivo liberar el ADN
intracelular mediante la ruptura de la pared celular del hongo, concentrando y purificando las moléculas objetivo
sin degradacion, mediante métodos quimicos, enzimaticos o mecanicos. Finalmente, se utilizé la técnica de PCR
cuantitativa (qQPCR) para el control de calidad y la cuantificaciéon del ADN fragmentado. El control de calidad del
ADN en MACROGEN se realizo utilizando el sistema QuantiFluor dsDNA y un lector de microplacas, que
cuantifica con mayor precisiéon el ADN de doble cadena. Se observo que el género Aspergillus presenta un tamafio
de genoma variable (aproximadamente de 27 a 39 Mb) con un promedio de 9000 a 14 000 genes, lo que equivale a
aproximadamente 99 980 000 pb. La calidad por ciclo se refiere a la evaluacién de la calidad de las lecturas de
secuenciacion en cada ciclo, donde una base incorporada se detecta y registra utilizando una sefial dptica.

Resultados. Descripcion taxondmica.

Etimologia. El epiteto especifico salvadorensis hace referencia a El Salvador, pais donde se aislé la especie por
primera vez. Diagnodstico: Aspergillus salvadorensis se diferencia de especies estrechamente relacionadas por una
combinacion tnica de caracteres morfoldgicos y moleculares. Material examinado (Holotipo). Aislamiento a partir
de semillas de Nacascol, en la zona norte de Morazan, El Salvador, recolectadas en febrero de 2006 y depositadas
en la coleccién de cultivos de la Universidad de El Salvador (UES-1) como cepa tipo. Secuencias de referencia
depositadas en GenBank bajo los BioProyectos PRINA1306032 y PRINA1303219. Habitat y distribucién: Aislado de
materia vegetal en semillas y suelo. El Salvador. Hasta el momento, solo se ha reportado en esta region. Notas
taxondmicas: Aspergillus salvadorensis pertenece a la seccion nigri del género Aspergillus, donde forma un clado
monofilético distinto y bien sustentado. Diferencias consistentes en el ITS,fLas secuencias de p-tubulina,
calmodulina y rpb2 respaldan su reconocimiento como especie independiente. La combinacion de evidencia
molecular, filogenética y morfoldgica justifica su designacion como nueva especie. Ademas, produce un tinte negro
a partir de hongos. Filogenéticamente, forma un linaje monofilético bien sustentado dentro del género Aspergillus,
separado de especies relacionadas en andlisis multilocus (ITS, BenA). Morfologicamente, presenta caracteristicas
distintivas en la coloracion de las colonias, la morfologia de los conidiéforos y la ornamentacion de las conidias.
Descripcion. Procedimiento de microcultivo. La etapa inicial consistio en el aislamiento y la observacién fenotipica.
Las semillas de Nacascol, de color marrén oscuro, se recolectaron y almacenaron a temperatura ambiente. En lugar
de limpiarlas, el material raspado de las semillas se inocul6 directamente en placas de agar dextrosa Sabouraud
(ASD) para su aislamiento, y este proceso de purificacion se repitié hasta obtener aislamientos fungicos puros.
Posteriormente, se identificaron las caracteristicas taxonoémicas mediante microscopia y bases de datos en linea.
Para el analisis molecular, la biomasa fungica se cultivé en medio liquido PW a 37 °C.oC, secado a 42°C, y se
almacend. El objetivo principal de la extraccion de ADN genémico (ADNg) era liberar el ADN intracelular
mediante la ruptura de la pared celular del hongo (a través de métodos quimicos, enzimaticos o mecanicos) y
purificarlo eliminando los contaminantes sin degradar el acido nucleico. Se utilizé la técnica de qPCR (reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa) para medir la concentracion de ADN mediante fluorometria (utilizando el
sistema QuantiFluor dsDNA), que proporciona mayor precisién que la espectrometria. Una vez que el ADN
cumpli6 con los requisitos de control de calidad, se fragmentd y se prepard para la secuenciacion. Se mencionaron
métodos generales como la secuenciacion de Sanger y, mas especificamente, laPlataforma Illumina NovaSeq 6000.
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Esta tecnologia implica la amplificacion de fragmentos de ADN a partir de micelio en grupos mediante PCR en
puente y la deteccion de bases utilizando marcadores fluorescentes. Esto permite la secuenciaciéon desde ambos
extremos y el analisis de diversos tipos de ADN (ADN gendmico, ADN cuantitativa, ADN complementario, etc.).
La fiabilidad de los resultados se garantiza evaluando la calidad de las lecturas en cada ciclo del proceso de
secuenciacion. La precisidon de la secuenciacion se evalud en cada ciclo. La fiabilidad de los resultados de la
secuenciacion se garantizé mediante un meticuloso proceso de deteccién de bases. En cada ciclo de secuenciacion,
se afladi6 una sola base (A, T, C 0 G), y esta incorporacién se detecté mediante sefiales fluorescentes, lo que asegurd
una secuenciacion precisa paso a paso. Para identificar los genes relacionados con enzimas, proteinas y metabolitos
secundarios, MACROGEN utilizé varias bases de datos especializadas. Estas incluyeron Egg-NOG, que clasifica
los grupos ortdlogos (COG); Meta-Cyc, que proporciona informacion detallada sobre rutas metabdlicas, enzimas y
reacciones; UniRef, que agrupa secuencias de proteinas, y KEGG, que se centra en la anotacién de funciones
génicas, permitieron clasificar los genes y las rutas metabdlicas especificas de *Aspergillus salvadorensis®,
mejorando asi la comprensiéon de sus capacidades bioldgicas. Extraccién del pigmento negro (melanina): La
extraccion de melanina, el pigmento negro producido por el hongo *Aspergillus* en condiciones de laboratorio, es
un procedimiento metddico debido a la insolubilidad inherente del pigmento. El proceso comienza con el cultivo
controlado de *Aspergillus* en agar Sabouraud, que proporciona nutrientes esenciales como fuentes de carbono y
nitrégeno. El cultivo se realiza a temperatura ambiente o ligeramente superior (aproximadamente 25 °C).oC a 30-C)
con alta humedad. Someter el hongo a factores de estrés ambiental, como cambios de pH o radiacion UV, estimula
la producciéon de melanina. ®®Descripcion. Fenotipico.#51.El nacascol, cuyo nombre cientifico es Caeselpinia
coriaria, pertenece a la familia Caesalpiniaaceae, género Caesalpinia. Es una planta leguminosa con un tallo de 3 a
11 metros de altura, con hojas dispuestas en pares (pinnas) de 5 a 10 cm de largo, cada una con mas de 10 foliolos
de 4 a 8 mm de largo y 2 mm de ancho. Las semillas miden de 3 a 4 cm de largo, tienen el dpice redondeado y son
de color marrdn oscuro. De ellas crece un hongo que podria asemejarse a una especie de Aspergillus. El arbol de
Caeselpinia coriaria contiene taninos, triterpenos, glucésidos y flavonoides. El hongo se reproduce exclusivamente
en las semillas del nacascol, de las cuales se extrae el tinte y posteriormente se cultiva in vitro para la produccién
del mismo por artesanos salvadorefios. El hongo presente en las semillas se describe como esterigmas. La cabeza
de los conidios es negra, lisa; conidiéforos de 1 a 4uMide aproximadamente 1 mm de largo y produce conidios
moderados o esporas internas de 1 a 3 micras, de color marrén a negro. Es un hongo filamentoso hialino y saprofito,
perteneciente al filo Ascomycota. Caracteristicas macroscépicas: En medio de cultivo Sabouraud, desarrolla una
coloracién negra con pigmentacion en la region posterior del tubo en un plazo de 7 dias. En cultivo en placa y tubo
de agar Sabouraud: la colonia y su micelio son blancos, de aspecto columnar, y luego se tornan negros, alcanzando
un tamafio aproximado de 30-40 mm. El tamafio puede variar significativamente segtin el medio de cultivo y la
temperatura de incubacion empleados. La textura de las colonias es similar al algodén o al terciopelo; no presentan
esclerocios. El reverso de la colonia es negro o presenta pigmentacion negra, dependiendo del agente oxidante. El
micelio es de baja altura y la colonia tiene un aspecto negro mate. Es un hongo filamentoso. (14,31,43) El hongo, un
organismo hialino filamentoso saprofito perteneciente al filo Ascomycota, presenta caracteristicas coloniales y
estructurales distintivas: Cultivo: Al cultivarse en medio Sabouraud, la colonia muestra inicialmente micelio
columnar blanco que posteriormente se torna negro. Su textura es algodonosa o aterciopelada, y no se observan
esclerocios. En tubos de cultivo, el hongo produce un pigmento negro visible en el fondo en un plazo de siete dias.
El reverso de la colonia aparece negro o pigmentado, con un aspecto de micelio bajo, de color negro pulverulento.
Caracteristicas microscopicas: El conidiéforo de Aspergillus tiene tres partes diferenciadas: una vesicula globosa
terminal con una fidlide uniseriada sin metal, un estipite tubular y la célula basal que une el conidi6foro al micelio.
Los conididforos son lisos y rugosos, y se agrupan formando una masa compacta, hialina o pigmentada, de 3 a 5
pm.pm de largo y de 15 a 20um de diametro. En su interior se observan cientos de esporas o conidios. La espora
es esférica e irregular, aseptada, ameroporosa, coloreada y oscura, del tipo feospora columnar, grande, con un
diametro de 1 a 3um. La vesicula es globosa con 52-66um de diametro con una longitud de estipite de 100-300pm,
con un ancho de estipite de 2-2um, ornamentacion irregular y produce fialides a su alrededor. Las fialides son
monoseriadas, las ramas primarias miden 30pum de largo, cortas y de 8 micras de largo, de las cuales brotan las
conidias, que son globosas y rugosas de 4 a 5um de didmetro, marrén o marrdén a negro. El didmetro de la colonia
es de 9-10um, las conidias son columnares y tienen una longitud de 3-5um y un ancho de 1,96-2um. Cabezas de
conidios lisos con pared redonda e irregular, dispuestos en columna; estipes lisos, pronunciados, de pared delgada,
de color marrén a negro; no se observa columela; abundantes conidios que se desprenden de la cabeza; presenta
una hilera de fidlides. El esporangio es una estructura peridial globosa simple, con esterigma negro. Los conidios
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maduros, de color marroén, son esféricos con abundantes proyecciones espinosas en toda la periferia; los centrales
son escasos y forman espiculas en ntimero superior a diez. Los conidios tienen forma esférica de mazo con
espiculas, de cuyos extremos emergen largos filamentos dispuestos en cadenas lineales que salen de las
protuberancias. Toda la estructura forma una cubierta solida y se caracteriza por no tefirse con colorantes. Las
esporas asexuales inmaduras son esféricas, de pared delgada, incoloras y de gran tamano, y posteriormente se
agrupan formando masas internas de color marrén. El conididforo es largo, liso, uniseriado y con abundantes
esporas. En general, la espora es alargada e irregular. Las hifas no presentan septos y el micelio es continuo. La
cabeza no es radiada, es columnar y uniseriada, de la cual se desprenden los conidios. Crece a temperatura
ambiente de 37 °C.°C. Las conidias/esporas asexuales inmaduras son irregulares, con una pared delgada e incolora
de gran tamafo, que luego se rellenan formando masas internas marrones; la colonia tiene un aspecto negro
pulverulento. El micelio es corto o aplanado, delgado y negro a medida que envejece. Se sugiere que esta especie
de Aspergillus encontrada, dada su caracterizaciéon morfoldgica, es otra hallada en El Salvador. Al comparar la
especie *Aspergillus niger* con la especie descubierta, la vesicula de la especie *Aspergillus niger* estd irradiada y
contiene conidias redondas, mientras que la de la especie descubierta tiene forma de mazo alargado sin irradiacion.
A 100x se observa que las conidias de *Aspergillus niger* son redondas, con paredes gruesas y un centro liso,
biserial, metulado y radiado (46). Las de la nueva especie presentan espiculas que emergen de la armadura. Se
pueden observar ambas conidias, destacando que las de la nueva especie no se tifien con azul de algodoén lactofenol,
mientras que las de *Aspergillus niger* si (51). Aspergillus se reproduce asexualmente mediante la formacion de
conidios. Inicialmente, el micelio es blanco y, tras varias semanas a temperatura ambiente, se torna negro en 7 dias,
con un aumento progresivo de esporulacion marrdén. Estos conidios crecen en los extremos de las fidlides. Debido
a la presencia de pigmentos, adquieren su color negro. Los hongos del género Aspergillus spp. se caracterizan por
producir micotoxinas. Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos y secretados por el hongo durante
la degradacion de la materia organica, como mecanismo de defensa contra otros microorganismos (43-14, 17). Las
hifas se desarrollan en un conidiéforo que, en su extremo terminal, termina en una cabeza conidial globosa de la
cual emergen las fialides y se desprenden las esporas o conidios para reiniciar su ciclo. Cada hifa, en su extremo,
forma cabezas conidiales globosas que pueden producir mas de 500.000 conidios (31). Estas conidias, observadas a
100x, presentan una apariencia rugosa similar a la de las pectorales, con una pared gruesa de espiculas marrones
que se proyectan hacia afuera, llenas e intactas, sin la coloracién azul algodonosa del lactofenol. Desde la base de
las hifas, cada conidia es empujada hacia el interior del conidiéforo hasta alcanzar la vesicula donde se acumula,
ejerciendo una presion mecdnica hacia afuera desde su salida de las fidlides. Este proceso se repite constantemente.
Las hifas son estructuras cilindricas filamentosas que forman el cuerpo de los hongos multicelulares. Estan
compuestas por una hilera de células alargadas envueltas por una pared celular quitinosa. Las células que las
componen pueden o no estar separadas entre si por una pared celular transversal llamada septo. Estas conidias se
consideran infecciosas y constituyen el punto de partida para el desarrollo del micelio del hongo. En resumen,

pertenece al Reino Fungi, Filo Ascomycota, Género Aspergillus, Especie salvadorensis. Es un metabolito activo. ©1%
34,35,36,40,41,47,48-50,51).
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Figura 1. Aspergillus salvadorensis. Caracterizacion fenotipica. 1. Agar de cultivo Saboraud 2. Tubo de cultivo
Saboraud 3. Luz ultravioleta 4. Cabezas conidiales de Aspergillus 100x, 5. Microfotografia electrénica 2550x y 6.
Microfotografia electronica 10000x.

Figura 1. Morfologia del hongo y adaptacion al calor. Se cultivé en agar Sabouraud, donde se observan colonias
negras en la placa y en la parte posterior del tubo en las fotos 1 y 2. En la foto 3 se observa que, bajo luz ultravioleta,
existe una diferencia cualitativa entre las especies *Niger* y *Salvadorensis*: en la primera se observa un halo
alrededor y en la segunda, la presencia de espiculas.No esta tefiido con lactofenol azul algoddn, a diferencia de otras
especies de hongos. En la foto 4 se observan conidios a 100x que reflejan espiculas y una armadura compacta. En las
fotos 5 y 6 se muestra una microfotografia electronica en la que se observa un conidioéforo y una vesicula, ademas de
conidios con forma de cactus, a 2550x y 10000x respectivamente. (4)

En la figura 2. La especie de Aspergillus
estudiada muestra una adaptaciéon al
calor extremo, una caracteristica que se
compara visualmente con la de un
cactus. Se cree que las conidias
espiculadas del hongo (esporas
cubiertas de finas  proyecciones
espinosas) le proporcionan resistencia al
calor y ayudan a retener la humedad, lo
que le permite sobrevivir a temperaturas
superiores a 60-100 °C.oC. Esta
adaptaciéon al calor es significativa

Figure 2. Comparison of species with natural cactus plant.

porque, si bien la alta humedad suele
detener el crecimiento de hongos productores de toxinas como los que producen aflatoxinas, este Aspergillus en
particular prospera con el calor. La microscopia confirmé una esporulacion rapida y prolifica, con conidios que
emergieron de las fidlides uniseriadas de la columna vesicular a las dos semanas de cultivo. Se registré una
esporulacion extremadamente rapida: se observaron millones de esporas en diez campos visuales en una hora. El
cuerpo del hongo consta de un conidiéforo hialino y rugoso con una cabeza globosa e hifas que se alargan y
acumulan filamentos. Tiene forma de raqueta.También se observaron conidios en frascos. Caracteristicas de las
esporas y estructura bioldgica: El sencillo ciclo bioldgico de Aspergillus implica la formacién de esporas para su
reproduccion, las cuales germinan en hifas, la forma invasiva del hongo. La alta tasa de esporulacion y la elevada
concentracion ambiental se atribuyen a que las esporas se encuentran en angiosporas. El pequefio tamafio de los
conidios, que varia entre 0,2 y 3,5 micras, es particularmente notable, ya que les permite ser inhalados facilmente
hacia los alvéolos pulmonares, que miden solo de 0,2 a 0,5 mm. La resistencia de las esporas a las altas temperaturas
proviene de su dura cubierta externa, y algunas esporas contienen melanina para una mayor proteccion térmica. Esta
resistencia les permite viajar largas distancias y colonizar nuevas areas, madurando rapidamente en menos de cinco
dias. Las células fungicas estan protegidas por una pared rigida compuesta de aproximadamente un 80 % de
carbohidratos, incluyendo quitosano, quitina, peptidoglicanos y mananos; pero, a diferencia de las plantas, carecen
en su mayoria de celulosa. Esta pared también contiene proteinas, carbohidratos, lipidos y minerales. Las proteinas
se utilizan para el nitrégeno y el crecimiento, mientras que los carbohidratos y los lipidos proporcionan energia. En
el laboratorio, la quitina se suele ablandar con hidréxido de potasio para su analisis morfolégico. Comparacién con
especies relacionadas y gendmica: Una comparacion de la especie estudiada (A. salvadorensis) con A. niger reveld
claras diferencias en las estructuras productoras de esporas. A. niger presenta una cabeza redondeada y radiada,
biseriada (con dos filas de fidlides), mientras que A. salvadorensis tiene una cabeza alargada, columnar y en forma
de mazo, uniseriada (con una sola fila de fialides) y carece de vesicula. A nivel mundial, el género Aspergillus es
muy extenso; Rapper y Fennell reportaron alrededor de 900 especies conocidas. Solo 12 especies se asocian
comunmente con enfermedades humanas. Generalmente, las especies de Aspergillus tienen un tamano de genoma
que oscila entre 30 y 40 megabases (Mb), lo que equivale a entre 30 y 40 millones de pares de bases (pb). A.
salvadorensis tiene 11.705.895.990 pb. (1:234567.89,18,1920,12,49)
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En la figura 3 se pueden ver microfotografias
electrénicas de Aspergillus salvadorensis donde se
puede ver el conidiéforo en a, e, f, la vesiculaen b, c,
dy los conidios en f, g a 1000x y 100000x.

Técnica de qPCR.
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Figure 3. Aspergillus salvadorensis Scanning
electron  microphotography. Courtesy of
CENSALUD by Dr. Vianney de Abrego. Figura 4. qDNA. Extraccién de Aspergillus salvadorensis
A Morphology Aspergillus, B. vesicle, C: Zapata, MACROGEN INC. 2024.

elongation of hyphae with filament and branching
D. Head of conidia, E. rough codiophore, F. globose
and fialide vesicle, G. conidia, H. head of columnar.
1000x y 100,000x

Figura 4. Cuantificacién molecular y preparacion de la
biblioteca de ADN. Cuantificacion y calidad del ADN
(qDNA). El analisis de la muestra de ADN gendmico
(gDNA) de El Salvador, realizado mediante qPCR
LightCycle, arrojé una concentracion de 103,24 nM y 41,87 ng/ul para un fragmento de 624 pb. Se utilizo la biblioteca
TruSeq Nano DNA (350_META). Estos valores indican que el ADN se prepard y analizd para cumplir con altos
estandares de pureza y calidad, un requisito previo para aplicaciones de biologia molecular como la secuenciacion.
En general, concentraciones superiores a 10 ng/uLas concentraciones elevadas se consideran ideales para la
secuenciacién, ya que garantizan suficiente material genético para lecturas precisas. Por el contrario, las
concentraciones bajas pueden requerir reextraccién o concentracién adicional. El nimero de pares de bases (pb)
necesarios para secuenciar un hongo depende del objetivo del estudio; generalmente se requieren millones de pares
de bases para una cobertura genémica completa, dado que los genomas fingicos varian desde unos pocos megabases
(MDb) hasta mas de 100 Mb. Biblioteca de ADN complementario (ADNc): Para la siguiente fase, se utilizaron un total
de 33 kits de biblioteca para ADNc. Esta técnica es fundamental para crear una copia de ADN complementario
(ADNC) a partir del ARN mensajero (ARNm) del organismo mediante transcripcion inversa. El ADNc resultante se
utiliza para construir la biblioteca de secuenciacion. La construccion de la biblioteca de ADNc implica evaluar su
calidad y representatividad. Visualizar los fragmentos del ADN bicatenario extraido es vital: los fragmentos cortos
pueden indicar degradacién del ARN, mientras que los fragmentos inusualmente largos sugieren problemas de
fragmentacion durante la preparacion. En el proceso final, se afladen adaptadores a los extremos de los fragmentos
de ADNCc para que puedan unirse a la superficie de la celda de flujo de la plataforma NovaSeq (concentracién de 5 a
10 nM) y ser amplificados durante la secuenciacion. ¢72122)

ADN bicatenario
Fumarang ot
fpmacrsgen
Raw Data Statistics Tabla 1. Datos brutos. Macrogen. 2025
total nuenber of bases, re el ) 5%) are calculated for the 1 sampleds] 21isi 12C10
e e o A e e Tabla 1. Andlisis de datos de secuenciacién y control de
[reeCemmR R g calidad. ADN bicatenario y bases totales. Se confirmé una alta
* Raw Cata .7 . . .
concentracion de ADN bicatenario (dsDNA), necesaria para una
Sample 1D Tokal bases (e} Total reads Goe)  ATfR)  G20(%) O30
f—- nmsmsme  mameo w1 w3 sy w secuenciacion precisa, con concentraciones superiores a 10

+ Sample B0 - Sample name.

« Total Bases (bp) - Tokal number of bases sequenced.

+Total Reads : Total nomber of reads. For ilumina paired-end sequencing. this value refers to the sumol read 1 snd read.
+ 6L (%) : Ratio of GC content.

+AT {%) : Ratioof AT content.

+0200%] - Ratio of bases that have phred quaity scone of over 20,

~030i%) io of b that have phred quaiity of over 30

ng/uSiendo ideal, durante el proceso de secuenciacion, este ADN
bicatenario (dsDNA) se desnaturaliza en cadenas sencillas para
leer la secuencia de nucleétidos, que luego se amplifica. Los datos
de la secuencia final se almacenan en archivos FASTQ, que
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contienen tanto las secuencias de nucleétidos como sus puntuaciones de calidad asociadas. El proceso de
secuenciacion produjo un resultado masivo de 11.705.895.990 pb (pares de bases), lo que indica el nimero total de
nucleoétidos (adenina, timina, citosina y guanina) presentes en la muestra analizada. Este total se traduce en 11,7
gigabases (Gb) o picomoles de nucleétidos. Especificamente, los datos mostraron 5.735.889.035,1 bases GC y
5.852.947.995 bases AT. Lecturas totales y puntuaciones de calidad. La secuenciaciéon produjo un total de 77.522.490
lecturas. Este volumen de lecturas, junto con el total de pares de bases, sugiere que aproximadamente el 66 % de las
lecturas de ADN se procesaron correctamente, generaron datos de alta calidad y pudieron alinearse o ensamblarse
adecuadamente para reconstruir la secuencia final. El 34 % restante probablemente corresponde a lecturas de baja
calidad o fallidas. El contenido de GC/AT mostr6 un equilibrio casi perfecto, con un 49,7 % de la secuencia compuesta
por pares de bases guanina-citosina (GC) y un 50,3 % compuesta por pares de bases adenina-timina (AT). Esta
composicion equilibrada (a menudo denominada simplemente 50 % GC y 50 % AT) es un indicador clave de la
estabilidad y las propiedades de la secuencia de ADN. Finalmente, las métricas Q20 y Q30 confirmaron la alta calidad
de los datos de secuenciacion. Una puntuacion Q20 de 95,1 y una puntuacion Q30 de 88,3 se consideran altas, lo que
significa que muchas de las identificaciones de bases fueron altamente fiables y precisas.Datos brutos:Analisis de
datos moleculares y control de calidad. ADN bicatenario y bases totales. Se confirmé una alta concentraciéon de ADN
bicatenario (dAsDNA), necesaria para una secuenciacién precisa, con concentraciones superiores a 10 ng/cm?2.uSe
consideré optimo. Durante la secuenciacion, este ADN bicatenario se desnaturaliza para leer la secuencia de
nucleotidos. Los datos de la secuencia final se almacenan en archivos FASTQ, que contienen tanto las secuencias de
nucleotidos como sus puntuaciones de calidad asociadas. La secuenciacidon generd un total de 11 705 895 990 pb
(pares de bases), lo que indica el nimero total de nucledtidos presentes en la muestra analizada, equivalente a 11,7
gigabases (Gb). Especificamente, los datos mostraron 5 735 889 035,1 bases GC y 5 852 947 995 bases AT. Lecturas
totales y puntuaciones de calidad. La secuenciacion produjo un total de 77 522 490 lecturas. Este volumen, en relacion
con el total de pares de bases, sugiere que aproximadamente el 66 % de las lecturas de ADN se procesaron
correctamente, generaron datos de alta calidad y pudieron alinearse o ensamblarse correctamente. El 34 % restante
probablemente corresponde a lecturas fallidas o de baja calidad. El contenido GC/AT mostré un equilibrio casi
perfecto, con un 49,7 % de la secuencia compuesta por pares de bases guanina-citosina (GC) y un 50,3 % por pares
de bases adenina-timina (AT). Esta composicion equilibrada es un indicador clave de la estabilidad de la secuencia
de ADN. Finalmente, las métricas Q20 y Q30 confirmaron la alta calidad de los datos de secuenciacion. Una
puntuacién Q20 de 95,1 y una puntuacion Q30 de 88,3 se consideran altas, lo que significa que la gran mayoria de
las bases identificadas fueron altamente fiables y precisas. ¢
Analisis taxonémico: - Taxonomia de Krona:

Figura 5. Taxonomia de Krona del analisis taxondmico.Aspergillus salvadorensis. 9,9 Gbases de 67,0 millones de
GenBank 2025
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En el analisis de la figura 5: 89,60 % de lecturas identificadas, 10,40 % de lecturas no identificadas,
organismos celulares: 89,60 %, eucariotas: 87,40 %, opistocontas: 87,34 %, hongos: 87,29 %,
Aspergillus subgen. circumdati: 86,79 %, Aspergillus neoniger CBS 115656: 34,75 %, metazoos: 0,01 %,
bacterias: 1,64 %, virus: <0,01 %. Identificaciéon taxondmica y comparaciéon molecular. Los datos de
secuenciacion, correspondientes al experimento con ID SRR34997200, se visualizaron mediante un
grafico radial de Krona, una herramienta interactiva para datos taxondmicos, generado a partir de
un andlisis de GenBank. Esta visualizacién confirmé que el organismo predominante es un hongo
del género Aspergillus, especificamente la cepa AV-2025a. El grafico organiza las secuencias
jerarquicamente: la gran mayoria se asignaron a organismos celulares (en rojo), principalmente
dentro del dominio Eukaryota, siguiendo el linaje a través de Fungi hasta el género Aspergillus. Una
pequefia porcién (en verde) representd otros dominios, como bacterias o secuencias no clasificadas,
y un segmento ain menor (en azul, 0,00001 %) indico virus. Asignacién de especies y designacion de
nuevas especies. Dentro del grupo Aspergillus, una gran proporcion de las secuencias (35%) mostrd
una alta coincidencia con la especie conocida Aspergillus neoniger CBS 115565 (que abarca 9,9
Gbases). Sin embargo, los investigadores observaron que esta alta coincidencia inicial (99% en
algunos fragmentos cortos) se debid a la alineacidon con datos preprocesados en lugar de datos sin
procesar. Un analisis mas detallado determind que la muestra, denominada A. salvadorensis, es una
entidad genética distinta de A. neoniger. Si bien la secuencia de A. salvadorensis mostr6 un 89,60%
de similitud en las lecturas con A. neoniger, la comparacion general solo alcanzé un 38% de similitud.
Esta baja similitud general sugiere que ambas no son lo suficientemente similares como para
pertenecer a la misma especie, lo que respalda la afirmacién de que A. salvadorensis es una nueva
especie. El analisis también rastreo la secuencia a través de taxones superiores: Eukaryota (87,40%),
Opisthokonta (87,34%) y Fungi (87,29%). Herramientas utilizadas para la confirmacién. Para realizar
el analisis molecular y confirmar la identidad, se utilizaron varios programas especializados, entre
ellos BLAST (Herramienta Basica de Buisqueda de Alineamiento Local)) MEGA 11 (Analisis de
Genética Evolutiva Molecular) y CLUSTAL OMEGA (Programa de Alineamiento de Secuencias
Multiples). El andlisis con CLUSTAL OMEGA confirm¢ especificamente que la cepa pertenece al
género Aspergillus.

La secuencia corta que se analizara del ADN de Aspergillus uesalvadorensis, proporcionada por
MACROGEN INC Corea del Sur, es: (una tinica cadena circular de un total de 67 millones de puntos,
9,9 Gb de bases y 4,3 Gb). Contiene:

Aapergilhes  sahvadorenin?(25: Bloc de notas — a X
Archive  Edicsén  Forrmate  Ver Ayuda

bhﬁlﬂl'z’»ﬁr: 583 :HNTETDSXC:1:1181:4218:1888:N:8.1 Aspergillus uvessalvadorensis
HACGGACGTTAMGCATGAT CAAATAATGCAT CCAGGAGAL TCTETGAAAGTECAT TG TATATGTAGT TCGAAMAT TATTCGGGT TACCTCT
ATCTCCTAAC TAGC TGO TTGACAGATCACCGEARA AN TAC CCATACACTTTGTGCTTTTATGCCTGRAT TCTAAGTAAGCATGTTGALC
TGECC TG AAAAAT GAC AGGEANAGC TACCTTAGATGC TTTGATGTGG TAATGLAAG TAATCAC GEAAMATC TGRATGTGLGAMTGTTLT
CATAGCGTOGCTETGGEG TCAGGTRRLGATAGTGGLTGE

Tabla 2. Secuenciacion de ADN de Aspergillus salvadorensis.

La Tabla 2 presenta un analisis basico de la secuencia: 1. Longitud: La secuencia tiene 310 pares de
bases (pb). 2. Composicion de bases: El calculo de la composicion de bases (A, T, G, C) y el porcentaje
de GC es el siguiente: A: 82 (26,6 %), T: 82 (26,6 %), G: 76 (24,7 %), C: 69 (22,1 %), con un contenido de
GC del 46,8 %. N no tiene valor. Los valores son tipicos de varias especies de Aspergillus. Regién
probable: ITS (Espaciador Transcrito Interno). Se realizé una comparacion con las bases de datos de
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ITS en NCBI BLAST utilizando herramientas como BLASTn para verificar si la secuencia coincide
con otras regiones ITS conocidas de Aspergillus uesalvadorensis o especies relacionadas. Las regiones
ITS se ubican entre los genes ribosdmicos 185 — ITS1 — 5.85 — ITS2 — 28S. Para determinar si
corresponde a ITS1 o ITS2, se busca la presencia de sitios conservados en 5.85 o 18S. La secuencia
muestra una alta similitud con secuencias STI completas tipicas, lo que sugiere que probablemente
abarca ITS1+5.85+ITS2. La longitud de 310 pb es compatible con un fragmento ITS completo. Los
trinucleotidos mas comunes son: TGC, GAA, GAT y GTG. La secuencia GGAA se repite dos veces,
lo que puede ser til para el diseno de sondas o cebadores. Las especies mas cercanas serian A.

neoniger y A. niger, entre otras.

Save Search Search Summary ¥ @ How to read thisreport? BB BLAST Help Videos *DBack to Traditional Results Page

Job Title A01056:583:HNTKTDSXC:1:1101:4218:1000:N:0.1... Filter Results
RID 948UUGS5J015 Search expires on 08-06 23:29pm Download All v
i Iy top 20 will

Program BLASTM@ Citation v Organism _only top 20 will appear [ exclude
Database R SEEATEIET ‘ Type common name, binomial, taxid or group name

<+ Add organism
Query ID IcllQuery_6707855
Description A01056:583:HNTKTDSXC:1:1101:4218:1000:N:0.1 Asperg . Percent Identity E value Query Coverage
T

Query Length 312
Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download >~ Select columns ~  Show e
selectall 14 sequences selected GenBank Graphics Distancetree of results  MSA Viewer
pescpion SO NS | L S o velue |l Lo | Pesesson
- - - - - -
Aspergillus niger contig AnC1c0190, genomic contig Aspergillus niger 178 178 48% 5e-40 83.05% 68098 AM2E69966.1
il is CBS 115574 P34-Arc-de i i protein (BO79DRAFT_190700)_mRHA ilus cost . 171 171 29%  3e-38 10000% 1220 XM 0256807581
P34 Arc-d ining protein (AWU_05420), partial mRNA Aspergillus fubi 171 171 29% 338 10000% 963 XM 035500530 1
neoniger CBS 115656 P34-Arc-dol protein (BOB7DRAFT_374486), mRNA Aspergillusneo... 171 171 29%  §e-3§ 100.00% 1179 XM _025622790.1
Aspergillus piperis CBS 112811 ARP2/3 complex 34 kDa subunil (BOBSDRAFT_445474) mRMA Aspergilus pipe . 171 171 29% 8¢ 38 100.00% 107 XM 0256502701
il is ARP2/3 actil i complex subunit Arc34 (ARC2), parfial mRNA Aspergillus luch . 165 185 29% 4e-36 9891% 963 XM 0416853951
CBS 122713 P34-Arcd Il protein (BOS3DRAFT_373938), mENA euc.. 165 185 29% 4e-36 95.91% 1366 XM 0255300821
vadensis CBS 113365 P34 Arc domai ing protein (BO3SDRAFT_407660), mRNA Aspergilusvad 154 154 29% 333 9674% 1198 XM 0257074961
ige Arp2/3 complex, 34 kd subunit p34-Arc-domain- ining protein (BDQS4DRAF illus wel 137 137 29% 3e-28 9348% 1142 XM 0267651041
niger i protein (An01g05510)._partial mRNA Aspergillus niger 132 132 29% 4e-26 92.39%, - 963 XM 0013339383
Aspergillus brasiliensis CBS 104740 uncharacterized protein (ASPBRADRAFT_40M67)_mRNA Aspergilusbras . 132 132 29% 4e 6 92.30% 1336 XM 0676242011

Tabla 3. Tabla de referencia de similitudes con la secuencia de A. uesalvadorensis. BLAST

En la Tabla 3 se muestra una busqueda BLAST (Herramienta Basica de Busqueda de Alineamiento
Local), que indica las coincidencias entre la secuencia de consulta y las secuencias almacenadas en
una base de datos. La especie mds cercana resulto ser *A. neoniger*, con una puntuacion total de 171,
lo que indica una buena similitud general entre la consulta y esta coincidencia. La cobertura de la
consulta, del 29% (solo el 29% de la secuencia se alined con el ARNm), se considera baja. Esta
coincidencia probablemente corresponde a una regién local fortuita con similitud, y no a una
identificacion taxondmica sdlida basada en el ITS y en el 48% de *A. neoniger®. La identidad de Perl
(100%) en la region alineada y el valor E de 8e-38 son significativos, lo que indica que no se trata de
una alineacion casual. En conclusion, no hay evidencia sélida de que la secuencia ITS de *Aspergillus
uesalvadorensis* corresponda a un gen codificante como el ARNm de *A. neoniger®. La coincidencia
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podria deberse a regiones conservadas entre las especies de Aspergillus salvadorensis y A. neoniger,
o simplemente a un fragmento con homologia fortuita. Por lo tanto, la identidad de secuencia de A.
salvadorensis no es del 100%, sino que se sittia entre el 29% y el 48%, siendo A. neoniger y A. niger
las mas cercanas, aunque no representativas.

Secuencias ITS y BenA.La caracterizacion genotipica de las especies de hongos (inicialmente
denominadas subespecies) se llevo a cabo utilizando las siguientes regiones genéticas: ITS/LSU. El
método de identificacién molecular que permitié la validacién de una nueva especie consistié en el
analisis de secuencias de ADN que codifican ARN ribosémicos (ARNr), especificamente las regiones
ITS/LSU. ITS (Espaciador Transcrito Interno): Esta regién, que incluye ITS1 e ITS2 separadas por el
gen del ARNr 5.8S, sirve como marcador genético principal para la identificaciéon de Aspergillus. La
region ITS presenta una alta variabilidad entre especies, lo que permite la identificacién a nivel de
especie dentro del género. LSU (Subunidad Grande): Si bien el enfoque principal se centra en la
region ITS, la secuenciacion de hongos a menudo incluye el gen del ARNr 28S (parte de LSU) o el gen
del ARNTr 185 como regiones de anclaje para cebadores o para proporcionar un contexto filogenético
mas amplio. El andlisis de secuencias de ADN ribosémico (ARNr) es una técnica molecular
excepcional para estudios taxonomicos de especies. La informacién genotipica obtenida, incluyendo
la secuenciacion de estas regiones, se utilizo para registrar la nueva especie en bases de datos
internacionales. Para la caracterizacién genotipica, se empled la extraccion de ADN gendmico
(ADNg) y su posterior analisis mediante secuenciaciéon de nueva generacion (NGS), comparando las
secuencias obtenidas con las bases de datos disponibles para confirmar las diferencias genéticas con
otras especies. Secuencia especifica: El estudio menciona la obtencién de un fragmento de 624 pares
de bases (pb), que coincide con el tamafio de los amplicones de toda la region ITS (que suele variar
entre 565 y 613 pb en otras especies).

i]C“ﬂGOSUnUD{BITSYBENA:thdenoﬂs
Archive Edicién  Formato  Ver  Ayuda

SECUEMNCE 1

*»Aspergillus uwessalwvadorensis ITS complete isolate UES-201
ACGGACGT TAAGCATGATCAAATAATGCATGCAGGAGACTCTGTGAANAG
TGCATTGTATATGTAGTTCGAAMATTATTCAGGTTACCTCTATCTCCTAL
CTAGCTGCT TGACAGATCACCGGAMAACANCTACCCATACACTTTGTGCTT
TTATGCCTGGATTCTAAGTAAGCATGT TGACCTGGCCTGCAAAAATGACH
GEEAMAGCTACCTTAGATGCTTTGATGTGETAATGGAAGT AATCACGGAL
AATCTGGATGTGEGAAATGTTCTCATAGCGTCGCTGTGGGGTCAGGTGGC
GATAGTGGCTGG

SECUEMNCE 2

»Aspergillus_salvadorensis_Benf _complete isolate UES-881
GTACTGAACTGGTATTGAAGCCGACGACGAGGACGACTTCGGCATCGATGA
ACAACGCAGCGAMATGCGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGE
CTGTCCGAGCGTCATT TCAACCCTCAAGCAGTGCTTCTAACGAMAGTTATA
GTCGEGEAATGLGCCEECTTCGTGTGATGGTGTCTTTTGCGTGEGCCEAGCGEA
GGECGAGCAGTACGCTTGEECGTGEATGAGGTGEGAAGGGTCTEGGCEGGAGGTA
GCGGCGGTC&CGGCd

Cuadro 4. Secuencias Aspergillus salvadorensis de ITS y BenA. 2025

En la Tabla 4, la secuencia >Aspergillus salvadorensis_ITS_aislado completo UES-001 representa un
fragmento de ADN ribosdmico nuclear que contiene la regién ITS (Espaciador Transcrito Interno),
un marcador molecular ampliamente utilizado para la identificacién y clasificacion filogenética de
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hongos. La region ITS se ubica entre los genes de ARNr 18S (SSU) y 285 (LSU) en el ADN ribosémico
y esta compuesta por tres componentes: ITS]1, el gen de ARNr 5.8S e ITS2. Estas regiones intergénicas
presentan una alta variabilidad entre especies, lo que las hace ttiles para distinguir diferentes taxones
de hongos, especialmente dentro del género Aspergillus. La secuencia analizada (312 pb) muestra
caracteristicas tipicas de la region ITS, como la presencia de motivos repetitivos y un contenido GC
equilibrado (~49-50%), comun en hongos filamentosos. Al comparar la secuencia con bases de datos
conocidas, la alineacién no mostré una coincidencia exacta con ninguna especie descrita previamente,
aunque coincidencias parciales indicaron una similitud general con el género Aspergillus. Esto
sugiere que la secuencia podria representar una variante intraespecifica no registrada o posiblemente
una nueva especie de Aspergillus, a la que provisionalmente se le denomina Aspergillus
salvadorensis. Para confirmar esto, se debe realizar un analisis comparativo adicional utilizando
BLASTn y bases de datos especificas de ITS como UNITE o NCBI rDNA-ITS Fungi, comparando por
separado las regiones ITS1, 5.85 e ITS2. En conclusion, la secuencia representa la region ITS completa
del ADN ribosomal de un hongo del género Aspergillus, y el nombre provisional A. salvadorensis se
basa en su distincion genética con respecto a otras especies conocidas del grupo.

Figura 6. Secuencia de Aspergillus

S TCACCICL: CAACTCECToL n o o salvadorensis. UNITE. 2025
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001 corresponde a un fragmento de ADN
ribosdmico nuclear que contiene la region

ITS (Espaciador Transcrito Interno), un
marcador molecular cominmente utilizado
para la identificacion filogenética y Ia
clasificacion de hongos. Esta region ITS se
encuentra entre los genes de ARNr 18S
. (SSU) y 28S (LSU) del ADN ribosémico y

consta de tres partes: ITS1, el gen de ARNr

5.85 e ITS2. Estas regiones intergénicas
presentan una variabilidad significativa entre especies, lo que las hace particularmente ttiles para
distinguir taxones fingicos, especialmente dentro del género Aspergillus. La secuencia analizada
(312 pb) muestra caracteristicas tipicas de la region ITS, como motivos repetitivos y un contenido GC
equilibrado (~49-50%), caracteristico de los hongos filamentosos. Al compararla con las bases de datos
de secuencias existentes, la alineacién no arroj6 una coincidencia exacta con ninguna especie
conocida. Sin embargo, las coincidencias parciales sugirieron una afinidad general con el género
Aspergillus, lo que indica que la secuencia podria corresponder a una variante intraespecifica no
registrada o a una posible nueva especie de Aspergillus, denominada provisionalmente Aspergillus
salvadorensis. Para validar esta hipotesis, se deben realizar andlisis comparativos adicionales
utilizando BLASTn y bases de datos especificas de ITS, como UNITE o NCBI rDNA-ITS Fungi,
comparando individualmente las regiones ITS1, 5.8S e ITS2. En resumen, la secuencia representa la
region completa del espaciador transcrito interno (ITS) del ADN ribosomal de un hongo
perteneciente al género Aspergillus. Debido a su distincién genética con respecto a otros miembros
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conocidos de este grupo, se propone el nombre provisional Aspergillus salvadorensis. La segunda
secuencia corresponde al gen benA (B-tubulina), identificado como el aislado UES-001 de Aspergillus
salvadorensis_BenA_complete, recolectado en El Salvador. Este gen, que abarca 321 pares de bases
(pb), codifica una proteina estructural clave que forma parte de los microtiibulos y sirve como
marcador filogenético y taxondomico comun en estudios de Aspergillus. El analisis de su composicion
de nucledtidos revel6 un contenido de guanina-citosina (GC) del 54,8 %, una proporcion tipica de los
genes codificadores de proteinas en hongos filamentosos. La secuencia no contenia bases ambiguas
ni errores de secuenciacion, lo que confirma su alta calidad. La traduccién en los tres marcos de
lectura mostrd siete codones de inicio potenciales (ATG) distribuidos a lo largo de la secuencia y
varios marcos de lectura abiertos (ORF) que varian de 74 a 81 aminoacidos. E1 ORF mas largo,
encontrado en el marco de lectura 3, se extendia a 81 aminoacidos y carecia de codones de parada
prematuros, lo que sugiere una region codificante funcional. Las caracteristicas de codificacion, el
equilibrio GC/AT y el tamafio del fragmento coinciden con las secuencias parciales del gen benA que
se utilizan habitualmente en la taxonomia molecular de Aspergillus. Este gen se amplifica
comunmente con los cebadores universales Bt2a/Bt2b, produciendo fragmentos de entre 300 y 500
pb, lo que coincide con el tamano observado.El analisis comparativo con secuencias consenso de f3-
tubulina de especies estrechamente relacionadas —como A. niger, A. tubingensis y A. neoniger —
reveld un alto grado de conservacion en las regiones centrales, con variaciones menores que podrian
reflejar divergencia interespecifica. Estas diferencias, junto con los resultados del marcador ITS,
respaldan la hipdtesis de que el aislado UES-001 representa una nueva especie de Aspergillus,
denominada provisionalmente Aspergillus salvadorensis sp. nov.

Para validar esta propuesta, se recomienda un analisis filogenético multilocus que incorpore los
genes benA, calmodulina (CaM) y ARN polimerasa II (RPB2), junto con la regiéon ITS completa. Este
enfoque permitiria determinar con mayor precision la posicion evolutiva del aislado y confirmar su
estatus taxonémico como especie distinta dentro del subgénero Nigri.

Figura 7. Secuencia de Aspergillus
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benA (p-tubulina) del aislado fingico UES-001,

recolectado en El Salvador, proporcion6é una
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base precisa para determinar su posicion
taxonémica dentro del género Aspergillus. Estos
dos loci son ampliamente reconocidos como
marcadores filogenéticos complementarios en
hongos filamentosos: la region ITS ofrece alta
N\ B e TS resolucion para la identificacién a nivel de

especie, mientras que el gen benA ayuda a
dilucidar relaciones evolutivas mdas profundas dentro del género y a detectar variacion
intraespecifica. El andlisis BLAST de la secuencia ITS completa del aislado UES-001 revel6 similitud
parcial con especies de Aspergillus dentro del clado Nigri, pero no se encontraron coincidencias
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exactas (100%). Esto indica la presencia de una variante no registrada o posiblemente una nueva
especie. La cobertura moderada y los valores de identidad de secuencia relativamente bajos (80-90%),
considerablemente por debajo del umbral observado tipicamente entre cepas conespecificas (>97%),
respaldan atin mas esta interpretacion. El analisis de la region benA confirmo su origen fungico,
mostrando agrupamiento dentro del reino Fungi y alinedandose predominantemente con el clado
Dikarya (84%), que abarca los filos Ascomycota y Basidiomycota. Las similitudes menores con
Mucoromycota (5%), Rozellomycota (2%), Chytridiomycota (2%) y otros taxones probablemente se
deban a ruido filogenético resultante de regiones conservadas del gen de la (3-tubulina compartidas
entre diversos linajes fingicos. Los resultados congruentes obtenidos tanto del analisis ITS como del
analisis benA respaldan firmemente la asignacion del aislado UES-001 al género Aspergillus, muy
probablemente dentro de la seccion Nigri. Sin embargo, las notables divergencias de secuencia
observadas en ambos marcadores, junto con la ausencia de coincidencias completas en las bases de
datos de referencia (NCBI, UNITE, MycoBank), proporcionan evidencia convincente de que este
aislado podria representar una especie previamente no descrita, propuesta aqui como Aspergillus
salvadorensis sp. La divergencia genética observada podria estar asociada a procesos de adaptacion
ecologica o aislamiento geografico, dado que la cepa se obtuvo en las condiciones ambientales
particulares de El Salvador, una regién tropical con alta diversidad microbiana. Este hallazgo amplia
el conocimiento de la biodiversidad del género Aspergillus en Centroamérica y demuestra la
importancia de integrar multiples marcadores moleculares (ITS, benA, CaM) para la delimitacion
taxonomica precisa de nuevas especies. En conclusion, los resultados de las secuencias ITS y benA
del aislado UES-001 proporcionan evidencia molecular sélida que respalda su clasificacion dentro
del género Aspergillus, pero con suficiente divergencia para ser considerado una entidad taxonémica
independiente. Su nombre provisional, Aspergillus salvadorensis, refleja tanto su origen geografico
como su diferenciacion genética con respecto a las especies del grupo descritas previamente.
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Figura 8. Arbol filogenético. Fuente: BLAST 2025

242



La Figura 8 ilustra la posicion filogenética de *Aspergillus salvadorensis* con respecto a otras
especies del género *Aspergillus*. El analisis muestra que esta especie esta estrechamente
relacionada con un subgrupo que incluye a *A. costarricensis*, *A. tubingensis* y *A. neoniger*, ya
que comparten un nodo de ramificacion comun, lo que sugiere que descienden de un ancestro
comun mas reciente. A nivel molecular, el analisis comparativo entre *A. neoniger* y *A.
salvadorensis* destaca diferencias genéticas clave relacionadas con la biosintesis de toxinas, la
taxonomia filogenética y la homologia genética general. *A. salvadorensis* es un miembro
caracteristico de la seccion Flavi, que posee genes especializados en la produccion de aflatoxinas,
mientras que *A. neoniger”, perteneciente a la seccion Nigri, porta genes asociados con otras
funciones metabdlicas, como la sintesis de ocratoxinas. *Aspergillus salvadorensis* es una especie
fangica productora de micotoxinas del género *Aspergillus®, identificada por primera vez en 2006 y
nombrada en referencia a El Salvador, donde fue descubierta. La especie se detectd inicialmente
durante estudios sobre hongos productores de tintes y posteriormente se investigd en contextos
agricolas. Su identificacion fue significativa porque amplid la diversidad conocida de especies de
Aspergillus en Centroamérica y subrayo su potencial como contaminante en productos agricolas.
La capacidad de A. salvadorensis para producir aflatoxinas —una clase de metabolitos secundarios
altamente toxicos— resalta su relevancia para la seguridad alimentaria y la salud publica, dados los
riesgos que estas representan.L.os compuestos representan un riesgo para los humanos y los
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Tabla 5. Similitud de las especies A. neoniger y A. salvadorensis. Fuente: BLAST .2025

La Tabla 5 muestra la posicién filogenética de *Aspergillus salvadorensis* dentro del género
*Aspergillus*, indicando una estrecha relacién evolutiva con un subgrupo que incluye a *A.

costarricensis®, *A. tubingensis* y *A. neoniger*. Estas especies comparten un nodo de ramificacién
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comun en el arbol filogenético, lo que sugiere que descienden de un ancestro comun relativamente
reciente. Los analisis moleculares comparativos entre *A. neoniger* y *A. uesalvadorensis* resaltan
diferencias clave relacionadas con la biosintesis de toxinas, la taxonomia filogenética y la homologia
genética. *A. uesalvadorensis* es un miembro representativo de la seccion Flavi, caracterizado por
genes especializados en la produccidn de aflatoxinas, mientras que *A. neoniger®, perteneciente a la
secciéon Nigri, posee genes involucrados en otros procesos metabdlicos, como la biosintesis de
ocratoxina. *Aspergillus salvadorensis* es una especie fingica productora de micotoxinas del género
*Aspergillus*, descrita por primera vez en 2006 y nombrada en referencia a El Salvador, donde fue
descubierta. Identificada inicialmente durante estudios sobre hongos productores de tintes y
posteriormente investigada en cultivos agricolas, esta especie cobré relevancia por su potencial
impacto en la salud humana y animal debido a su capacidad para producir aflatoxinas, metabolitos
secundarios altamente tdxicos sintetizados por algunas especies de Aspergillus. El descubrimiento
de A. salvadorensis fue significativo, ya que amplio la diversidad conocida de especies de Aspergillus
en Centroamérica y puso de relieve su potencial como contaminante de productos agricolas.

Utilizando herramientas bioinformaticas como BLAST, M11 y CLUSTAL, los analisis revelaron
que:
m M11: Alignment Explorer
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
OsR%EMErelri «0xBxa+Hlar @232
DMA Sequences | Translated Protein Sequences

specesiatry | [ | (=[] [ L LLLLLL Pl DL L L

1. uessalvadorensis GG A G

2. neoniger
3. niger

Tabla 6. Relacion entre las especies salvadorensis neoniger y niger. Fuente M11

En la Tabla 6 se observa que las tres especies no coinciden en la secuencia, salvo en 8 casos alineados,
marcados con un asterisco, donde coinciden en la secuencia GGG, CCC, AAA, TTT, conservando una
relacién, aunque el resto de las bases son diferentes. Por lo tanto, las tres especies no son idénticas en
cuanto a las guias, lo que sugiere que podrian presentar mutaciones o regiones no conservadas.
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Comparacion de tres secuencias: Aspergillus salvadorensis y neomniger.

Tabla 7. Comparacion de tres secuencias: salvadoriensis y neoniger.

La Tabla 7 presenta secuencias de ADN o ARN obtenidas de diferentes muestras, probablemente
derivadas de un andlisis genético comparativo. Cada entrada corresponde a una secuencia
individual, identificada por el nombre de la especie o muestra, seguida de su secuencia de
nucledtidos y longitud total. Las etiquetas salvadorensisl y salvadorensis2 parecen representar
aislados de una especie potencialmente endémica de El Salvador, segiin su nomenclatura. Neoniger
probablemente se refiere a una especie distinta pero relacionada, analizada dentro del mismo
contexto filogenético o taxondmico. Los valores numeéricos al final de cada linea indican la longitud
de cada secuencia en pares de bases (pb). El analisis comparativo revel6 dos regiones de coincidencia
entre las secuencias de salvadorensis y neoniger, sefialadas con asteriscos en la tabla. Estos segmentos
compartidos muestran un nivel de conservacién de aproximadamente el 40-60%, lo que sugiere una
similitud genética moderada y una posible relacion evolutiva entre los dos taxones.
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Figura 9. Arbol filogenético o arbol filogenético entre especies.

En la figura 9, a la izquierda se muestra el ancestro comun del género Aspergillus y a la derecha los
clados. Se observa que las especies de *Aspergillus niger*, *Aspergillus neoniger* y la de *El
Salvador* (en amarillo) comparten un nodo con la especie *Aspergillus neoniger*, pero se diferencian
por su grado de evolucion a partir del género original, como lo demuestra la secuencia de bases
anterior. Las ramas indican la relacion entre ellas y su longitud o distancia a los ancestros representa
el grado de cambio evolutivo.

Validacidn taxonémica,Explicando el cumplimiento del CCI (Art. 41.5). Se tiene: Especie registrada
Aspergillus salvadorensis con los nimeros: Registrada en MycoBank (MB#860453, MB#860456) y
GenBank/NCBI (BioProjects PRJNA1306032, PRJNA1303219) y comoAspergillus salvadorensisA.
Vasquez Hidalgo, sp. nov. MycoBank nov: 849321. Etimologia: Nombrada en honor a El Salvador,
pais donde se aisld la especie. Diagndstico: Se diferencia de Aspergillus niger por producir conidios
mas pequenos y de pared rugosa (3,5-4,0 um de didmetro frente a 4,5-5,5 um), un crecimiento mas
lento en agar autolisado de levadura Czapek (CYA) a 37 °C y la ausencia de esclerocios. Descripcion:
Colonias en CYA que alcanzan los 40 mm de didmetro tras 7 dias a 25 °C; reverso de color marron
amarillento. En MEA, colonias vellosas, de 45 mm de diametro, con abundantes conidios.
Conidiodforos de pared lisa, estipites de hasta 800 um. Vesiculas globosas, de 3040 um. Métulas y
fidlidas biseriadas. Conidias subglobosas, equinuladas, de 3,5 a 40 um. Holotipo:
El Salvador. Departamento de San Salvador Morazan, semillas de latitud 14.18333 y longitud -89.05
(holotipo UES 001).

Discusion.
El género Aspergillus fue descrito por primera vez por el botanico italiano Antonio Micheli y publicado

en su obra Nova Plantarum a principios del siglo XVIII (15). Desde su descubrimiento, Aspergillus ha
adquirido importancia médica como uno de los géneros fingicos mas comunes asociados a
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enfermedades humanas, en particular la aspergilosis pulmonar, que afecta principalmente a personas
inmunocomprometidas. El diagnostico de las infecciones por Aspergillus se revoluciond con el
desarrollo de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) por Kary Mullis en 1983. Los
métodos basados en PCR comenzaron a aplicarse a la deteccion de Aspergillus a principios de la década
de 1990, mejorando significativamente la velocidad y la precision de la identificacién fingica. Para
mejorar la consistencia y la fiabilidad del diagnoéstico, en 2006 se cred la Iniciativa Europea de PCR para
Aspergillus, con el objetivo de estandarizar los protocolos de laboratorio y validar la PCR como
herramienta clinica para la deteccion oportuna de enfermedades relacionadas con Aspergillus. Ademas
de la PCR, se han desarrollado otras técnicas moleculares y bioquimicas para la identificacién de
hongos. Entre estas técnicas, la espectrometria de masas, en particular el método MALDI-TOF
(desorcion/ionizacion laser asistida por matriz con tiempo de vuelo), ha demostrado ser altamente
eficaz. Esta técnica diferencia los microorganismos separando los iones segtin su relacion masa/carga,
lo que permite la identificacién rapida y precisa de especies directamente a partir de muestras
bioldgicas. (1,2,3,19,28,29,41,42,47,54,27). Tecnologia de secuenciacién de nueva generacién (NGS). La
secuenciacion moderna se divide en segunda y tercera generacion, siendo Illumina Inc. lider en la
secuenciacion de segunda generacion. Segunda generacion (Illumina). El concepto fundamental de la
secuenciacion de nueva generacion (NGS) se asemeja al principio de la secuenciacion Sanger, que utiliza
desoxinucledtidos como terminadores de cadena para fragmentar el ADN. Sin embargo, la tecnologia
de Mlumina utiliza un método de secuenciaciéon por sintesis (SBS) que permite leer millones de
fragmentos en paralelo. Esto implica ciclos de sintesis secuenciales donde los nucledtidos se identifican
mediante la excitacion de un fluoréforo al afadirse un terminador reversible marcado
fluorescentemente. Este proceso permite la secuenciacion base a base con alta precision. Sistemas como
NextSeq 1000 y 2000 ofrecen lecturas de gran longitud (hasta 2 x 300 pb) y hasta 1800 millones de
lecturas de extremo tnico por ejecucion, lo que los hace ideales para aplicaciones a gran escala. El
estudio utilizo esta técnica Illumina SBS, combinada con la secuenciacién metagenémica de tercera
generacion (TGS). Las técnicas de secuenciacion de tercera generacion (TGS) permiten lecturas mucho
mas largas, de hasta 2,3 Mb, sin necesidad de amplificacién previa. Un ejemplo es la tecnologia de
secuenciacion de molécula tnica en tiempo real (SMRT), que puede incorporar lecturas de
aproximadamente 60 000 pb, lo que ofrece una ventaja para el seguimiento de variaciones estructurales.
Sin embargo, la secuenciacion por nanoporos, un método TGS, generalmente requiere una gran
cantidad de ADN para obtener resultados fiables. (5, 21-52). Genémica y analisis molecular de hongos.
El tamafio de los genomas de Aspergillus es variable.En los estudios publicados, el tamarfio del ADN
genomico (ADNg) suele oscilar entre 28,81 y 33,289 kb, con un nimero de genes que varia entre 9630 y
12 074. En el laboratorio, la extraccién de ADNg se complementa con una PCR cuantitativa en tiempo
real (qPCR), un método estandar para cuantificar los niveles de expresion génica. El equipo de gPCR
mide la intensidad de fluorescencia emitida por una sonda en cada ciclo. Si bien la sensibilidad de los
ensayos de qPCR es limitada, técnicas como la seleccion de genes multicopia ayudan a determinar la
cantidad total de ADN analizado. Otros métodos moleculares empleados para caracterizar y diferenciar
Aspergillus incluyen el andlisis de genes de ARN ribosomal (18S, 5.8S, 28S) y la técnica RAPD (ADN
polimérfico amplificado al azar) para distinguir entre cepas (16, 26, 30, 32, 33, 44, 45).El género
Aspergillus abarca una amplia variedad de especies de hongos que se distinguen por sus
caracteristicas morfologicas y fisiologicas. Estas especies se pueden diferenciar segtin varios aspectos
morfologicos, como la forma y el color de sus conidioforos, la estructura de las conidias, su tipo de
crecimiento y la disposicion de las esporas. A continuacion, se destacan algunas de las principales
caracteristicas que permiten la identificacion y diferenciacion de las especies de Aspergillus. Los
conidiéforos son elementos clave en la morfologia de las especies de Aspergillus, ya que son las
estructuras responsables de sostener y liberar las esporas. En especies como Aspergillus fumigatus, el
conidi6foro es un tubo estrecho y erecto que se ramifica en su extremo, formando una cabeza que
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alberga las esporas. En contraste, especies como Aspergillus niger tienen conididéforos mas gruesos y
cilindricos, con una cabeza esférica y esporas densas. Aspergillus flavus, por otro lado, tiene
conidioforos mds cortos y ramificados. El color y la forma de las conidias desempefian un papel
esencial en la identificaciéon de las especies. En Aspergillus niger, las conidias son negras y se
disponen densamente en la cabeza del conidiéforo, lo que le confiere al hongo un aspecto oscuro. En
cambio, Aspergillus fumigatus produce conidias pequefias, de color verde azulado, distribuidas de
forma mas dispersa. Aspergillus flavus, por su parte, se caracteriza por conidias amarillas o verdes,
dispuestas en espiral y con una forma mas redondeada que las de otras especies. Por ejemplo,
Aspergillus fumigatus crece rapidamente en condiciones ambientales dptimas, formando colonias
verdes compactas en los medios de cultivo. Otras especies, como A. niger, forman colonias negras de
textura rugosa y crecimiento mas lento, mientras que A. flavus desarrolla colonias de color verde
amarillento que presentan un patrén de crecimiento mas irregular que A. fumigatus. La formacion y
distribucion de las esporas también varian entre las especies del género. A. niger tiende a agrupar
sus esporas densamente, mientras que A. flavus las dispersa mas ampliamente. En especies como A.
terreus y A. clavatus, los conidiéforos son mas cortos y presentan una ramificaciéon mas compleja, lo
que influye directamente en la morfologia general de las colonias que forman. El color y la textura de
las colonias de Aspergillus son caracteristicas fundamentales para la identificacion de las especies.
Por ejemplo, A. niger produce colonias negras con una textura gruesa debido a la alta concentracion
de esporas oscuras. A. fumigatus genera tipicamente colonias suaves y pulverulentas de un
caracteristico color verde, mientras que A. flavus presenta colonias de color amarillo verdoso con una
superficie algo irregular. Aunque todas las especies del género comparten una organizacién
estructural basica compuesta por conididforos y conidios, las sutiles diferencias en forma, coloracion,
disposicién espacial y patrén de crecimiento permiten una diferenciacion precisa entre ellas (1, 2, 3,
40, 46). En cuanto a su patogenicidad, Aspergillus es un hongo filamentoso formado por cadenas de
células llamadas hifas. Puede causar diversas afecciones patoldgicas en humanos debido a varios
factores bioldgicos. El pequefio tamafio de sus conidios facilita su inhalacién, lo que le permite
alcanzar e infectar los pulmones y los senos paranasales. Su capacidad de crecer rdpidamente a 37 °C
le permite adaptarse facilmente al cuerpo humano, mientras que su fuerte adherencia a las superficies
epiteliales y su capacidad para invadir los vasos sanguineos favorecen la colonizacion de los tejidos
y la infeccién sistémica. Para distinguir entre las especies de Aspergillus, los investigadores suelen
analizar muestras orgdnicas o estudiar metabolitos fiingicos especificos que sirven como marcadores
bioquimicos de diferenciacion taxondmica.-(1317.25),

Conclusiones.La investigacion culminé con el descubrimiento de una nueva subespecie de hongo
del género Aspergillus, hallada especificamente en las semillas de la planta nativa nacascol, originaria
del norte del pais. La taxonomia propuesta para la especie recién identificada es la siguiente:
Dominio: Eukaryota, Reino: Fungi, Divisién: Ascomycota, Clase: Eurotiomycetes, Orden: Eurotiales,
Familia: Trichocomaceae, Género: Aspergillus, Especie: Aspergillus salvadorensis. El nombre
cientifico binomial propuesto para futuras referencias es Aspergillus salvadorensis A. Vasquez 2006.
El nombre de la especie, salvadorensis, hace referencia al pais El Salvador.

Colaboradores:MACROGEN, Inc. Empresa Publica de Biotecnologia. Corea del Sur./ Yubin Hong/
Jaewon Sim.-Dra Vianney de Abrego/ Laboratorio de Biologia Molecular CENSALUD UES.-Lic
Marvin Stanley Rodriguez. / Laboratorio de Biologia Molecular CENSALUD UES.-Dra Sandy Ruiz.
/UBM. Meéxico. Par evaluador Master Willian Merino Biologia Molecular departamento de
Microbiologia de Facultad de Medicina.
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Contribuciones de los autores: Antonio Vasquez Hidalgo es el inico autor. El autor leyo6 y aprobd
el manuscrito final.

Conflictos de interés.El autor declara no tener conflictos de interés. Se aclara que el articulo fue
publicado en otra revista con el nombre de Aspergillus uessalvadorensis, pero el correcto es
Aspergillus salvadorensis segtn la clasificacién taxonémica mundial de los hongos. En la version
publicada del articulo «Caracterizacién fenotipica y genotipica de Aspergillus uessalvadorensis en
una cepa organica descubierta en la Universidad de El Salvador (2006-2024)», publicado en Plant
SciencePG (Volumen 13, Ntimero 1). Recibido: 21 de enero de 2025. Aceptado: 12 de febrero de 2025.
Publicado: 18 de marzo de 2025. El basénimo de la nueva combinacion, Aspergillus uessalvadorensis,
estaba incompleto en las paginas 1-16. Por lo tanto, la nueva combinacién propuesta no es valida
segun el Art. 41.5 del Cédigo Internacional de Nomenclatura para algas, hongos y plantas. Esta
combinacion se valida aqui, con la correccién ortografica necesaria del epiteto. La fecha de
publicacién valida para este nombre debe ser el 26 de septiembre de 2025, en lugar del 18 de marzo
de 2025, fecha de publicacién del articulo original. El nombre correcto es Aspergillus salvadorensis
MycoBank MB 860456 para la validacién. Tenga en cuenta que el nimero de MycoBank se refiere
especificamente a esta publicacion de validacion y es diferente del niimero de MycoBank publicado
para la combinacién no valida. Lamentamos este error y solicitamos que se cite este nombre junto
con esta correccion para fines formales. Agradecemos a la Dra. Konstanze Bensch de MycoBank por
sefalar este descuido. Por lo tanto, el articulo se volvié a publicar sin que el autor indicara conflictos
de interés.
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FOTOGRAFIAS MACRO Y MICROCOSCOPICAS DE ASPERGILLUS. 10X,40X Y 100X

Aios 2006-2007-2008 -2009

253



254



255



256



257



258



259



Capitulo VI Resumen caracteristica del género
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NOMENCLA
TURA DE
ESPECIES
DE
ASPERGILL
us
uessalvado
rensis

niger

clavatus

giganteus

Nidulanos

Flavus

Terreus

versicolor

fumigatus

Orizae

CONIDIOS DE COLOR

Aspecto algodonoso plano,
de color negro a gris

Aspecto lanoso, verde, negro,
blanco, amarillo

Aspecto de fieltro, verde
azulado

De blanco a crema, oliva,

verde

Aspecto aterciopelado, de
blanco a crema, amarillo,

verde

Aspecto aterciopelado y
empolvado, color amarillo
verdoso

Aspecto aterciopelado, de
blanco a crema, amarillo,
verde

Aspecto aterciopelado Blanco
a crema, amarillo, café, negro

Aspecto plano y polvoriento

De blanco a crema, amarillo,
negro, gris a beige

FIALIDES DE VESICULA
FORMA APICAL
uesalvadorensi Una serie presente
s
niger biseriada Presente
clavatus uniseriado Presente
gi biserializad Presente
idul biserializad presente
Flavus Una o dos presente
series
Terreus biserializado presente
versicolor biserializado presente
fumigatus uniseriado Presente
Orizae Uniserial, presente
biserial,
biserial,

coLo

MANC
HA
REVER
SO
negro

Amaril
lo-
negro
Marré
n
blanco

cafete
ria
Purpu
ra
oscura

Marré
n
rojiso
White
marré
n
Amaril
lo,
café
Amaril
lo,
café
Blanco
crema
amaril
lo

200-
250
100-
600

8-10

15-25
pm
por
4.5-
6.0
2-2,5
um
4,16
milime
tros
10 um

100-
200
milim
etros

DIAMETR
ODELA
COLONIA

9-10

25-30

21-24.5

35-42

25-30

42-49

24.5-35

10-15

40-60

ANCHURA
DEL
VESICULA

50-48

75-80

40-60

30-180

8-10

20-45

12-20

12-16

18-30

50-75

FORO DE
CONIDIO

Rugoso 300,
hifas sin
septos
400-3000
hifas con
septos
Largo liso,
hifas con
septos

hifas con
septos

Muy corto,
liso. hifas con
septos

800 variable,
rugoso. hifas
con septos
250 corto
liso. hifas con
septos

600 largo liso.

hifas con
septos

300 largo liso.

hifas con
septos
35-42
hifas con
septos

FORMA DE
VESESCULA

Globosa
Piriforme
Clavado
vesiculas
clavadas

Globosa

Globosa

Globosa

Globosa,
subglobosa

rugosa

Globosa

261

LONGITU
D DE
CONNIDI
A

35

45

3-45

3.5-4.5

335

3.5-4.5

1.8-2.4

21-28

253

7-10

ESTIPE
ANHELA
DO

100-300

1500-
3000

1500-
3000

10000-
20000
70-150

400-800

100-250

500-700

300-500

4000-
5000

EXTENSO
CONIDIO
S

1.96-2

2.5-3.5

24-3

34

3.5-4.5

335

2-35

3,5-4,0
um,

ANCHO
STIPIE

22

15-20

20-30

2.5-5

25-45

4.5-6

5-10

5-8

6-12

FORMA DE CONIDIA

Mazo, botella o

cactus

Elipsoide, esférico

Elipsoide

elipsoide

Globose y subglobose

globoso

globoso

globoso

subglobose

Ovoide, subglobosa

ORNAMENTACION DE
STIPIE

irregular

Suave

suave

Serie Uni

suave

Sauve

suave

suave

rugosa

suave

ORNAMENTACION

DE CONIDIOS

celebridad

suave

suave

suave

rugosa

suave

suave

suave

suave

Suave

RAMA DE PATRON

No

Verical

No



Capitulo VI

Microfotografias electrénicas Aspergillus de El
Salvador

MICROFOTOGRAFIAS ELECTRONICAS. CENSALUD. Cortesia Dra. Vianney de Abrego
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En nuestro medio ambiente la
Salud es un valor agregado al
capital humano .

la semilla de Nacascol o
Nacascolo, utilizada
ampliamente en la alfareria y
curtido de pieles en la zona
norte del pais.

Esta semilla tiene una
particularidad inerte que necesita
la presencia de un hongo del
genero Aspergillus sp, para que
pueda tefir junto con las
propiedades del barro teiiirse de
color negro, las
vasijas y de curtir la piel del

ganado vacuno.

ntroduccion

Santa Chalatenango
Ana
Cuzcatlan
Cabafas
Ahuachapan san
La Salvador Zan
Libertad ;
Sonsonate o Vicente
g La
L an Unidn
Faz Miguel
Usulutan
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[1. Composicién quimica de la ser illa: JI

Las semillas de nacascol tienen una composicion rica en carbohidratos, proteinas y lipidos, lo que las
convierte en una fuente excelente de nutrientes para varios tipos de hongos, incluido Aspergillus.
Especificamente:

» Carbohidratos complejos: Las semillas pueden contener almidones o azdcares que los hongos comr
Aspergillus pueden descomponer para [GbteRer energia. |

= Proteinas y aminoacidos: Las proteinas presentes en las semillas son importantes para los hongos,

—
pueden descompenerias para obtener nitrégeno y otros compuestos esenciales_pal:a_s_

» Lipidos: Las semillas también pueden tener aeeitessy-grasasque algunos hongos pueden descomponer
_ '

para obtel_

Esta alta disponibilidad de nutrientes hace que la semilla de nacascol sea un sustrato atractivo para

Aspergillus.

Resumen de los componentes principales del barro/arcilla:

Minerales arcillosos (caolinita, ilita, montmorillonita).
T —

Cuarzo (silice).

Feldespatos.

Oxidos metélicos (6xido de hierro, 6xido de aluminio).
Agua (hidratacion).
Carbonato de calcio (en algunas arcillas).

Materia organica y carbono organico (en algunas arcillas).

W NN R WM =

Impurezas (arena, limos, etc.).
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EL

Curtido de Cuero : Los frutos son ricos en taninos, que se utilizan para curt
pieles y evitar su descomposicidn. Por esta razén, su nombre cientifico, Coriaria,
hace referencia al cuero. Caeselpinia coriaria

Forraje : Las hojas y frutos sirven como alimento para el ganado.

Tinte : Las semillas se utilizan para obtener un tinte negro. Tefido de artesanias.
Carbon : La madera es excelente para producir carbdn vegetal.

Medicina Tradicional : En algunas regiones, la corteza y las hojas se usan en
medicina tradicional para tratar diversas enfermedades como gastrointestinales,
antiséptico, ulceras gastricas.

las vainas del nacascol: Es conocido por ser un potente astringente, tonico y
antipirético.

Tanino: Se ha investigado el uso de extractos de nacascol para detectar
sangramientos ocultos en heces y orina. el tanino reacciona con el hierro de la
sangre, produciendo un color negro. (mi Inv publicada 2008) ****

Glicésidos: Son moléculas que se caracterizan por la unién de un azucar a un
compuesto no azucarado.

Flavonoides: Son pigmentos vegetales que poseen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y antimicrobianas.
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+ Se reproducen a temperaturas altas. 15 a 53 °C
+ Las esporas se diseminan por el aire y son
inhaladas.

- Las gsporas por miles de afics. Ramses
Il. siglo Xl A.C (hongo Aspergillus
flavus en tumbas)

Tamafio esporas es < 0,22 3.5 micras.

El alvéolo pulmonar es un saco de

aproximadamente 0,2 a 0,5 mm de diémetro_

Patégeno gportunista.

1 Milimetros = 1000 Micrémetros

=
Longitud
Longitud
Milimetro
Micrémetro : Milimetro
1 divide el valor de longitud entre 1000 .i
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Investigacion actual 2025: >

1. Prevalence of target metabolites clusters in
the circular DNA  sequence of A.
uessalvadorensis of the genus Aspergillus spp
positive for aflatoxins carcinogenic. 2025

2. Prevalence of targer secundaries metabolites
cluster_in _sequence of A. uessalvadorensis of
genus Aspergillus for natural pigments black.

+ 1. Artesanal semilla. Publicado 2008

» 2. Laboratorio semilla y hongo. Publicado 2008,2024
* 3. hongo . Publicado 2025....inicio Patente CNR
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A Extraccion del colorante (inicio

e 1. Artesanal semilla. Publicado 2008

* 2. Laboratorio semilla y hongo. Publicado 2008,2024
* 3. hongo . Publicado 2025....inicio Patente CNR
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PROCEDIMIENTO
EXTRACCION DEL
COLORANTE

Extracto acuoso de colorante negro natural, a partir de las
semillas de nacazcol (Caesalpinia coriaria) en condiciones
de laboratorio. 2008

ANTONIO VASQUEZ HIDALGO

Dacente Depto de Microbiologia Facultad de Medicina Universidad de El Salvador

Pigmento : aspergilina

Figura 1 Diagrama de blogues del proceso extraccidn colorante a escala de
Iaboratorio.

Semilla se

i ———+  Se seleccionan las semillas
retiran
cafés , no las negras en

descompasigion.

Se macera con mortero

hasta.oblener micro
particulas..

Se separa la pulpa de la

cascara, S¢ esteriliza con

calor seco,

CONDICIONES DEL PROCESO

Unia condicién ideal del proceso es 1a adecuada mezcla entre Jos solventes y oxidante, ya que
esto proposciona una mejor ealidad del producto. Ko se necesitan condiciones de temperatura
ideal ya que a temperaturas ambiente ¥ extremos de calor no influye en I obtencién del
colorante, sin embargo a mayores temperaturas el resultado no es muy favorable ya que puede

precipitarel hierro.

tener cuidado con @ de

Iaboratoria se puede variedad de tonalidad de negro, en condiciones artesanales no importa ya

remos de de 300 grados Celsis.

Solventes. Se utilizaron varios solventes entre ellos el agua de grifo, destilada, teniendo mejores

resultados el agua de grifo. Otros solventes coma el alcohol se presento diversas tonalidades

‘Tamailo de particula. No es necesario el tamailo, pero si entre més macerado este el producto los
resultados son mejores. Debe separarse de |a cascara
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The extraction of the black dye. usually melanin, produced by the Aspergillus fungus under laboratory conditions is a
methodical procedure that begins with the cultivation of the microorganism. Since this pigment is inherently insoluble in many
solvents, specific steps are required for its handling and treatment. The process begins with the Aspergillus Culture, where the
fungus is sown in a Saboraud Agar medium. which provides essential nutrients such as sources of carbon (glucose) and nitrogen
(peptones or salts). The crop is grown under controlled conditions, at a room temperature or slightly higher (approximately
25-300C) and with high bumidity. This environment stimulates the production of large amounts of melanin. especially if the fimgus
is subjected to environmental stressors such as pH changes or UV radiation. Once the fungus has grown and synthesized the melanin
in the medium. the Biomass is collected and prepared. The Aspergillus biomass. which contains the pigment. is separated from the
liquid culture medium by methods such as centrifugation or filtration. This fimgal biomass should be washed with distilled water to
remove any residue from the culture medium that could interfere with extraction. Optionally. the biomass can be dried at a low
temperature (40-502C) in an oven to facilitate the extraction stage. The extraction of melanin is the crucial step due to the
insolubility of the pigment. The most commeon method is based on the solubility of melanin in alkaline solutions. The biomass is
mixed with a 1-2% sodium hydroxide (NaOH) solution and gently heated (to about 60-80C) for several hours. This allows the
melanin to dissolve in the alkali. The resulting solution is filtered to separate the insoluble biomass. and the filtrate, which contains
the dissolved pigment, is neutralized with an acid such as hydrochloric acid (HCI) until a pH close to 7 is reached. This acidification
causes the precipitation of melanin, which is later recovered by filtration and dried. Alternatively. other extraction methods may be
employed. If the extraction alkaline is insufficient, organic solvents such as ethanol or methanol can be used; In this case. the
biomass is mixed with the solvent, stirred with a slight heating. and the pigment is filtered out. allowing the solvent to evaporate to
obtain the dried melanin. Concentrated hydrochloric acid is also sometimes used along with heating to dissolve and extract melanin,
which is then precipitated and separated. After extraction. the melanin can undergo a Pigment Purification. Depending on the level
of purity required for its end use. techniques such as additional precipitation. dialysis to remove impurities and other fungal
metabolites. or column chromatography may be applied. Finally. the extracted and purified pigment goes through Drving and
Storage. A dry melanin powder is obtained using a freeze i m—————)
stored in dark and dry conditions to prevent its breakdow:

melanin extraction protocol of Aspergillus involves the cc 'K JOURNALOR (IKRJAB)
predominantly, the extraction of the pigment through the AGR|CULTUR ISSN: 3107-5509 (Online)
or methanol can be employed. The process concludes wit. AND BIOSCIENCES )

- . . P IKRIAB) Frequency: Bimonthly
to optimize extraction according to application needs s
Publishers: IKR Publishers

Country of Origin: India
Journal Starting Year: 2025

urnal

IKR Journal of Agriculture and Biosciences
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columnar monose

_~Conidios
Fialides

lipos

Conidios

SHION &

Figura z. Estructuras morioiogicas en ei ro Aspergilius (como anamorfo) a considerar en las observaciones: cabezas
radiadas o columnares, céluls . tipos de vesiculas, fialides metulas, conidios, ¥ células de Hiille.

Cultivo
Aspergillus uessalvadorensis/salvadorensis

« Caracteristicas Macroscopicas:
colonia en Agar saboraud es de
color blanco luego cambia a verde
de aspecto radiado y después se
hace _negro, el reverso _es

pigmentado de color negro, altura

del micelio bajo, aspecto de la
colonia es polvorienta de color

negro.

‘Composicién basica del Agar
« Peptona: Fuente de nutrientes para el crecimiento de los hongos.
« Glucosa: Fuente de carbona que favorece el crecimiento de hangos y levaduras.
« Agar: Agente solidificante.

< icion de Agar (con
« Peptona: 10 g/L

* Glucosa: 40 g/L

« Agar15g/l

« Antibidticos (varia segin la formulacién, pera los mis comunes son):

« Cloranfenicol (para inhibir bacterias Gram positivas y algunas Gram negativas).
= Ciprofloxacina (a veces se usa para inhibir bacterias).
« Gentamicina o Bacitracina (pueden afadirse para suprimir la flora bacteriana no deseada).
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Aspergillus niger

" Eive-dar-old, black colont of Aserilhi sigeran

Saboucaud’s dextrose agac. The colony showing trpical

“salt and pepper appearance”, which results from

dasklr pigmented conidia borme in large aumbers on conidiophores

Aspergillus uessalvadorensis

Aspergillus
uessalvadorensis.

4 reverse of tha colony sppears vallowish to pala

Aspergillus uessalvadorensis Aspergillus niger

( Color, forma, conidiofogh (septos, liso o rugoso)

285



I BOSO—ar]
< muderadas de 1 a 3 micras, _coloreadas—de—calo

conidiales_Tisas de una pared redonda, dispuesta en estipe
pared delgada lisas y pronunciadas, coloreadas de color café a negro, lisa sin

septos, hay comdlus abundantes desprendiéndose de la cabeza, tiene una
hilera
E] e &oﬁn io es una estructura globosa peridial simple, del esterigma es

Las conidias maduras de color café son esféricas con pmyec jones en forma
de picos triangulares en toda la periferia, en forma de d L

ilas ‘gé'l'%‘!"—?#"f"‘ inmadhuce, esefiles, o, Bp5 WA s

L% S 1ShE 269623 5%

B e

5 minutos - ¢ fdlides

métula

100 x /40 X 15 minutos
1-3 micras

conidisfors

30 minutos

Jspiculas >10
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Biseriadas con métula y
fidlides de color marrdén
oscuro que cubren toda
la vesicula dando la
forma radiada tipica.

Fotografia . Aspergilus uessalvadorensis

Foto con tincién: lactofenol azul algoddn

A. niger : se tifie
:NO S

Uniseriadas sin
métulay con fidlides
de color marrén
oscuro que cubren
toda la vesicula no
dando la  forma
radiadatipica

A. uess

Aspergillus niger

___Aspergillus niger
P ' s

Aspergillus var uessalvadorensis )

conidios

fialides

métula g

S
Inidioforo .’
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Aspergillus uessalvadorensis

Aspergillus niger en cultivo Aspergillus uessalvadorensis en cultivo

Espiculas

No tiene
espiculas

100 x Pared gruesa

100 x

1l Reino Fungl. Se mproducen
cié ¢e las plantas, carecen g
adecuada pars su desarol,
» de aspects Wubular hamado
44 | rma una estructura targa ge
B4, lars en hifa. Si duranie o

Aspergillus uessalvadorensis
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3

.Cultivo Agar saboraud
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x18, oo 1umfBEBE Z5 ZB S

Conidias Aspergillus /1 -3 micras Hojas cactus familia Cactaceae / 10-15 cm
Microscopia electrénica de barrido Planta fotografia

En su lucha contra las altas temperaturas
de hasta 60 °C. Las espinas también
brindan humedad y acumular agua.

Sobreviven a altas temperaturas hasta
o mas 57 2C. Las espiculas brindan
humedad.
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Efecto Rayos X
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A. salvadorensis A. niger

Conidias por Microfotografias
electrénicas y a 100x
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cuLTivo

HONGO 100 X

CONIDIA 100x

ESPECIE

Aspergilus niger on PDA culture and siide

-
Ly

%)

100 X

Aspergillus niger

»

293

100 X

NO SE TINEN C(
AZUL ALGODON

Aspergillus salvadorensis

N LACTOFENOL



MEXICO: primeros reportes
Varias especies

-niger

-carbonarius

- desconocida? (subcultivo)

PCR en tiempo real x detectar y cuantificar las
~ secuencias especificas de acidos nucleicos.

g pares de bases
o

BANDAS

ENDIENTE:

OR ELABORACION PRIMERS
specifico para la variante Y
IOMARCARDOR especifico ?

PCR

Secuencia

5’ ATTGGAGGGCAAGTCTGGTG 3
5'CCGATCCCTAGTCGGCATAG 3
LC Red 640-5'TGGCGAACCAGGACTTTTACTTTG 3

Muestras 1-13 son varias rep de dos de los
20 Aspergillus. Muestras 14 y 15 son Dioscorea sp y Frijol usadas
como referencia

SULTADO + Presencia DNA +

Gel de agarosa. Los prod delaPCRo i estdn repi jos mediante bandas de un tamafio
especifico y se comparan con un marcador de peso molecular conocido para determinar |a especificidad de la
reaccion. PB = nimero de pares de bases.

Los primers deben ser disefiados especialmente para garantizar una alta especificidad y para que generen
amplicones de un tamafio que oscile entre 100-150 pb.
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MPM 10 po M 1 2 34 58 7 10 11 12 13 14 15

Muestras 1-13 son varias repeticiones de dos muestras de los
Aspergillus. Muestras 14 y 15 son Dioscoreasp y Frijol usadas
como referencia

Fotografia 5. PCR de hongo del genero Aspergillus .Muestra de El Salvador.
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Reporte México.

REPORTE MEXICO. 2010

“Se utilizaron semillas de Nacascol (Caesalpinia coriaria) para aislar el hongo reportado
como enddégeno en las mismas. Se probaron dos tratamientos de desinfeccion para las
semillas. Se sembroé en tres medios de cultivos selectivos para hongos MEA (Medios Agar-
Malta), CYA (Medio Levadura-Agar) y Medio Saboraund, dos de ellos especificos para
Aspergillus. Posteriormente se realizé la siembra monospérica para la caracterizacién de
cepas. Se proliferé el micelio para ser utilizado en la extracciéon de ADN, para lo cual se
utilizaron tres métodos de extraccion de ADN (Vogel, 1956; Sagai-Maroof, 1984 y Denning
et al 1990). Posteriormente se aplicara la técnica PCR para el marcador molecular ITS
(Internal Transcript Sequence).”

Aislamiento de ADN
El método mas eficiente para extraer ADN del micelio del hongo fue el reportado por

Sagai-Maroof, (984) con el que se obtuvo ADN de alto peso molecular (Figura 2).

"2 34 56 LBizlhl Isk6

Fig.2. ADN genémico obtenido en trece muestras de Aspergillus sp.
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Revista La Universidad

Reporte CENSALUD
2008

la siguiente: «el problema es viral». Esto revela que desconocen que
los fendmenos alérgicos y respiratorios tienen otras causales.

Figura 1-4. Immagen obtenida con microfotografia electronica de ba-
rrido: vesicula y esporas del hongo (6,500 X). Cortesia de la doctora
Vianey de Abrego (Tomada en CENSALUD, febrero de 2008)

o : J ‘ 8 .“ [ ]

En la Figura 1-4 se observa la imagen obtenida con microfoto-
grafia electronica de barrido: vesicula y esporas del hongo (6,500 x).
Puede notarse, segin reporte de CENSALUD, que es un «hongo fi-
lamentoso, donde sobresalen del micelio las cabezas conidiales, re-

as. E 2 tan com tas por una vesicula rodea-
da por una corona de fialides en forma de botella, en cuyo extremo
se fijan las esporas, en este caso solo se aprecia uno no una cadene-
tan, el conidioforo no tiene septos y es liso/rugoso, la vesicula es
redonda _de donde emergen multiples de una a dos esporas en
forma de mazo o cactus con espiculas dispersas, en ¢l cultivo dan
un_pigmento al  reverso del tubo, las otras especies no.
Fenotipicamente corresponde a otra especie del género Aspergillus.

A partir de estudios genotipicos se identifico su pertenencia al
género Aspergillus, ya que presenta la siguiente secuenciacion de
ADN.

512
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Aspergillus uessalvadorensis
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Asporgilus Fungus. Semby Steve. 0, ¥ SEM of conidia. (A) Aspergils
Gachmaissner Sgekyl th Mpirai folis : (B. E. F} A. parafels : (C) A...

fungus fumgmagenene T flimigatus felis-

Vishar »

i)

2 Z 5 A jllus fungus sem hi-res
Scanning sectron meroecopy, Asporgius ridulors hyphas ond sperg g
s maniu SR stock photography and imeged MNE LS
nidulians

Aspergilus spp
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En Resumen

Caracteristica Aspergillus niger

‘Asperglilus
vessalvadorensis

- placareverso
« Vesicula color
« Conidioforo

+ Forma

| racion: Ocurre durante la

temporada seca, generalmente entre
los meses de agosto y septiembre
aunque esto puede variar segun el
las condiciones climaticas

oduccion de frutos y semillas: La
ta_del nacascol, que contiene las
millas, suele madurar des ués de la
racion. En general, la pro uccion de
tos se observa en los meses
uientes a la floracion, a menudo
incidiendo con el inicio de Ia
porada de Tluvias o en los meses
ermedios.
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Paises con nacascol :
Caeselpinia coriaria

México
Guatemala
Honduras

El Salvador
Nicaragua

Costa Rica
Panama
Colombia ( Caribe tropicales)
. Venezuela

0. Brasil (amazdnica)
1. Ecuador

HEBOONOUNAWNRE

Diferencias :
1.No producen colorante,
2.Variedad FLOR DIFERENTE
3.NO HAY EXPLOTACION.
4.VASIJAS PARA EXPORTACION.
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Revista La Universidad

Publicacion.
2008

Caracterizacion biolégica del hongo
Aspergillus spy su impactoen lasalud

Antonio VisquezHidalgo

Esta i igacion tiene como abjeti izar e identi el
hengo encontrado en las semillas del arbol nacascol y su impacto en
la salud del medicambiente. El proceso estuvo conformado por tres
fases y tuvo come resultado la identificacion de un hongo del género
Aspergillus sp, que incide en las infecci iratorias agudas. Se
encontrd una pecie de A illus sp en El Salvad

hitps://revistas.ues.edu sv/index. php/launiversidad/article/view/2168

Introduccién

En nuestro medioambiente la salud es un valor agregado al capi-
tal humano. No solo es necesario identificar los riesgos ambientales,
sino también contribuir a resolver la problematica encontrada. Es
tarea de todos colaborar en la minimizacion del dafio al medioam-
biente.

En esta ocasién se investiga sobre una planta natural muy
conocida en nuestro medio: el arbol nacascol o nacascolo. Esta
semilla tiene una particularidad inerte, necesita la presencia de un
hongo  del género Aspergillus sp, para que, junto con las
propiedades del barro, se puedan tefiir de color negro las vasijas lo
que les otorga una particular belleza, quizas incluso un aspecto
colonial. Asimismo, se puede curtir la piel del ganado vacuno.

Sin embargo, se ha encontrado que en los cinco lotes de semillas
sealbergaun hongo que infiere dafio a lasalud luego de exposiciones
prolongadas v si la persona tiene las defensas inmunoldgicas bajas,
tal como se demuestra en muchos estudios del género Aspergillus,y
ya sea por negligencia o desconocimiento, se ignora el «peligron que
encierra la aspiracion de lasesporas.

507
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RevistaLa Universidad.

En muchas ocasiones las afecciones pulmonares se diagnostican
como Bronquitis Aguda o Asma Bronquial, cuando en realidad no
se debe descartar una Micosis Pulmonar, y el tratamiento deberia
conformarse por antimicéticos y no antibidticos. Asitambién se re-
portan fendmenos alérgicos.

La investigacion estuvocompuesta por tres fases:

a) Primera fase Recoleccionde las senullas de nacascol.

b) Segunda fase Extraccién y preparacion del tanino de

la semilla y el hongo.

Tercera fase Pruebas de laboratorio, que consistieron en
sembrar el inoculo del hongo presente en la semilla en
tubos de agar sabouroud y examinar la muestra por micros-
copia simple y microscopia electrénica de barrido.

Eldescubrimiento

El drbol conocido como nacascol tiene como nombre cientifico
Caeselpinia coriaria. Pertene sal
género Caesalpinia. Es una planta leguminosa con tallo de 3 a 11
metros de altura, con hojas en pares pinnas de 5 a 10 em de largo
(cada una con mas de 10 foliolosde 4 a 8 mm de largo y 2 mm de
ancho, dpice redondeado) y semillas de color caféde aspectonegro.

En estas semillas erece un hongo parecido al Aspergillus niger,
considerado como patogeno oportunista para el ser humano; sin
embargo, su morfologia es diferente, sus esporas varian con el ante-
rior. En este caso estdn dispuestas en forma de espiculas separadas
en toda la espora. Son miltiples. coalescentes. unas pi Jas v

otras claras. de didmetro pequefio, v de color negro a café segiin pig-

mentacion, no son planas ni rugosas como la de especie niger. Al
ser cultivadas en medio especial generan una coloracién negra con

duccién de pi en la region posterior del tubo antes de las

24 horas al agregar al medio agar saboroud mds sustancias oxidan-

tes. Segin el andlisis fitoquimie liminar—delgrbol 3¢
Ipinia

Cultivo de especie descubierta del género Aspergillus en El Salvador. UES 2006/2024

Camara Canon
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Espora del genero Aspergillus en luz ultravioleta a 100x

D

- r "
o S
Aspergillus niger Aspergillus uesalvadorensis

Camara Canon

Conidia de Aspergillus uessalvadorensis descubierta en EI 2006/2024

t

Camara Canon
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RESUMEN MACRO Y MICROSPICOS DE HONGOS DEL CENERO ASPERCILLUS.2009 (micras)

"COLORCONIDIA | COLOR | DIAM | CONIDIO | LONGITU | ANCHO | FORAA | ORNAMEN | CONIDIA |
REVERSO  ETRO FORO D TACION IN SITU
COLO CONIDIA | msicras. CONIDIA
NA Aficras
()
Aspecto plano Begro 910 | Rugoso 300, | 45 1963 Mazo, prominen | radial
algodonoso, color negro hifas sin botella o te
agns cactus.
As 0 lanoso, Amarille- | 25-30 | 400-3000 liso | 4-5 3-5 soide, Tugose radial
grap::l‘u color verde, incoloro largo15a3 %ﬁc
negra o color blanco mm
iy e Pared gruesa )
Aspecto fieltro ,verde Blancoa | 21- Largo liso, 345 25835 Elipsoide suave En
azulado marron. | 245 | hifas con columna
Blanco a crema, olivo, cafe 35-42 | hifas con 3.5-4.5 243 elipsoide smave En
verde septos.
Aspecto Purpura | 25-30 | Muy corto, | 3-3.5 34 Redondau | rugosa radial
Blanco a crema, oscura. liso. hifas oval
amarillo, verde con septos
Aspecto Marron 42-49 | 800 vanable, | 3.5-4.5 3545 Globosa, Rugosoo | radiada
aterciopelado, color rejise o rugoso. hifas esferico granuloso
Vi incoloro €on septos
Aspecto aterciopelado, | Blanco 345 | 250 corto 1324 |1515 globosa smave En
Blanco a crema, marren 35 liso. hifas columnas
amarillo, verde con septos o radial
Aspecto iopelad Amarille, | 10-15 | 600 large 21-28 3-35 Redondau | rugoso radial
Blanco a crema, café liso. hifas oval
amarillo, cafe, %o con septos
Aspecto velloso, ‘050 | Amarille, | 40-60 | 300 corto, 253 2-3.5 redonda TUgoso radial
plamo cafe liso. hifas
con septos
Blanco a crema, Blanco 60 35-42 rugoso | 7-10 4-8 Ovoide, spave Variable,
algodonose amarillo, crema hifas con subglobosa radial
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Narcar & L (W swm haoy
o STIFIE
mm E
e oy
" ww
1 | Nueva Una serie presente 52-66 % globosa 100-300 22 irregular no
biseriada Presente 30-75 75- | Piriforme 1500-3000 1520 Tugosc No
80
uniseriado | Presente 200-250 40- | Clavado 1500-3000 | 20-30 smave no
60
biseriado Presente 100-600 30- 10000 liso Bo
180 20000
biseriado Ppresente 3-10 8- glebosa 70-150 255 liso no
10
Una o dos Ppresente 20- | globosa 400-300 25-45 Lise no
series 45
biseriado Ppresente 12- 100-250 456 hiso no
P
biieriado Ppresente 12- | Globosa, $00-700 £-10 lise no
16 | subglobosa
umisriado Prezente 18- | rugosa 300-300 -8 rugosa no
30
Unneriado | presente £0- | globosa 4000-5000 | 6-12 smave no
© biseriado ki

AD1056:583:HNTKTDSXC:1:1101:4218:1000:N:0.1 NACGGACGTTAAGCATGATCAAATAATGCATGCAGGAGACTCTGTGAAAGTGCATTGTAT 60
XM_025680759.1:833-924 e [}

Alto Rendimiento / lNlumina Centros de genémica, hospitales de $250,000 - Mas de
Industrial NextSeq, alto volumen, proyectos de genoma $1,000,000 USD
NovaSeq completo a gran escala.
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W Metadata

NACGGACGTT

>@nl|SRA|SRR34997200.1.1 AD105
AAGCATGATC & A

ATGCA TGCAGGAGAL
TTATTC GGGTTACCTC TATCTCCTAA

ACTITGIGCTT T

583 HNTKTDSXC:1:1101:4218:1000.N.0.TCTCTACT+GAAC

TCTGTGAAAG TGCATTGTAT
CTAGCTGCTT GACA

CGC

G

Biological (Bloiogical)

-,Secuencia DNA

DNA-Seq (SRR34997200)

#h Analysis

SRR34997200.1
name: A01056:583:HNTKTDSXC:1:110
< >

SRR34997200.2
name: A01056:583:HNTKTDSXC:1:110
< »

SRR34997200.3
name: AO1056:583:HNTKTDSXC:1:110
< >

SRR34997200.4
name: A01056:583:HNTKTDSXC:1:110
< >

SRR34997200.5
name: A01056:583:HNTKTDSXC:1:110
< >

SRR34997200.6
name: A01056:583:HNTKTDSXC:1:110
< >

SRR34997200.7
name: A01056:583:HNTKTDSXC:1:110
< >

SRR34997200.8
name: A01056:583:HNTKTDSXC:1:110
x

= Reads

x

18 Data access

Find

quality scores

Reads (separated)

& FASTA/FASTQ download

advanced options

>gnl|SRA|SRR34997200.1.1 A01056:583:HNTKTDSXC:1:1101:4218:1000:N:0:TCTCTACT+GAACCGCG  Biological (Biological)

NACGGACGTT AAGCATGATC AAATAATGCA TGCAGGAGAC TCTGTGAAAG TGCATTGTAT
ATGTAGTTCG AAAATTATTC GGGTTACCTC TATCTCCTAA CTAGCTGCTT GACAGATCAC

CGGAAACAAC TACCCATACA CTTTGTGCTT T
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Il parte

+« CARACTERIZACION GENOTIPICA.

1. PCRY PARTE SECUENCIACION EN CENSALUD/INSTITUTO BIOLOGIA MOLECULAR DE
MEXICO.

2. MACROGEN INC. KOREA DEL SUR. 2024. { DATOS CRUDOS/RAW DATA)

1.Registrado la especie nueva Aspergillus uessalvadorensis con los nimeros:

Registrado GenBank/NCBI (BioProjects PRINA1306032, PRINA1303219 y en

MycoBank (MB#860453, MB#860456)). Universidad de El Salvador a nivel
mundial. Fungal Name. FN: 573057

2. BLAST LINK BLAST secuencia  DNA Aspergillus uessalvadorensis

3. Alineacion : A. uessalvadorensis y A. neoniger programa CLUSTAL Clustal
Omega < EMBL-EBI
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Alignment with colours

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

seqluessalvadoriensis
neoniger

seqluessalvadoriensis
neoniger

seqluessalvadoriensis
neoniger

seqluessalvadoriensis
neoniger

seqlusssalvadoriensis

neoniger

CGACGCATCRGCTGGACTGGETEECTRATATETCGGCCTGETATGCGGATGCGACGCATC
7777777777777777777777777777777777777777777777777777777 GTTTC

* i
GGCTGGACTBGETGGCTGATATGTCGRCCTGETA= - - - == ===~ TGCGGATGGGCAGG
AGACGG--- === === AGTAGGCGTTCTGTAAGATATAATAGGTGTCTTGGGGTCAGA
S wx KTk Ak kK Dk W . ke

TACAGAGGTAACTATTCGCAGGTACCGACGCATCGGCTGGACTGGGTGGCTGATA - -~ - -
TICTTA----- CGTCCATCCAGAACCGCCT-TTTGGCGTGACTGGATGA GCTCGAT
HIRD ok % 1 .ok, kiddock.k Ik dokk olokkhkudk, Kk DL

****** TGTCGECCTGGT - - - -ATGCGGATGGGCAGGTACAGAGCGAGTAACTATTCGGT
TTCTGAGTTCTCCCTGTTGATATAGCGAATGTTATG--------C----ATCTCAT----
dk ok K e * wldk Tk
GCCGGATCGGCCGAGTATCGTGGCGATGAATCTGTGG 250
------------------------------------- 151
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Caracterizacién fenotipica y genotipica de Aspergillus uessalvadorensis
encontrada en las semillas de Caesalpinia coriaria (nacascol).

Semilla

ma DNA

ierta del genero
El Salvador. UES

2 / 4 2
Espora 100x Cultivo 20062024 Camara canon

UTILIDADES:

Se aislaron enzimas, proteinas y metabolitos secundarios en Korea del Sur. 2025
Se puede hacer vacunas

Colorante para alimentos

Anticancerigenos propiedades ( no es cancerigeno)

Servir como nutrientes ricos en fosfatos

etc

R i S

NOMENCLATURA TAXONOMICA MUNDIAL

Aspergillus salvadorensis, A. Vasquez 2016

Concluding that the taxonomy of the description will be: Domain: Eukaryota, Kingdom: Fungi, Division:
Ascomycota, Class: Eurotiomycetes, Order: Eurotiales, Family: Trichocomaceae, Genus: Aspergillus,
Species: Aspergillus uessalvadorensis. What will be called in the future binomial scientific name:
Aspergillus uessalvadorensis.

Vasquez Hidalgo, A. (2024). Aspergillus salvadorensis. Registrado en
MycoBank (MB#860453, MB#860456) y GenBank/NCBI (BioProjects
PRIJNA1306032, PRJNA1303219). Fungal Name
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Capitulo VI

FE PUBLICACIONES DE ARTICULO ASPERGILLUS
PREVIO 2010.

ACTO DE FE QUE FUE PUBLICADO ANTES DEL 2011 Y 2014
PARA EFECTOS LEGALES INTERNACIONALES

ACTA NOTARIAL DE REGISTRAR NOMBRE Aspergillus salvadoriensis. Aio 2007

.: .. S

IA DE INVENCION

OTORGADA POR:
ANTONIO VASQUEZ HIDALGO

A FAVOR DE:

NTE LOS OFICIOS DEL NOTARIO:

LIC. &

317



1

=

L

7 |

NUMERO ClN@UENTE’SOS En Ia ciudad de San Salvador, Zs del dias ocho de julio del dos mil

siele.-ante mi, ANTmDA, Nolario de este domicilio, comparecs sl safior ANTOMIO VASQUEZ

HIDALGO, smaissmminengasnsios Modico do este domicilio, a quien conozco y lo identifico con su Documento

Unico de Identidad Numero cero dos une nueve cinco cero siete ocho-une, y ME DICE: que comparsce ante el

or

~1

. |genero Aspergillus del ano dos mil siele, que s llamara en el futuro Aspergillus salvadoriensis A. Vasquez ds la que

., | OBTENCION DE COLORANTE NATURAL A PARTIR DE LA BIOCATALISIS DE UNA NUEVE ESPECIE DE ESPORA

suscrilo notario a informar para que quede censtancia del descubrimiento sobre una especie de hongs NUSYo del

junto con la semilla de Nacascol ( Caeselpinia coriaria) se extrae un colorante negro, ademas inferma que presento la

—— - dcio-da- iocian da Patenias

de invencion y modelos de utilidad el dia tres de jullo del ano dos mil siete, con numero de expedisnte dos cero cerc

siele cero cero dos siete siete cero, con el litulo PROCESO ACELERADO DE SINTESIS DE LABORATORIO DEL

HONGO ASPERGILLUS SPPP EN LAS SEMILLAS DE CAESELPINIA CORIARIA (NACASCOL), PARA LA

QUE SE DENOMINARA ASPERGILLUS SALVADORIENSIS A, VASQUEZ ENCONTRADA EN EL SALVADOR. Me

informa que ha inventado una nueva forma de culllvo dal hongo para o

nacascol. Modo operalivo de preparacion del colorante: En condiciones de laboratorio con las medidas de

bioseguridad adecuadas, o procede a extraer de las somillas la cantidad que se necesite , para en este caso so

utilizan diez gramos de Ja semilla previo a limpieza, se maceran y se colocan en un beaker de quinientos miliitros agua

de cherro o agua destilada doscientos cincuenta ml, se 1o agrega la semilla , luego se agita con espalula, luego se

agrega dos mil microgramos de sulfato ferroso se agrega a la solucion y se agita por lres minutos, para que produzea

mayor solubllidad y catalisis en el cual se produce un cambio de color de claro a negro. Se considera opeional harvir y

flevarlo a temperaluras de clen grados cenligrados, lo_que hace aumentar el proceso quimico. Sa incuba a

wbhmml’am ol preparado del caldo en medio de cultivo, primaro se prepara el medio con un praparado

de Agar Saboraud com ueslo eplona lreinta gramos, glucesa veinte gramos, agua destilada quinientos

callenta y I vierte a los tubos de
al medio ee agrega dos mil microgramos de sulfato ferroso, se y luego y placas Eﬁ“mm‘
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Publicado en REVISTA LA UNIVERSIDAD UES 2008 y CNR 2008

Universidad

Grgano cientifico-sociocultural de la Universidad de El Salvador [La:
Nueva Epoca numero 3-4, septiembre-diciembre, 2008 Oni
Carta del director 2 ¢Yanosirven las voces de abajq
Nuevos pensamientos sobre el
Caracterizacion biologica del hongo testimonio y la novela testimor
Aspergillus sp y su impacto en la Centroamérica
salud Linda Craft
Antonio Vazquez Hidalgo B
Constantes del pensamiento
Acontecimientos del 15 de gramsciano
geptiembre de 1821 Douglas Vladimir Alfaro
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Capitulo ViIl. VALIDACION Y DEPOSITOS

Registrado la especie nueva Aspergillus uessalvadorensis con los nimeros: Registrado en

MycoBank

(MB#860453, MB#860456) vy

GenBank/NCBI (BioProjects

PRINA1306032,

PRIJNA1303219). Universidad de El Salvador a nivel mundial. Fungal Name FN 573057: Aspergillus
salvadorensis Antonio Vdsquez Hidalgo (2025-10-17)

= Meni

Todas las herramientas

&> ¢ bioloMICSListdcdBe . % | + Crear

Editar  Convertir  Firma electronica

Myco

WKW L B

® HH
Buscar texto o herramientas

ank

1] The International Mycological Association
” s g

Aspergillus uessalvadorensis

Classification:

Summary:

Epithet:
Type of name:
Basionym:
Author(s):
Year:

Name status:
MycoBank
Remarks:
Page:
Cender:
Rank name;
Etymology:
Type name:

Description
Remarks:

n

?, Aspergillus

Aspergillus uessalvadorensis Antonio Visque: Hidalgo. PL & Seil 13 (1) 16 (2024
[MB#360450]

wassalvadorensis

Basionym

Antorio Visquez Hidalgo
2024
Legitimate

860436

https:/fwww.sciencepg.com/article/10.11648/ plant 20251301.11

Morphol

and molecular DNA tech allowed the 1

Bibliography
Title:

Authors:

Editors:

of the Asperzillus cample sent to MACROGEN SOUTH KOREA. Objective: To perform
phgmn—pm :u;d Eenotypic charactenzation of the gemus Aspergillus by the MNexi-
method (NGS). Methodology: The type of study is exploratory

md experimental. It was carried out i two phases: first i the collection of seeds of
Caesalpmia conana and second an mifial macroscopic and microscopic charactenzation
of the isolation ofA-v.mm]lu was camied out in 2006, 3 notarial sct was camied out in
le microscopy and scannmg electron microscopy and PCR of the

sico 2008 and published 1n the jouwrnal La Unrversidad m 2008,

Phenotypic and Genotypie Charzctenzation of Aspergillus nessalvadorensis n an Orgame
Strain Discovered at the University of E1 Salvador 2006 - 2024
Antonio Visquez Hidalgo

SciencePG

Ammar Ben Hadj Amor

Inic
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m National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

BioProject

Project Types
Primary submission (2)

Project Data
SRA(2)

Scope
Multi-species (2)

Attributes: Data
Types/Material
Genome (2)

Attributes:
Capture
Whole (2)

Attributes: Method
Type

Sequencing (2)
Organism Groups
Fungi (2)

Clear all

Show additional filters

o Notice

Because of a lapse in government funding, the information on this website may not be up to date, transactions submitted via the
website may not be processed, and the agency may not be able to respond to inquiries until appropriations are enacted. The NIH
Clinical Center (the research hospital of NIH) is open. For more details about its operating status, please visit cc.nih.gov. Updates
regarding government operating status and resumption of normal operations can be found at opm.gov.

| BioProject v ||ASPERG\LLUS uessalvadorensis |

|

Create alert Advanced

Display Settings: ~ Summary, Sorted by Default order

Search results

Items: 2

Genoma sequencing Aspergillus uessalvadorensis
Project data type: Raw sequence reads

Scope: Multispecies

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

Accession: PRINA1306032 ID: 1306032

Phenotypic and Genotypic Characterization of Aspergillus uessalvadorensis

2. Project data type: Raw sequence reads
Scope: Multispecies
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
Accession: PRINA1303219 1D- 1303219

Sendto: »

Help
Filters: Manage Filters
Find related data =
Database: | Select v
Search details =
("Aspergillus"[Organism] OR
ASPERGILLUS[ALL Fields]) AND
uessalvadorensis[All Fields]
#
Search Seemore...
Recent activity =
Tumn OFf Clear
Q, ASPERGILLUS uessalvadorensis (2)
B it
See more.
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E An official website of the United States government

Here's how you know

[ SRA v

Full

SRX30071042: DNA-seq
1 DNBSEQ (DNBSEQ-G50) run: 1 spots, 312 bases, 56,478b downloads

Design: ILLUMINA- Next-Generation Sequencing method
Submitted by: UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

Study: Phenotypic and Genotypic Charactenzation of Aspergillus
PRJNA1303219 » SRP608180 » All experiments + All runs
show Abstract

Sample: Aspergillus uessalvadorensis
SAMNS0502260 - SRS26138520 « All experiments « All runs
Organism: Aspergillus sp. AV-2025a
Library:
Name: TruSeq Nano (350_META
Instrument: DNBSEQ-G50
Strategy: AMPLICON
Source: GENOMIC
Selection: PCR
Layout: SINGLE

Runs: 1 run, 1 spots, 312 bases, 56 478b

Run # of Spots # of Bases Size Published
SRR34948844 1 312 56,478b 2025-08-11
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Fungal

Login
Names

Home Name Registration ~ Name Search - Identification - Datasets ~ Tools & Resources ~ Statistics About My Workbench

Home Name Search All Fungal Names

All taxon names Current taxon names Author names

aspergillus salvadorensis

e.g. Aspergillus sparsus  Absidia corymbifera  Aleurodiscus gabonicus

= Al @ Epithet @ Infraspeciic @ Species @ Genus @ HigherRank @ Regisiration Identifier @@ Year

| summary

Current Species Names: 1 Genus Names. 0 Order Names: 0 Phylum Names: 0

Typification: 1 Infrageneric Names: 0 Suborder Names: 0 Subphylum Names: 0

Species Names. 1 Family Names: 0 Class Names: 0 Regnum Names: 0

Infraspecific Names: 0 Infrafamilial Names: 0 Subclass Names: 0 Subregnum Names: 0

| search Resuits

Identifier... Taxon name Rank Year... Name Status*  Current Name

573057 %)ailggt:ﬁus salvadorensis Antonio Vasquez . 2025 Current Name /;_gfz%'grﬂus salvadorensis Antonio Vasquez Hidalgo
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Objective. To determine by the Next-Generation Sequencing Illumina method to
identify the genes related to the pigmentation of the fungus in the DNA sequencing of
enzymes and secondary metabolites. As well as in determming the phenotypic and
genotypic characteristics in general of the species 4. salvadorensis. Methodology. For
the identification of cluster genes in enzymes, proteins, and secondary metabolites,
MACROGEN For the identification of cluster genes in enzymes. proteins, and
secondary metabolites. MACROGEN used the following systems: the EggNOG system
summary: Orthology Frequency within COG (Clusters of Orthologous Groups)
Categories in sequencing reading . MetaCyc is a comprehensive database that provides
m-depth information on metabolic pathways. biochemical reactions, enzymes, and
associated compounds. UniRef (UniProt Reference Clusters) organizes groups of
protein sequences from the UniProt Knowledgebase mcluding 1soforms and selected
UniParc entries mto clustered sets to enhance sequence analysis and annotation
efficiency. EggNOG: Relative Abundance in Hierarchical Categories of COG (Clusters
of Orthologous Groups) usmg CPM, KEGG Orthology (KO) and KEGG summary:
Orthology Frequency within Main and Sub-Categories. DNA-seq. Conclusions. 14
enzymes and secondary metabolites were found in the production of black pigments
produced by the fungus by oxidative stress.
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Phenotypic and Genotypic Characterization of Aspergillus o
uessalvadorensis in an Organic Strain Discovered at the University of El 2
Salvador 2006 - 2024 cite

Antonio Vasquez Hidalgo™ ()

&

Published in Plant (Volume 13, Issue 1) Sections

Received: 21 January 2025 Accepted: 12 February 2025 Published: 18 March 2025

Views: 518 Downloads: 77 .
Figures

‘ «§ Share This Article

Abstract

Morphological characterization and molecular DNA technigues allowed the identification of the Aspergillus sample sent to MACROGEN SOUTH
KOREA. Objective: To perform phenotypic and genotypic characterization of the genus Aspergillus by the Next-Generation Sequencing method
(NGS). Methodology: The type of study is exploratory and experimental. It was carried out in two phases: first in the collection of seeds of
Caesalpinia coriaria and second an initial macroscopic and microscopic characterization of the isolation of Aspergilius was carried out in 2006, a
notarial act was carried out in 2007, studies of simple microscopy and scanning electron microscopy and PCR of the fungus found in Mexico 2008
and published in the journal La Universidad in 2008, then the extraction of gDNA, gPCR, cDNA was performed in 2024 at MACROGEN INC. by
Metagenome Shotgun Sequencing Reports. Results: The gDNA genome was extracted obtaining a maximum concentration of 12.297 ng/ul,
volume 30 ul, total amount 0.369 and DIN 6.4 maximum level 8732 sample intensity for 15000 bp, the quantum qDNA was obtained at 624 bp at
a concentration of 103.24 nM and 41.87 ng/ul and cDNA. From the gDNA extraction of the TapeStation gDNA Screen, a maximum concentration
of 12.297 ng/ul, volume 30 ul, total quantity 0.369 and DIN 6.4 maximum level 8732 sample intensity for 15000 bp in quality control was obtained.

qPCR 624 bp were obtained at a concentration of 103.24 nM and 41.87 ng/ul with the TruSeq Nano DNA library (350_META). cDNA library 33
OO O - . S e e )
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Sitema Comunidades Repo UES ™ Estadisticas Q e Iniciar sesién™

Inicio * Facultad de Medicina * Doctorado en Medicina * Caracterizacién biolégic..

Caracterizacioéon biolégica del hongo Aspergillus sp y su
impacto en la salud.

% Resumen

Con el objeto de caracterizar e identificar el hongo encentrado en
las semillas de nacascol y su impacto en la salud se procedié en
tres fases: la Primera fase en la recoleccién de las semillas de

nacascol en diferentes zenas del pais, principalmente de la zena

norte de los departamentes de Chalatenango y Morazan; segunda fase
extraccién y preparacién del tanine de la semilla y hongo; tercera

fase pruebas de laboraterio que consistieron en sembrar el inoculo

Archivos del hongo presente en la semilla en tubos de agar sabourcud y exa-
Caracterizacion_biologica_del_hon- minar por microscopia la muestra y su relacién con infecciones pul-
go_Aspergillus_sp_y_su_impacto_en_la_sa.pdf monares y alérgicas en el ser humano. De las semillas de nacascol
(416.27 KB) se encontré un honge del genero Aspergillus sp, que incide en las

infecciones respiratorias agudas de los habitantes que manipulan la
Fecha semilla durante el tefiide de pieles y vasijas, y por ende su impac-
2008-09-01 to en la salud que lesiona los tejidos pulmonares. Se ha encontrado

una relacién entre el aspirado de las esporas del hongo y la conse-
Autores

cuente enfermedad en el humano. Se encontrd una nueva especie de
Vasquez Hidalgo, Antenie hongo en ELl Salvador. El impacto ambiental producido por las espo-
ras del hongo Aspergillus sp contribuye a la discapacidad laboral y
gasto piblice en salud en tratar las infecciones respiratorias agu-

Editor

das_
Editorial Universitaria
Palabras clave

Nacazcol, caracterizacién biolégica, hongos, aspergillus sp

URI
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encontrado en |as semillas del drbol nacascol v su impacto en la salud del
medioambiente. El proceso estuvo conformado por tres fases y tuvo como Edit
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Universidad de El Salvador @ agrego fotos al album: Reconocimiento a Dr. Antonio
Vasquez Hidalgo
4 de septiembre - &
@< jORGULLO UES! Hoy celebramos un hecho historico: El Dr. Antonio Vasquez Hidalgo, uno de
nuestros docentes ha descubierto una nueva especie de hongo y la ha nombrado Aspergillus
uessalvadorensis. Por ello, nuestras autoridades han reconocido su trabajo perseverante y ejemplar.

= Este descubrimiento, aceptado oficialmente por la Comision Internacional de Nomenclatura
Taxonoémica de Hongos y registrado en MycoBank y GenBank/NCBI, nos posiciona como referente
nacional y sobre todo MUNDIAL. El Aspergillus uessalvadorensis, encontrado en las semillas de
Nacascol, es Unico en el planeta por su capacidad de producir un pigmento negro natural, abriendo
nuevas posibilidades para la ciencia y la biotecnologia.

@, Este logro refleja la pasion investigativa del Dr. Vasquez, y también la entrega de nuestra planta
docente, administrativa y estudiantado, quienes con su esfuerzo cotidiano forjan la identidad
cientifica de la UES, asi lo manifesté nuestro rector, M.Sc. Juan Rosa Quintanilla, en una actividad
donde estuvieron presentes los vicerrectores: Dra. Evelyn Farfan y M.Sc. Roger Arias, y el decano de la
Facultad de Medicina, Dr. Sadl Diaz.

iw Con este reconocimiento internacional, consolidamos nuestro prestigio como la universidad de
referencia en El Salvador y como un faro de la investigacion cientifica en la region.
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El Salvador y la UES como referentes mundiales en
descubrimiento de nueva especie de hongo

El Aspergillus uessalvadorensis, una especie de hongo que se descubrio en la Universidad de EI
Salvador (UES), ha sido registrado en bases de datos internacionales como la de MycoBank y el
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El Dr. Antonio Vasquez Hidalgo,
docente de la Universidad de El
Salvador (UES), descubrid una nueva
especie de hongo, bautizada como
Aspergillus uessalvadorensis,

El hallazgo fue validado por la
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Nomenclatura Taxonémica de Hongos
y registrado en MycoBank y GenBank/
NCBI, posicionando a la UES como
referente cientifico mundial.
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Caracterizacion biologica del hongo Aspergillus sp y su impacto
e en la salud
0 Caracterizacion biologica del hongo 3 other_versions_link
Aspergillus sp y suimpacto en la salud
por: Vésquez Hidalgo, Antonio
Publicado: (2022)

Ejemplares similares

Esta investigacion tiene como objetivo caracterizar e identifi car el hongo encontrado en las semillas del érbol
nacascol y su impacto en la salud del medioambiente. El proceso estuvo conformado por tres fases y tuvo como
resultado la identifi cacién de un hongo del género Aspergillus sp, que incide...

L Response of sea fans to infection Descripcion completa

with Aspergillus sp. (Fungi)

por: Smith, G. W, et al. Autor principal: Vésquez Hidalgo, Antonio
Publicado: (1998) Formato: online
2 BIOPROSPECCION ¥ \dioma: spa
CARACTERIZACION DE HONGOS
FILOSFERICOS CON ACTIVIDAD Publicado: Universidad de El Salvador. Editorial Universitaria 2014
BIOLOGICA ANTAGONICA CONTRA
PYRICULARIA ORYZAE EN EL CULTIVO Acceso en linea: https://revistas.ues.edu.sv/index.php/launiversidad/
DE ARROZ. article/view/12
por: Herrera, Rito, et al.
Publicado: (2023)
Descripcion other_versions_title Ejemplares similares Vista Equipo

0 viabilidad de esporas de Aspergillus
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DESCRIPCION TAXONOMICA

Aspergillus salvadorensis sp. nov.
Autor: Dr. Antonio Vasquez Hidalgo, PhD

Instituciéon: Universidad de El Salvador (UES)

Registro.

Registrado la especie nueva Aspergillus uessalvadorensis con los nimeros: Registrado en
MycoBank (MB#860453, MB#860456) y GenBank/NCBI (BioProjects PRJNA1306032,
PRJNA1303219). Universidad de El Salvador a nivel mundial. Fungal Name FN 573057:
Aspergillus salvadorensis Antonio Vasquez Hidalgo (2025-10-17)

Resumen

Se describe una nueva especie del género Aspergillus, denominada Aspergillus salvadorensis
sp. nov., aislada en El Salvador. La especie se distingue por caracteres morfologicos y
moleculares que la separan claramente de sus congéneres cercanos. Las secuencias de
referencia se encuentran registradas en GenBank bajo los BioProjects PRINA1306032 y
PRJNA1303219. Este hallazgo amplia el conocimiento sobre la diversidad fangica de la

region mesoamericana.

Palabras clave

Aspergillus uessalvadorensis, taxonomia, hongo nuevo, El Salvador, GenBank, biodiversidad
fingica.

Descripcion taxonémica
Etimologia

El epiteto especifico salvadorensis hace referencia a El Salvador, pais donde la especie fue
aislada por primera vez.

Diagnostico
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Aspergillus salvadorensis se diferencia de especies cercanas por una combinacion tnica de
caracteres morfoldgicos y moleculares. Filogenéticamente, forma un linaje monofilético bien
sustentado dentro del género Aspergillus, separado de especies afines en los analisis
multilocus (ITS, benA, CaM, rpb2). Morfologicamente, presenta caracteristicas distintivas
en la coloracion de las colonias, la morfologia de los conidioforos y la ornamentacion de los
conidios. Su morfologia, habitat , composicion suelo, origen ancentral desde la colonia
nacascol usado en alfareria y cueros, hacen de esta especie tinica en El Salvador.

Del arbol llamado NACASCOL cuyo nombre cientifico es Caeselpinia coriaria,
de la familia Caesalpnieaceae, del género Caesalpinia, una planta leguminosa con un tallo
de 3 a 11 metros de altura, con hojas en pares pinnas de 5 a 10 cm de largo, cada una con
mas de 10 foliolos de 4 a 8 mm de largo y 2 mm de ancho, Las semillas son de
aproximadamente 3 a 4 cm de largo, dpice redondeado, semillas marrones de aspecto negro,
de las cuales crece un hongo cuyo parecido es con un posible Aspergillus sp. El arbol
Caeselpinia coriaria contiene taninos, triterpenos, glucdsidos y flavonoides. El hongo se
reproduce exclusivamente en las semillas del arbol de Nacascol, a partir de las cuales se
prepara para la extraccion y prepara-cion del tinte y luego se cultiva in vitro para la
produccion del tinte por artesanos salvadorefios. [51]. El hongo que se encuentra en las
semillas se describe de la siguiente manera: Esterigmas. La cabeza de los conidios es negra,
conidioforo liso de 1 a 4 um de largo con conidios moderados o esporas internas de 1 a 3
micras, de color marrén a negro. Es un hongo filamentoso hialino, saprofito, perteneciente
al filo Ascomycota. Caracteristicas macroscopicas: Cuando se cultivan en medio especial de
Saboraud, producen una coloracion negra con produccion de pigmento en la trompa en la
region posterior de las trompas en 7 dias. En el cultivo de agar Saboraud en placa y tubo: la
colonia su micelio es blanco con aspecto columnar y luego se vuelve negro. La textura de las
colonias, parecen algoddn o terciopelo, no hay esclerotes. El reverso de la colonia es negro
o negro pigmentado dependiendo del agente oxidante, baja altura del micelio, apariencia
de la colonia es negra polvorienta. Es un hongo filamentoso. Caracteristicas microscopicas:
El conididforo de Aspergillus tiene tres partes distintas: una vesicula globosa terminal con
un fidlido uniseriado sin metal, un estipite tubular y la célula del pie que une el conidiéforo
con el micelio. Los conididforos son de pa-redes lisas y rugosas y se agrupan para formar
una masa compacta, hialina o pigmentada y miden de 3 a 5 um de largo y de 15 a 20 um de
didmetro. En su interior se observan cientos de esporas o conidios. La espora es esférica e
irregular, aseptada, ameroporosa, coloreada y oscura del tipo feospora columnar. La
vesicula es globo-sa con 52-66 pm de didmetro con una longitud de estipi-te de 100-300 pm,
un ancho de estipite de 2-2 um, ornamentacion irregular y produce filalides a su alrededor.
Los fildlidos son monoseriados, las ramas primarias miden 30 um de largo, cortas y 8 micras
de largo, de las que brotan los conidios, que son globosos y rugosos de 4 a 5 pm de didmetro,
de color marrén o marrén a negro. El didmetro de la colonia es de 9-10 um, los conidios son
columnares y tienen una longitud de 3-5 um y un ancho de 1,96-2 um. Cabezas de conidios
lisos con una pared redonda e irregular, dispuestas en una columna; estipites lisos,
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pronunciados, de paredes delgadas, de color marrén a negro; no se observa columela; hay
abundantes conidios que se desprenden de la cabe-za; Tiene una fila de filalidas. El
esporangio es una estructura peridial globosa simple, el esterigma es negro. Los conidios
marrones maduros son esféricos con abundantes proyecciones espinosas en toda la
periferia; y los centrales son pocos, formando espiculas en naimero mayor que diez. Los
conidios tienen un aspecto esférico en forma de mazo con espiculas, de los extremos
emergen largos filamentos dispuestos en forma de cadenas lineales que salen de las
protuberancias. Toda la estructura forma una cdscara solida. Las esporas asexuales
inmaduras son esféricas, de paredes delgadas, incoloras, de gran tamafio, que luego se
rellenan para formar masas marrones internas. El conidiéforo es largo, liso, uniseriado, con
abundantes esporas. En general, la espora es alargada e irregular, aseptada, ameroporous,
coloreadas, and negras del tipo feospora, grande, con un didmetro de 1 a 3 um; Las hifas no
son septadas con micelio continuo. La cabeza no es radiada, es columnar, es uniserial, de la
que se desprenden los conidios, crece a temperatura ambiente de 37°C. Los conidios /
esporas asexuales inmaduros son irregulares con una pared delgada e incolora de gran
tamano, que luego se rellenan formando masas internas marrones, la apariencia de la
colonia es de color negro polvoriento. El micelio es corto o aplanado y delgado y negro a
medida que env-jece. Esta especie de Aspergillus encontrada, se sugiere que dada su
caracterizacion morfologica es otra encontrada en El Salvador deducida por la clasificacion
taxondmica internacional. Al comparar tanto el niger como la especie descubierta, la
vesicula de la especie niger estd irradiada con conidios redondos y la otra descubierta tiene
la forma de un mazo alargado sin irradiacion. A 100x se puede observar que los conidios del
niger son redondos con paredes gruesas y un centro liso biseriado, con métula y radiado
[46]. El de la nueva especie tiene espiculas que salen de la armadura. Se pueden observar
ambos conidios, en los que se destaca que los conidios de la nueva especie no estan tefiidos
con lactofenol azul algodon y los de niger si [51]. Aspergillus tiene reproduccion asexual
porque tiene formacion de conidios, al principio el micelio es blanco y luego después de
semanas a temperatura ambiente cambia a negro, con aumento progresivo de la
esporulacion marrdn. Estos crecen en los extremos de los fildlidos. Debido a la presencia de
pigmentos, se ve de color negro. El hongo del género Aspergillus spp tiene la particularidad
de ser productores de micotoxinas. Las micotoxinas son metabolitos secundarios
producidos y secretados por el hongo durante el proceso de degradacion de la materia
organica, como mecanismo de defensa frente a otros microorganismos. [43-14]. Las hifas
contintian su camino en un codinido6foro que en su extremo terminal termina en una cabeza
conidial globosa de la que emergen los fialides y las esporas o conidios se desprenden para
volver a su ciclo. Cada hifa, en su extremo, forma cabezas conidiales globosas que pueden
producir mas de 500.000 conidios. [31]. Estos conidios a 100x tienen una apariencia aspera
como pectorales, pared gruesa con espiculas marrones que se proyectan hacia afuera,
rellenas y enteras que no estan coloreadas con lactofenol azul algodon. Desde la base de las
hifas, cada conidio es empujado hacia el interior del conidiéforo hasta el final hasta llegar a
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la vesicula donde se acumula, ejerciendo un efecto mecanico de presion hacia el exterior
desde donde emerge de los fialides hacia el exterior, esto es constante una y otra vez. Las
hifas son estructuras cilindricas filamentosas que forman el cuerpo de los hongos
multicelulares. Estan formados por una fila de células alargadas envueltas por una pared
celular quitinosa. Las células que lo componen pueden o no estar separadas entre si por una
pared celular transversal llamada septos. Estos conidios se consideran infecciosos y
constituyen el punto de partida para el desarrollo del micelio del hongo

Material examinado (Holotipo)

Holotipo: Aislamiento procedente de semillas nacascol de la zona norte de Morazan El
Salvador, recolectadas en febrero del afio 2006, Depositado en la coleccién de cultivos de la
Universidad de El Salvador (UES) como cepa tipo. Secuencias de referencia depositadas en
GenBank bajo los BioProjects PRINA1306032 y PRINA1303219.

Habitat y distribucion

Aislado de materia vegetal en semillas y suelo. El Salvador. Hasta el momento, solo se ha
reportado en esta region.

Notas taxonomicas

Aspergillus salvadorensis pertenece a la seccion nigri del género Aspergillus, donde forma un
clado monofilético distinto y bien soportado. Las diferencias consistentes en las secuencias
ITS, B-tubulina, calmodulina y rpb2 respaldan su reconocimiento como especie
independiente. La combinacion de evidencia molecular, filogenética y morfoldgica justifica
su designacion como especie nueva. Ademds de que es productor de colorante negro
proveniente del hongo.

Referencias

MACROGEN. INC. (2024). Estudio secuenciacion DNA.

Samson, R.A., Visagie, C.M., Houbraken, J., et al. (2014). Phylogeny, identification and
nomenclature of the genus Aspergillus. Studies in Mycology, 78, 141-173.

Visagie, C.M., Houbraken, J., Frisvad, J.C., et al. (2014). Identification and nomenclature of
the genus Aspergillus. Studies in Mycology, 78, 141-173.

Houbraken, J., Kocsubé, S., Visagie, C.M., et al. (2020). Classification of Aspergillus,
Penicillium, Talaromyces and related genera (Eurotiales). Studies in Mycology, 95, 5-169.
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Ficha taxonémica: Aspergillus salvadorensis

Nombre del taxon
Aspergillus salvadorensis AVH

Autoridad
Antonio Vasquez Hidalgo (AVH)

Publicacion efectiva
Plant & Fungal Research 13 (1): 16 (2024)

MycoBank N2

MB#860453 (nombre)
MB#860456 (descripcidn/ilustracidn)

Estatus del nombre

Legitimamente publicado y aceptado

Diagnosis

Fungus belonging to the genus Aspergillus, section [indicar seccién], distinguished by [rasgos
morfoldgicos claves: color de la colonia, tamafio de conidiéforos, vesiculas, conidios,
ornamentacion].

Ejemplo de diagnosis corta en inglés o latin: Differs from other species in section by producing
conidia...

Material tipo

- Holotipo: [e]. cepa AVH001 depositada en la coleccion XXXX]
- Isotipo: [si existe]
- Cepas de referencia: [e]. depositadas en CBS, ATCC, etc.]

Origen y ecologia
- Lugar de aislamiento: [ej. suelo, aire, planta, animal, hospital, coordenadas].

- Pais: El Salvador.
- Habitat: [ej. hospital environment / soil sample / clinical isolate].

Secuencias depositadas

- ITS rDNA: GenBank: XXXXX
- B-tubulin (BenA): GenBank: XXXXX
- Calmodulin (CaM): GenBank: XXXXX
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Etimologia

El epiteto salvadorensis hace referencia a la Universidad de El Salvador (UES), institucidon donde se
realizé el estudio y el aislamiento de la especie.

llustraciones

- Fotografia de colonias (frente/reverso en medios CYA, MEA, YES).
- Micrografias de conididforos, vesiculas y conidios.

Referencia principal

Véasquez Hidalgo, A. (2024). Aspergillus uesalvadorensis, a new species from El Salvador. Plant &
Fungal Research 13 (1): 16.

Ficha taxonomica Fungal Names Aspergillus salvadorensis

El nombre Aspergillus salvadorensis parece ser el de una nueva especie o subespecie de
hongo del género Aspergillus, descubierta y caracterizada en la Universidad de El
Salvador (UES).

Dada la naturaleza reciente de su descubrimiento y caracterizacion, la informacion puede
estar mas detallada en publicaciones cientificas locales o repositorios institucionales de la
UES que en bases de datos taxondmicas internacionales consolidadas bajo ese nombre
exacto. Algunos documentos la mencionan también como Aspergillus niger subspecies
salvadorensis o Aspergillus uessalvadorensis.

A continuacion, se presenta la ficha taxonémica (clasificacion cientifica) del género,
seguida de los detalles especificos de la supuesta especie o subespecie, segun las
publicaciones encontradas:

Ficha Taxonomica del Género Aspergillus

Nivel Taxondmico Clasificacion

Dominio Eukaryota

Reino Fungi

Filo (Division) Ascomycota

Clase Eurotiomycetes

Orden Eurotiales

Familia Aspergillaceae

Género Aspergillus Micheli, 1729

Especie/Subespecie Aspergillus salvadorensis sp. nov. (o similar)
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Caracteristicas de Aspergillus salvadorensis | Aspergillus
niger subspecies salvadorensis

Los hallazgos de investigacion (principalmente de la UES) sugieren que se trata de una
especie o subespecie con las siguientes caracteristicas morfoldgicas y moleculares que la
diferencian de otros Aspergillus, especialmente de 4. niger:

e Nombre Propuesto (Variante): Aspergillus salvadorensis sp. nov. o Aspergillus
niger subspecies salvadorensis o Aspergillus uessalvadorensis.

e Aislamiento: Originalmente aislada de semillas de Nacascol (Caesalpinia coriaria)
en El Salvador.

o Filo: Ascomycota (Hongo filamentoso hialino, saproéfito).

e Morfologia Macroscopica:

o Crecimiento en medio Saboraud produce una coloracién negra con
produccion de pigmento.

o Inicialmente el micelio es blanco, cambiando a negro después de semanas a
temperatura ambiente con esporulaciéon marrén progresiva.

e Morfologia Microscdpica:

o Conididéforo: Largo, liso/rugoso. A diferencia de otras especies, en un
estudio se menciona que no es liso y que no tiene septos (en contraste con 4.
niger).

o Cabeza Conidial: Se describe como columnar, no radiada y uniseriada
(con una sola hilera de fialides).

o Esporas/Conidios: Esféricas e irregulares, aseptadas, ameroporas,
pigmentadas (marron a negro), tipo feospora columnar. Tienen proyecciones
en forma de picos triangulares/espiculas cuando maduras.

o Vesicula: Globosa.

e Temperatura de Crecimiento: Crece bien a temperatura ambiente (20-25 °C) y
hasta 37 °C.

En resumen, A. salvadorensis es una entidad taxonémica propuesta recientemente dentro
del género Aspergillus, destacando por sus caracteristicas morfoldgicas especificas (como
la cabeza conidial columnar y los conidios estrellados con espiculas) y sus diferencias con

especies cercanas como A. niger.

(Le gustaria que busque mas detalles sobre la publicacion cientifica que describe a
Aspergillus salvadorensis?

Fungal Name FN 573057:

Aspergillus salvadorensis Antonio Vasquez Hidalgo (2025-10-17) ficha taxonomica

Fungal Names .

346



Ficha Taxonomica de Aspergillus salvadorensis

El nombre Aspergillus salvadorensis (o Aspergillus uessalvadorensis) corresponde a una
nueva especie de hongo descubierta y caracterizada por el Dr. Antonio Vasquez Hidalgo
de la Universidad de El Salvador (UES). La ficha se basa en la descripcion formal y el
registro en bases de datos internacionales como MycoBank y GenBank, segtn la
informacion mas reciente de la publicacion.

El codigo FN 573057 y la fecha 2025-10-17 corresponden al registro formal del nombre
del hongo en una base de datos taxondmica (Fungal Name), que consolida el hallazgo.

Nivel Taxondémico Clasificacion

Dominio Eukaryota (Eucariotas)
Reino Fungi (Hongos)
Filo (Division) Ascomycota
Clase Eurotiomycetes
Orden Eurotiales
Familia Aspergillaceae
Género Aspergillus P. Micheli, 1729
. Aspergillus salvadorensis sp. nov. (Antonio Vasquez Hidalgo, 2025-
Especie 10-17)
Nombres Aspergillus uessalvadorensis, Aspergillus niger subsp. salvadorensis
Alternativos (Nombres anteriores o variantes de estudio)
Numeros de MycoBank: MB#860453, MB#860456 / GenBank (BioProjects):
Acceso PRINA1306032, PRINA1303219

Localidad Tipo Semillas de Nacascol (Caesalpinia coriaria) en El Salvador.

Caracteristicas Clave (Morfologia y Biologia)

La especie fue reconocida como diferente de sus congéneres, como 4. niger, basandose en
caracteres morfoldgicos y anélisis de secuenciacion de ADN.

o Aislamiento y Habitat: Aislado de las semillas de Nacascol (Caesalpinia
coriaria), un arbol nativo de El Salvador.

« Capacidad Unica: Es el tnico hongo del género Aspergillus conocido que, al
interactuar con el tanino de la semilla de Nacascol, produce un pigmento negro
natural utilizado tradicionalmente para teiiir barro, cuero y textiles.

e Morfologia Macroscopica:

o Crecimiento en agar Saboraud: Colonias de micelio blanco que se vuelven
negras con el tiempo. Reverso de la placa pigmentado de negro.

e Morfologia Microscopica:

o Conidioforo: Largo, liso/rugoso.
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o Cabezas Conidiales: Negras, uniseriadas (una hilera de fialides).

o Conidios (Esporas): Esféricas a irregulares, aseptadas, de color café a
negro, con un tamafio de 1 a 3 micras. Una caracteristica distintiva son los
conidios maduros de aspecto esférico estrellado con espiculas
(proyecciones en forma de picos triangulares) en toda la periferia.

e Relevancia: Ademas de su uso potencial en biotecnologia (produccion de
colorantes).

Significado de los Numeros de Registro

Los numeros de acceso, como los de MycoBank y GenBank, cumplen funciones esenciales
en la taxonomia fungica y la biologia molecular.

1. MycoBank (MB#)

o MB#860453 y MB#860456 son los nimeros de registro formal en MycoBank.
e Funcién: MycoBank es una base de datos publica que registra los nombres de
hongos y sus descripciones originales.

o Registrar el nombre aqui asegura que es valido segun las reglas de
nomenclatura botanica (Codigo Internacional de Nomenclatura para algas,
hongos y plantas).

o Confirma la fecha de publicacion y quién es el autor del nombre (en este
caso, Antonio Vasquez Hidalgo).

o Importancia: Actia como una "partida de nacimiento' oficial para el nombre
Aspergillus salvadorensis, previniendo duplicidades y asegurando que la comunidad
cientifica reconozca el nombre formal.

2. GenBank (PRJNA / Numeros de Secuencia)

o PRJNA1306032 y PRINA1303219 son niimeros de acceso a BioProjects
(proyectos de datos biologicos) dentro del NCBI (Centro Nacional para la
Informacién Biotecnoldgica), que administra GenBank.

o Funcién: GenBank es una base de datos genética que almacena las secuencias de
ADN de los organismos.

o Parala descripcion de un hongo nuevo, el investigador debe depositar las
secuencias de genes clave (como el ITS y B-tubulina) que fueron usadas
para identificar y diferenciar a A. salvadorensis de otras especies de
Aspergillus.

o Importancia: Proporcionan la evidencia molecular de que A. salvadorensis es
genéticamente distinto. Permite a cualquier otro investigador en el mundo descargar
la secuencia y verificar o comparar sus propios aislamientos de hongos con esta
nueva especie.

En resumen: MycoBank valida el nombre formal segin la nomenclatura, y GenBank
valida la identidad molecular a través de su codigo genético (ADN)
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3. Fungal Names. El codigo FN 573057 y la fecha 2025-10-17 corresponden al registro
formal del nombre del hongo en una base de datos taxonomica (Fungal Name), que
consolida el hallazgo.

Segun los articulos de ley del Cédigo Internacional de Nomenclatura para algas, hongos
y plantas (CIN) para la publicacion valida de ciertos tipos de nombres cientificos a partir
de una fecha especifica como validamente publicado: s¢ cumplieron los siguientes
requisitos: Publicacion Efectiva (Articulo 30): Se publico en IKR Journal of Agriculture
and Biosciences ISSN: 3107-5509 (Online ) DOI:10.5281/zenodo.17565141 revista
cientifica open access. Forma Correcta (Articulo 23.1): El nombre de la especie es un
binomio (dos partes, como Género especie) se denomina Aspergillus salvadorensis y debe
ser tratado como latin, siguiendo las reglas gramaticales y ortograficas para su escritura.
Descripcion o Diagnosis (Articulo 38 y 39): El nombre tiene una descripcion de las
caracteristicas de la especie y una diagnosis. Esta diagnosis es una breve declaracion que
resalta las caracteristicas clave que diferencian a la nueva especie de sus parientes mas
cercanos, la descripcion o diagnosis estd en inglés, como son su morfologia macro y
microscopica ampliamente desarrollada, fotos de microfotografias electronicas,
caracterizacion genotipica realizada en MACROGEN INC Korea del Sur y depositada en
GenBank con el numero ID: PRINA1306032, el hongo es productor de colorante, su habitat
y origen es colonial, crece a temperaturas de 37 +/- 2, resistente a temperaturas extremas,
crece en zonas especificas, Registered species Aspergillus salvadorensis with the numbers:
Registered in GenBank/NCBI (BioProjects PRINA1306032, PRINA1303219) and as
Aspergillus salvadorensis A. Vasquez Hidalgo, sp. nov. MycoBanknov: 849321.
Etymology: Named after EIl Salvador, the country where the species was isolated.
Diagnosis: Differs from Aspergillus neoniger by producing smaller, rough-walled conidia
(3.54.0 um in diameter vs. 4.5-5.5 um), slower growth on Agar Saboraud at 37 °C, and
absence of sclerotia. Designacion de un Tipo (Articulo 40): El holotipo esta depositada en
el departamento de microbiologia de la Facultad de Medicina con el numero UES-001
seccion micologia. K1 Caso Especifico del Articulo 41.5 (Nombres Basados en Otros
Nombres) completa, precisa y directa al basionimo (el nombre original) o al sinébnimo
reemplazado. Se incluyo el autor del nombre original, la revista o libro donde fue publicado
originalmente, y la pagina o lamina exacta.
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