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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
identificacion 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

! validation Fungal Name FN 573057:

GenBank ID PRJNA1306032

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.
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Introduccion

En nuestro medio no es comin 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 tincién
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 maultiples, coalescentes,
pigmentadas, de didmetro pequefio, y de color
negro. Al ser cultivadas en medio especial
generan una coloraciéon negra con produccién
de pigmento en la region posterior del tubo
antes de las 24 horas al agregar al medio agar
saboroud més 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. Segun
el andlisis fitoquimico preliminar del &rbol de
Caeselpinia  coriaria, contiene taninos,
triterpenos,  glicosidos y  flavonoides.
Justificacion. Se realizd inicialmente un
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para determinar qué tipo de especies
circulan en nuestro pais. La
investigacion comenz6 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
0,9,¢,ds,segADN en su analisis molecular del
género Aspergillus para determinar el tipo de
especie autdctona 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 segln la filogenia puede ser
producto de una mutacidn, deleccion en sitios
conservados positivo, alineacién 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
A. uesalvadorensis.

Disefio metodoldgico.

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 realizé purificacion y seleccion
de las semillas de acuerdo a su apariencia y
color. A continuacion, los indculos se
inocularon en placas y tubos de ensayo en
medio de cultivo Sabouraud. EIl crecimiento
se observd 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 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 utiliz6 para realizar los in6culos en
el medio de cultivo Sabouraud en tubo vy
placa, el hongo se sembré 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 Gtil utilizar
un mezclador o agitar manualmente. El
recuento de esporas se realiz6 con una camara
Neubauer para una concentracion adecuada se
requiera. (1). Se hizo un Micro cultivo
preparando en una cdmara himeda 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 incubacién, 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. @ 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 andlisis 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 rasp6 y el material se retiré y
se depositd en medios de cultivo ASD (agar



dextrosa  Sabouraud) para  su
aislamiento y diferenciacién. 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 repitid 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
dej6 a temperatura ambiente a 25 °C durante 3
semanas hasta su posterior analisis.
Caracterizacion morfoldgica de muestras
flngicas. Se realizé en cultivos en Saboraud y
se incub6 a 37°C durante 72 horas en tubos
aerobicos y luego a temperatura ambiente x 7
dias. Con simple observacion microscopica
sobre lactofenol azul de algoddn a 10 x, 40 x
y 100x, y luego sellado con un cubreobjetos.
La visualizacion de las estructuras se realizd
bajo un microscopio Optico. Se utiliz6 la
afiliacion taxonémica 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 consistié 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, analisis e identificacion de
g.9,c,ds,segDNA. Se utiliz6 el método de
secuenciacion de Sanger mediante el método
de terminacion de la cadena enzimatica 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 pequefios fragmentos de
acido desoxirribonucleico (ADN) que han

sido previamente amplificados, 0
secuenciando todo el ADN previamente
fragmentado al azar del hongo. La
secuenciacion a través de Illumina se

caracteriza basicamente por la ejecucion de
los siguientes procesos: a. La amplificacion de
fragmentos de ADN para la generacién 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
capacidad. ® 6. Extraccion de ADNg. Los
genes de ADNg son actualmente una de las
formas maés estudiadas en el genoma flngico,
principalmente para la detecciébn 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 fangica 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 extrafio, sin
degradar el acido 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 fragmentdé y cuantifico
degradandolo. ElI método de control de



o calidad del ADN en MACROGEN
Q. fue: 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 la cuantificacion basada en
fluorescencia. utilizando 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
género Aspergillus spp en su evolucion
gendmica han sido variables en su tamafio, en
el que tienen un rango promedio de tamafio de
genoma de 27 a 39 Mb 0 mas y un namero
promedio de genes entre 9000 a 14000 genes.
El que tiene el tamafio méas grande es A. sojae
39.5 MB vy el que tiene el mayor nimero 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 0 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. 2024)  Parg |a 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 morfoldgica 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 Microscopicas: 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
nimero 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 sélida 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
conidiéforo 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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Sead nacascol

=

100x A.salvadorensis

Sabouraud Agar culture

Photo 1. Seed & culture Agar
Aspergiilus salvadorensis

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 produccién de
melanina. La diapositiva describe las
caracteristicas macroscépicas 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
iméagenes de las placas de Petri y el cultivo en
tubo también confirman esta coloracion
oscura. En micologia, esta transicion a un
color negro o marrbn 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
experimentales.

Szbouraud Agar culturs reverse

tubs Agarraverse

Laboratory Microbiology UES

La extraccion del colorante negro, generalmente
melanina, producido por el hongo Aspergillus
en condiciones de laboratorio es un
procedimiento metddico 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 nitrégeno (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 produccién 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 Recoleccién y Preparacién 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
fangica 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

colorante en condicionesbaja temperatura (40-50oC) en un horno para

facilitar la etapa de extraccion.La Extraccion de
la Melanina es el paso crucial debido a la



insolubilidad del pigmento. EI 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 60-80-C) 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 &cido como &cido 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 &cido 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
someterse a una Purificacién 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 fungicos, 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 genémica (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 segin el flujo de trabajo de
preparacion 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
estandares de control de calidad proceden a la
construccion 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 preparaciéon de la
biblioteca.Construccion final de la biblioteca.
A continuacion, los fragmentos ligados al
adaptador se amplifican por PCR con una
solucidn 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
amplificacién de puentes. La biblioteca se
carga en una celda de flujo donde los
fragmentos se capturan en un césped de
oligonucleétidos 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
dNTP 4 reversibles wunidos 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 precisiébn que
practicamente elimina los errores especificos
del contexto de secuencia, incluso dentro de
regiones de  secuencia  repetitiva Yy
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
guimica de dos canales utiliza dos tintes
fluorescentes diferentes, y la quimica de un
canal usa solo un colorante. Las imégenes son
procesadas por un software de andlisis de
imagenes para determinar la identidad de los
nucleotidos. Generacion de datos brutos. El
secuenciador Illumina genera imagenes en
bruto utilizando el software de control de
secuenciacion para el control del sistema y la
Illamada base, a través de un software de
analisis primario integrado Illamado 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
Illumina. Los adaptadores no se recortan lejos
de las lecturas.

Metabolitos en secuenciacion identificados.

ADP ADP
Rib” Rib
b L
XN Reduction
=1 4
Z
Oxidation
H NH, H H NH,
NAD' +H' +2¢~ =——> NADH

shutterstock.com - 2418163253
Fig 1. Molécula de NADH.
Fuente: Tomado de Shutterstock con el ID
2418163253.free 2025

El Complejo 1, también Illamado NADH
deshidrogenasa, es el complejo enzimatico
mas 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 mononucledtido), 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. Produccién 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 vy los radicales
libres © Ademas, en hongos patégenos, 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. Ademéas de los pigmentos
oscuros, varias especies de Aspergillus
producen antraquinonas, las cuales poseen
propiedades  biolégicas como  efectos
antimicrobianos y antioxidantes. Usos y
contribucion  indirecta de la NADH
deshidrogenasa. Los pigmentos flngicos
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 |, tiene dos
funciones principales: Produccion de energia
(ATP): Su funcion principal es generar la
energia necesaria para todos los procesos
metabolicos 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 produccion de melanina puede
ser una respuesta complementaria a este
mecanismo  de  proteccion.  Regulacion
genética de la produccién 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 metabolicas
especificas.  Sintesis y Regulacion de
Pigmentos en Aspergillus. ©%19 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
metabdlicos: Factores Genéticos. Genes de la
via de la DHN-melanina: En algunas especies
de Aspergillus, los genes para la produccion
de melanina DHN estdn 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 metabdlico
secundario que se activa bajo condiciones
especificas, principalmente cuando los
nutrientes principales se agotan.
Disponibilidad de sustratos: La abundancia de
los precursores metabdlicos (acetil-CoA vy
malonil-CoA) influye directamente en Ila
cantidad de pigmento que se produce. *112)
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,

actla como una 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
producciéon de  pigmentos  esta
estrechamente relacionada con la
conidiacién (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 metabdlicos
en los hongos, redirigiendo su energia del
crecimiento  hacia la  produccion  de
metabolitos secundarios, como los pigmentos.
Este mecanismo de supervivencia prepara al
organismo para la dispersion. @ Uso de la
Secuenciacion Genética para el Analisis
Metabdlico. La secuenciacion de ADN (como
la proporcionada por MACROGEN) es una
herramienta poderosa para predecir las rutas
metabdlicas 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 metabdlicas 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 secuenciacion 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 Util para estudiar la expresién de genes.
Permite identificar cuales genes estan activos
bajo ciertas condiciones, como la escasez de
nutrientes o la exposicion a factores
ambientales que estimulan la produccién 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 analisis 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 formacién
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 esta
vinculada a la produccién de ciertos
pigmentos. En muchos hongos, la laccasa
juega un papel importante en la formacién de
pigmentos oscuros. La identificacion de genes
gue codifican para laccasas a partir de la
secuenciacion seria un buen indicativo de la
produccién de pigmentos como la melanina.
(18 En nuestro caso no se estudiaron. La via de
deshidrogenasa juega un papel crucial en
muchos procesos metabélicos 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 eliminacién de 4&tomos de hidrégeno)
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
produccién 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 produccién de NADH o



NADPH, ®819 que son esenciales para
las reacciones redox que transforman
precursores en metabolitos finales.
Aungue no es  directamente
responsable de la coloracion (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 metabdlicas que conducen a la sintesis
de pigmentos, aunque no sean los
responsables directos de la pigmentacion.
(20212223.24) Del analisis 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 1. Enzimas reduccion de NADPH y
la oxidacion de NADH

NADPH-ferrihemoprotein reduictase

NADH-quinane oxidoreductase subunit A [EC:1.6.5.3]

NADH-quinone oxidoreductase subunit B [EC:1.6.5.3]

los procesos metabdlicos 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.Implicacién
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-reduccién de
compuestos intermediarios necesarios para la
biosintesis de pigmentos. Implicacién en la
Produccién 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

NADH-quinane oxidoreductase subunit C[EC:1.6.5.3]

NADH-quinone 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-ferrinemoprotein reductase y la
NADH-quinone oxidoreductase (con sus
subunidades), en la produccion de pigmentos
en hongos como Aspergillus salvadorensis.
Resumen del Papel Enzimético en la
Pigmentacion. Las enzimas mencionadas no
sintetizan pigmentos directamente, sino que
actian como facilitadoras esenciales al
participar en el metabolismo redox
(reacciones de oxidacion-reduccion) de la
célula.1. NADPH-ferrihemoprotein reductase.
Funcién Principal: Cataliza la reduccion de
ferrihemoproteinas  utilizando ~ NADPH.
Implicacion en Pigmentacion: Contribuye a

cruciales en la formacion 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 Il. Enzimas reduccion de NADPH y
la oxidacion de NADH

NADH-quinone oxidoreductase subunit G

NADH-quinone oxidoreductase subunit H

NADH-quinone oxidoreductase subunit |

Urate oxidase, dihydrolipoamide
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dehydrogenase

FMN-dependent NADH-azoreductase

COGO431 Nadp dependent fmn reductase

COGO655 Nad dependent fmn reductase

NADP oxidoreductase, coenzyme f420-
dependent

Fuente: MACROGEN KOREA DEL SUR.
EggNOG , MetaCyc . 2025

En la Tabla Il. Funcién y Significado de la
NADH-Quinona Oxidorreductasa. La enzima
NADH-quinona oxidorreductasa (o0 NADH
deshidrogenasa), clasificada con el nimero
EC:1.6.5.3, es un complejo proteico crucial.
Identificacion del Complejo Enzimaético. El
complejo esta formado por mdltiples
componentes Ilamados subunidades
(identificadas con cddigos K como A, B, C, D
y F). El hecho de que todas las subunidades
compartan el mismo numero EC (EC:1.6.5.3)
confirma que todas forman parte del mismo
complejo que cataliza la misma 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
Produccion de Pigmentos. Aunque la NADH-
guinona oxidorreductasa no es la enzima que
sintetiza  directamente el pigmento,
desempefia un papel crucial e indirecto en la
produccion de pigmentos, @ especialmente
en hongos como el Aspergillus salvadorensis.
Equilibrio Redox. ElI Complejo | es la
principal ~ funcion del hongo, siendo
fundamental para la respiracion celular y la
generacion de energia. Sin él, la célula no
tendria la energia (ATP) ni la estabilidad
quimica (homeostasis redox) necesarias para
llevar a cabo rutas metabdlicas 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 actlan como precursores 0

subproductos de la biosintesis de pigmentos.
Existe una interaccion bioguimica directa:
algunos pigmentos quindnicos 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 A. 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 Funcién
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).
Funcién: 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 produccién 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 acumulacién de
Especies Reactivas de Oxigeno o ROS, como
los radicales libres). ©® Mecanismo: La
acumulacion de ROS actla 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 metabolico
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
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o activa la maquinaria de la melanina,
Qo pero la NDH le proporciona el
combustible para funcionar. (¢7:28.29.30)

Identificacion de molécula del Aspergillus
salvadorensis.

Fig.2.

molécula
DNA de Aspergillus salvadorensis. Al.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 direccién
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 G- 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 y el hongo devora la
semilla como sustrato alimenticio
perfordndola 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 géalico 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 2% 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 pigmentacion de los hongos se
debe a la sintesis de varios tipos de pigmentos
y moléculas cromdforos como carotenoides,
melaninas, flavinas, fenazinas, quinonas entre
otros. ®4- Los pigmentos de melaninas tienen
una funcién principal en la proteccion de las
esporas de los hongos contra los aumentos de
temperatura, la radiacion y la desecacion. 9
Las melaninas estdn presentes en la mayoria
de los hongos, encontrandose en casi todos los
hongos patégenos: ¢® El habitat natural de las

12



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 aromaéticas 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 funcion .Sin
embargo, todos estos pigmentos tienen
propiedades sicoquimicas similares, que

incluyen resistencia a la hidrolisis 4acida,
estructura amorfa y polidispersa, naturaleza
polimérica, carga neta negativa y una
estructura radicalaria estable G- 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. ¢7:3

Conclusiones

Se encontraron 14 enzimas y metabolitos
secundarios en la produccién de pigmentos
negros producidos por el hongo por stress
oxidativo. Entre ellos: NADPH-
ferrilnemoprotein 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 H,NADH-quinone
oxidoreductase subunitl, Urate oxidase,
dihydrolipoamide dehydrogenase,FMN-
dependent, NADH-azoreductase, COGO431
Nadp dependent fmn reductase, COGOG655,
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
Technigues

ORF Open Reading Frame

PCR The polymerase  Chain
Reaction

SMRT Single Molecule, Real-time

SMSR Shotgun Metagenome
Sequencing Report

SBS Sequencing by Synthesis

TGS Third Generation
Sequencing
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