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Resumen

El género Azotobacter es considerado un modelo de interés biotecnoldgico por ser de
metabolismo versatil, facil crecimiento, estdn muy bien estudiadas las condiciones de
crecimiento tanto en cultivo continuo como en lote. De las siete especies que lo conforman
existe registro de que tres de ellas, A. salinestris, A. chroococcum y A. nigricans tienen la
capacidad de sintetizar el biopolimero melanina. En el afio 2019 en el Laboratorio de
Genética Molecular Microbiana del Instituto de Ciencias en Microbiologia de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla se aislaron cepas de Azotobacter que presentaron
produccién de pigmento negro caracteristico en la produccion de melaninas. De acuerdo con
la secuencia del gen 16S rDNA vy la utilizacion de marcadores especificos se identificaron
como A. chroococcum y A. vinelandii; es remarcable que de esta Gltima no se tiene registro
previo de su capacidad para sintetizar melaninas. Dicho biopolimero es de interés por
presentar aplicaciones biotecnoldgicas en diversas areas como en la farmacéutica, agricultura
y nanotecnologia. Hasta el momento se conocen cuatro vias de sintesis de melanina, una de
ellas tiene como precursor la molécula de malonil-CoA y las otras tres vias utilizan como

precursor la tirosina para sintetizar este biopolimero.

El objetivo de esta tesis es estudiar a nivel gendmico las rutas biosintéticas de la
sintesis de melaninas en cepas del género Azotobacter. Se tom6 como punto de referencia a
los genes involucrados en la sintesis de melaninas de diversas especies bacterianas en las que
se habia reportado la sintesis de estos biopolimeros, la cual se tom6 como query. Con esa
query, se permitié identificar algunos genes que posiblemente se encuentren involucrados en
la sintesis de melaninas; a través de comparaciones tipo Blastp teniendo como punto de
partida a los genomas completos de la base de datos de NCBI se obtuvieron nueve genes
posiblemente implicados en la produccion de melaninas en el genoma de Azotobacter: 4-
hidroxifenilpiruvato dioxigenasa, Fosfoenolpiruvato sintasa, Policétido sintasa tipo IlI,
Policétido sintasa tipo I, Homogentisato-1,2-dioxigenasa, Aspartato aromatico tirosina

aminotransferasa, Policétido sintasa dehidratasa, Fenilalanina-4-monoxigenasa y D-tirosil-
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tRNA (Tir) deasilasa que podrian participan en la via de sintesis que toma como precursor al
malonil-CoA y a una de las vias que parten de la tirosina la cuél es conocida como la via del
homogentisato.

Se llevé a cabo la secuenciacion y el anlisis gendmico de dos cepas aisladas en un
trabajo previo de la reserva de Tehuacéan Cuicatlan; se realizo el analisis de las secuencias, el
ensamble y anotacion de estos genomas. A partir de estos resultados, encontrando los nueve
genes propuestos en la via de sintesis de melaninas. Posteriormente se realiz6 un estudio del
pangenoma para saber si los genes se encuentran en el nicleo o en el genoma accesorio del
organismo y con ello se pudo observar que nueve genes Unicamente Policétido sintasa tipo
I11 y Homogentisato-1,2-dioxigenasa se encuentran en el genoma accesorio lo que permite

enfocar los futuros estudios en estos dos genes.



Indice

AGradECIMIBNTOS ......veveeiectie ettt e et e e e e e e s e e aesreesteenesreesraeneas 2
RESUMEIN ...ttt n e nnr e neesnn e ne e 4
3T o1 OO 6
L oo [0 Tod ol To ] USSP 9
I €< T (o T Ao (o] o Tod (=] U 9
1.1. Azotobacter VINelandii ..........ccccceevviieiiiie e 9

1.2.  Azotobacter ChrOOCOCCUM ... ...ccviiiiierie e 11

2. IMEIANING ...ttt esre e sneenreene s 13
2.1, ViaS 0 SINEESIS...ecurerieieieieriese st 14

2.2. Enzimas involucradas en la sintesis de melanina............cccoceeeveieiennnnn 15

2.3. Aplicaciones biotecnolOgiCas...........ccccvveiieiieiieiieic e 17

3. Secuenciacion masiva y bioinformatica .............cccoceveiiiiiece s, 18
3.1.  Secuenciacion “IUmINa” ........ccccocveiiiieiiieeniiee e 18

3.2.  Secuenciacion “Oxford Nanopore™..........ccovevviieiiiniiiieiiei e 20

3.3. Ensamblado gendmicCo ..........cccoveiiiiiiiciece e 22

3.4, ANOtaCiONeS gENOMICAS. .....c.ccveirierieeieireeiteeeesree e sae e ste e e sraesre e 23

3.5. Anélisis de alineamiento y comparacion de genomas ...........c.cccceeveueneen. 23

N Q] (2o =T 1= ) SR 24
Material DIOIOGICO ..o 27
B 111 = Vo3 o] SRS SSR 27
HIPOTESIS ...ttt bbbttt b bbb 29
ODJEIIVOS ...t b e bbbttt bbbt 29



ESPECITICOS ...t 29
ReSUItadOS Y QISCUSTON.......c.ccviiiiieiiiiieiee et 30
1.  Genomas secuenciados de diferentes especies de Azotobacter. ................. 30
2. Alineamiento de secuencias de proteinas (BLAST protein).........c.ccccvevnee. 31
2.1 Andlisis tipo BLAST en especies de la familia Pseudomonadaceae...... 31

2.2 Anadlisis de genomas de especies no relacionadas filogenéticamente con la

familia PSEUdOMONATACEEE .........ccueveiiiiiiiiiiciee e 32
2.3 Proteoma del género Azotobacter ...........ccevvveiicic e 32

3. Contexto gendmicCo Y SINtENIA.........ccceerveiieeireiiecie e 33

4. ENSaY0S fENOLIPICOS ...ccvveeiciiciieeiiecie st 33

5. EXracCion de ADN ... ..ot 34

6.  SecuenciaCion del gENOMA.........cuieirirerieiee e 35

7. Andlisis de calidad de la SECUENCIACION ..........ccvoveiiiiiiceccee, 36
7.1 SAT (LECTUIAS COMAS) ..ecuveuvereiiiitisiesiesieeie ettt sttt 36

7.2 . SAT (LeCtUras largas) ......cooceeerererinieieiesie et 43

8.3, SVt 44

8. Ensamblado del genoma ..........cccooiiiiiiiiiieiee s 44
8.1 Average Nucleotide Identity (ANI) Calculator............cccoceveviiiiiinnnnne. 45

9. Anotacion del geNOMA .........cccvcvviiiiiiicie e 46
10. Blast de Proteinas.........cccciveiiiiiiiieie et 47
0 S o 0T =T ] - PP 47
CONCIUSIONES......ceiitiei bbb 54
PEISPECLIVAS ....viiiieciee ettt ettt et et e e e re e nrre s 55



Anexo 2. Protocolo Kit Wizard Genetic DNA Purification de Promega para

extraccion de ADN en bacterias Gram NEQAtiVas. ..........ccccvueveeriereerieeieesieesieseesee e 57
Anexo 3. Contexto genomico Y SINENIA.......ccvevereereeiieiiere e 59
BIDIIOGrafia.......veiieeii e 73



Introduccion

1. Género Azotobacter

El género Azotobacter pertenece a la familia Pseudomonadacea que
filogenéticamente esta relacionado con el género de las Pseudomonas y ambas se incluyen
en el dominio de las y-proteobacterias. Este género se encuentra distribuido en diversos
entornos ambientales como suelo, agua, rizosfera de las plantas y en superficies de hojarasca
(Mazinani & Asgharzadeh, 2014).

Se conoce que el género Azotobacter esta conformado por siete especies llamadas, A.
chroococcum, A. vinelandii, A. beijerinckii, A. paspali, A. armeniacus, A. nigricans y A.
salinestris, algunas de las cuales han sido ampliamente documentadas por su capacidad de
produccion de exopolisacaridos (EPS) de interés biotecnoldgico, fijacion de nitrégeno
atmosférico y la promocion general del crecimiento de plantas (PGPR) (Kennedy et al.,
2005). Son organismos de facil crecimiento y muestran un metabolismo versatil, se conocen
las condiciones de crecimiento en cultivo y en lote. Este es un género ampliamente utilizado
para el estudio de procesos bioquimicos fundamentales, por ejemplo, transcripcion,
transporte de electrones y almacenamiento de hierro. Los estudios en A. vinelandii y A.
chroococcum han sido fundamentales para poder entender la fisiologia, bioguimica y

genética de la fijacion de nitrégeno y el metabolismo de H2 (Dev Jnawali et al., 2015).
1.1.Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es una bacteria gram negativa, y-proteobacteria, aerobia. A
nivel microscopico presenta un estado pleomorfico que varia desde formas bacilares hasta
cocoides y se pueden observar ya sea individuales, en pares o formando agregados irregulares
con un didmetro aproximado de 1.6-2.5 x 3-5 um. En cultivo, A. vinelandii crece formando

colonias generalmente opacas, lisas, poco convexas y mucoides (Kennedy et al., 2005).

A. vinelandii fue aislada por primera vez de suelo de Vineland, Nueva Jersey (Noar

& Bruno Barcena, 2018). Como parte de la coleccion bacteriana de la Universidad de
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Wisconsin-Madison, se encuentra la cepa A. vinelandii O que posee un fenotipo viscoso color
blanco. Brush y colaboradores en 1959 asignaron el nombre de A. vinelandii OP a una cepa
aislada de Azotobacter spp. que presentaba fenotipo fluorescente no mucoide, esta cepa
también es llamada UW y CA. Existe ademas la cepa A. vinelandii DJ la cual es una variante
transformante de la cepa UW generada en 1984 a través de multiples rondas de
transformaciones utilizando ADN cromosémico de cepas con resistencia antibidtica. Su
genoma fue secuenciado por Setubal y colaboradores en 2009 y se encuentra disponible en
American Type Culture Collection (ATCC) con el numero de referencia ATCC BAA-1303.

Existe una gran cantidad de ADN contenido en las células de A. vinelandii, el cual en
comparacion con la cantidad de ADN presente en E. coli es cuarenta veces mayor. Su genoma
es de 5.36 Mb y es catalogada como una bacteria poliploide por la presencia de multiples

cromosomas, posiblemente alrededor de ochenta copias (Bergey et al., 2001).

A lo largo del tiempo ha sido estudiada como un modelo diazotrofico por su capacidad
de fijacion de nitrogeno bajo condiciones de aerobiosis al tiempo que protege su complejo
de nitrogenasa del dafio oxidativo presentando tres versiones de nitrogenasa con variacion en
el &tomo que contienen en el sitio del heterometal, una de ellas contiene un 4tomo de
molibdeno (Mo), otra vanadio (V) y una tercera hierro (Fe), todas ellas reducen el nitrégeno
(N2) a amoniaco (NHs). Estas enzimas tienen la facilidad de sustitucion para permitir el

crecimiento cuando uno y otro metal esencial se ausenta o bajo diferentes temperaturas.

Otra capacidad que presenta A. vinelandii es la adaptacién de su metabolismo a
diversas fuentes de nutrientes, incluidos los alcoholes, &cidos organicos y azucares. En
ausencia de fuentes de carbono ésta se somete a un proceso de diferenciacion para formar
quistes (figural) que son resistentes a la desecacion y a diferentes adversidades ambientales,
permitiéndole sobrevivir durante mas de 10 afios en suelo seco (Setubal et al., 2009). El
proceso de enquistamiento se produce naturalmente en la fase estacionaria tardia o por la
induccion de células vegetativas con butanol. Dichos quistes presentan en su estructura un
cuerpo central conformado por poli b-hidroxibutirato (PHB) rodeado de capas de exinas e

intinas en las que el alginato es el componente principal (Rojas Tapias et al., 2013).
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La capacidad de producir estos compuestos la convierte en un modelo de estudio con
gran interés biotecnoldgico puesto que el alginato es utilizado como agente viscosante y
gelificante en industrias como la farmacéutica y la alimenticia. La capacidad viscosificante
y gelificante depende en gran parte de la estructura quimica, el contenido de unidades de
acido manuronico que pueden ser acetilados y su epimero el acido gulurénico. Por otro lado,
el PHB, un biopoliester intracelular compuesto por unidades de 3-hidroxibutirato, se emplea
como un sustituto de plasticos convencionales derivados de la industria petroquimica
(Castillo et al., 2020).

A pesar de que no ha sido descrita la produccién de sintesis de melanina en A.
vinelandii en la plataforma “Keeg” (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes:

https://www.genome.jp/kegqa/) se presenta la via metabdlica de la tirosina en A. vinelandii DJ
A}Hx

Figura 1. Micrografia de quiste de Azotobacter vinelandii.
Gréanulos de PHB en el interior rodeados por capaz que

contienen alginato (tomada de Yariez 2020).
y hace referencia a la posible sintesis de melanina de tipo eumelanina con la participacion de

enzimas tirosinasas (Anexo 1).
1.2.Azotobacter chroococcum

En 1901, el microbidlogo holandés M.W. Beijerinck, descubrié un organismo
aerobico capaz de fijar nitrogeno molecular al que se le dio el nombre de Azotobacter
chroococcum. Azotobacter chroococcum NCIMB 8003 (Ac-8003) aislada en California EE.
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UU. en 1934. Es una de las 19 cepas aisladas de A. chroococcum caracterizadas a detalle por
Thomson y Skerman. Hoy en dia, es probablemente la mejor caracterizada que se mantiene
en colecciones de cultivo en todo el mundo. Se ha utilizado para el estudio de nitrogenasas
con molibdeno y vanadio, los mecanismaos fisiologicos que protegen a la nitrogenasa del dafio
por Oy, nitrato y nitrito reductasas, glutamina sintasa, entre otras enzimas (Robson et al.,
2015).

Los miembros de la especie A. chroococcum son comunes en suelos neutros o
alcalinos, mientras que A. vinelandii es menos comun en suelos. Son bacterias gram
negativas, y-proteobacteria, aerobias. Son pleomdrficas variando su morfologia desde bacilos
hasta cocos de 1.5-2 um, pudiéndose encontrar como células individuales, como pares o
formando agregados irregulares. Macroscopicamente presenta colonias mucosas opacas,
inicialmente el color del pigmento es claro y brillante, pero a medida que la colonia se

desarrolla se torna de color café obscuro. El tamafio de su genoma es de 4.89 Mb (Saribay,
2003).

A partir de nimeros estudios se ha dado a conocer su potencial para estimular el
crecimiento de plantas, ya sea a través de produccion de sustancias de crecimiento,
mineralizacion o aporte de nitrogeno fijo. A. chroococcum puede utilizar diferentes fuentes
de nitrégeno inorganico como amonio, nitrato o dinitrato para asimilar el nitrégeno. Ademas,
esta especie tiene la capacidad de biodegradar compuestos toxicos y contaminantes, presenta
efecto antagonico con patdgenos como hongos y nematodos. También metaboliza
compuestos fendlicos con alta carga contaminante para el ambiente y puede degradar
plaguicidas clorados contaminantes por medio de enzimas deshalogenasas, dioxigenasas e
hidroxilasas (Jnawali et al., 2015).

Una caracteristica relevante en A. chroococcum es su capacidad para sintetizar
melanina. Cultivada en condiciones aerobias produce una gran cantidad de melaninas sin
requerir que el medio de cultivo contenga alguna molécula precursora como tirosina o
dihidroxifenilalanina, aunque, la presencia de cobre en el medio representa un factor

estimulante para estas enzimas. Es posible que A. chroococcum emplee la melanogénesis
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para mejorar la utilizacion del nitrégeno y mantener las condiciones reductoras necesarias

para unir nitrégeno atmosferico (Plonka & Grabacka, 2006).
2. Melanina

La melanina es un biopolimero derivado de compuestos fendlicos que produce una
gama de colores en presencia de oxigeno. Son compuestos hidrofébicos con carga negativa
(Lagunas Mufoz et al., 2006). Presenta diferentes funciones bioldgicas como la proteccion
contra la radiacion UV de la luz solar y la transduccidon de energia. En los microorganismos
como bacterias y hongos, la melanina protege contra metales pesados y agentes oxidativos,
a nivel bioquimico funciona como defensa del huésped contra microorganismos invasores
ante estrés oxidativo a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés). La caracterizacién de las melaninas ha revelado propiedades con
aplicaciones industriales potenciales ya que pueden actuar como absorbentes de luz
ultravioleta, semiconductores amorfos, intercambiadores de cationes, absorbentes de rayos
X y rayos v (Chavez Béjar et al., 2013). Por lo tanto, existe un interés en el desarrollo de
procesos biotecnoldgicos para la produccion de este polimero. La produccién de melanina se
ha logrado en cultivos liquidos de melanogénicos naturales y con microorganismos

recombinantes.

Se ha clasificado a este biopolimero en tres tipos de acuerdo con su naturaleza quimica,
via de sintesis y las enzimas especificas que participan. La eumelanina que genera pigmentos

negros-marrones y la feomelanina generadora de pigmentos amarillos-rojos son los mas

Figura 2. Azotobacter chroococcum. a) Bacilos Gram negativos. b) Colonias aisladas con tonalidad blanquecina y mucoides.

c) Colonias aisladas con tonalidad marrén obscuro producto del paso del tiempo de la siembra asociado a la produccion de

melanina (Jimenez,2011).



abundantes en piel y cabello de humanos y animales. La diferencia entre estos tipos de
melanina radica en el contenido de azufre que presenta la feomelanina. El tercer tipo, la
alomelanina, comprende un amplio grupo heterogéneo de pigmentos que generalmente son
negros y se generan a partir de diferentes precursores en plantas, bacterias y otros

microorganismos (Sanchez Amat et al., 2010).
2.1. Vias de sintesis

Cada uno de los tipos de melanina son sintetizados a partir de diferentes vias, que tienen
en comun la formacion de quinonas que seran polimerizadas para la formacién de melanina
(figura2). La sintesis de alomelanina tiene como precursor el malonil-CoA que por medio de
la policétido sintasas se da una oxidacion/polimerizacion de 1,3,6,8-tetrahidroxinaftaleno
(THN) y posteriormente 1,4,6,7,9,12-hexahidroxyperilen-3,10-quinona (HPQ) que sera
polimerizado como etapa final. Ademas, la alomelanina puede ser sintetizada a partir de
tirosina, que por desaminacion puede producir los precursores 4-hidroxifenilpiruvato (4-
HPP) o 4-hidroxifenilacetato (4-HPA) que por accién de enzimas como aspartato-tirosina
aminotransferasa o tirosinasa se oxidan a los compuestos aromaticos dihidroxilados
homogentisato (HMG) y 3,4-Dihidroxifenilacetato (HPC) que seran oxidados a
benzoquinona para su posterior polimerizacion. La tirosina puede seguir otra via en la cual

por accion de tirosinasas o lacasas se oxida a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) vy

Malonil-CoA Tirosina

[
g /
aromaticos aromaticos
] dihidroxilados

4 a4 < v

tetrahidroxilados [
Quinonas | HPQ Dopaquinona Benzoquinona

|

[ Melaninas ]

Figura 3. Vias de sintesis de melanina (Pavan, Lopez, & Pettinari, 2019).



dopaquinona que presentara posteriormente una ciclacién a 5,6-dihidroxiindol (DHI)

polimerizandose y produciendo eumelaninas o fenilmelaninas (Pavan et al., 2019).
2.2.Enzimas involucradas en la sintesis de melanina

A pesar de la complejidad y las diferentes vias que conducen a la formacion de la

melanina, la mayoria de los pasos son oxidaciones espontaneas y la regulacion enzimatica

solo ocurre en las etapas iniciales de las vias. Dado que los precursores iniciales de este
polimero son los fenoles, las enzimas clave se denominaron genéricamente polifenol
oxidasas (PPO, por sus siglas en inglés). Casi todas estas PPO relacionadas con la
melanogénesis tienen un sitio activo caracterizado por un par de iones de cobre (CuA'y CuB)

coordinados por seis residuos de histidina (Banerjee et al., 2014).

2.2.1. Tirosinasas y catecol oxidasas

Las tirosinasas (EC 1.14.18.1) juegan un papel fundamental en la sintesis de melanina
debido a que regulan directamente la cantidad de melanina producida, mientras que otras
enzimas solo modifican el tipo de melanina que es sintetizada en la ruta bioquimica del

pigmento (Casafiola Martin et al., 2013).

La tirosinasa cataliza la o-hidroxilacién de tirosina en DOPA, asi como la oxidacion
de DOPA a dopaquinona que por una serie de reacciones enzimaticas y no enzimaticas se
puede transformar en pigmentos de melanina. La sintesis de o- difenoles es considerada una
actividad catalitica muy valiosa generando un gran interés en la industria ambiental, por
ejemplo, es utilizada para la detoxificacion de compuestos fendlicos contenidos en aguas
residuales y suelos contaminados. En la industria farmacéutica se utiliza para la produccién
de levodopa, medicamente considerado como el méas eficaz en el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson (Zaidi et al., 2014).

Se conoce como periodo de latencia a la etapa de transicion de un microorganismo
cuando es colocado en una nueva condicion de crecimiento produciendo enzimas necesarias
para favorecer su crecimiento, algunas tirosinasas muestran periodos de latencia cortos
(varios segundos), mientras que otras muestran periodos largos (horas a dias), en dicho caso
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las tirosinasas pueden considerarse enzimas con actividad de o-difenol oxidasa
denominandose catecol oxidasas (EC 1.10.3.1). Estas son habituales en las plantas, por lo
que, son responsables del oscurecimiento de las frutas después de dafio o maduracion.

Tanto la catecol oxidasa como las enzimas tirosinasas son capaces de formar

melanina, pero el precursor inicial es, respectivamente, un o-difenol o monofenol.

La principal aplicacion de las tirosinasas es como biosensor para la determinacion
precisa y sensible de fenoles en diferentes industrias que van desde vinos hasta residuos que
contienen fenoles contaminantes (Mazinani & Asgharzadeh, 2014).

2.2.2. Lacasas

Denominadas colectivamente dentro de las enzimas fenol oxidasas (PO), y
pertenecientes al grupo de la familia de las proteinas multi cobre, las lacasas (EC 1.10.3.2)
son capaces de oxidar fenoles, principalmente p-difenoles y monofenoles sustituidos con un
grupo metoxilo. (Herter 2011). Debido a que, durante la oxidacion de las lacasas, el oxigeno
es reducido mediante la transferencia de cuatro electrones al H2O, se pueden distinguir de
otros miembros de las polifenol oxidasas (PPO) como lo son las catecol oxidasas
(E.C.1.10.3.1) y monofenol monooxigenasas o tirosinasas (E.C.1.14.18.1) (Singh et al.,
2011).

Las lacasas también contienen cuatro dominios de unidn a cobre ricos en histidina,
que coordinan los tipos 1 a 3 de aomos de cobre que difieren en propiedades

espectroscopicas (Sharma et al., 2006).

Se sabe que las lacasas tienen la capacidad de degradar la lignina por lo que la
convierte en una enzima de interés para la industria del papel, asi como, la degradacion de
material lignoceluldsico para la generacion de biocombustibles. Otra aplicacion es como
biocatalizadores en la modificacion y generacién de nuevos compuestos con actividades
bioldgicas, por ejemplo, modificaciones de los antibioticos beta-lactamicos (Sanchez Amat
et al., 2010).
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Con base en las funciones fisiologicas de las PO procariotas, se ha sugerido a lo largo
del tiempo una relacion directa entre la formacion de pigmentos y alteraciones morfoldgicas
de la célula. En este sentido, se sabe que algunas especies del género Azotobacter sufren
alteraciones morfologicas en el proceso de enquistamiento, que es inducible por condiciones
ambientales adversas. En miembros melanogénicos del género Azotobacter se ha sugerido la

presencia de una PO (Sanchez Amat et al., 2010).
2.3.Aplicaciones biotecnologicas

Las melaninas presentan una amplia gama de aplicaciones biotecnoldgicas, por
ejemplo, en la industria farmacéutica y cosmética son de interés ya que presentan propiedades
fotoprotectoras, antioxidantes y antimicrobianas. Las eumelaninas son las que presentan
mejores propiedades fotoprotectoras por lo que son las que principalmente se utilizan en la
formulacién de lociones de proteccion solar, las fuentes habituales de estas melaninas son
sintéticas, dopa-melanina, pelo de mamifero y tinta de sepia. Recientemente, se esta
implementando el uso de eumelanina de origen bacteriano en filtros fotoprotectores (Lagunas
Mufioz et al., 2006).

Gracias a su estructura organica polimérica presentan cierta capacidad de conversion
de energia, asi como propiedades semiconductoras que les proporciona un posible papel en
fotoelectroquimica. En este sentido se han hecho algunos intentos para usarlos como

componentes de convertidores de energia de paneles solares (Sanchez Amat et al., 2010).

Desde 1990, se reportd la incorporacion de dos genes capaces de codificar una
tirosinasa de la bacteria Streptomyces antibioticus en Escherichia coli, que adquiridé la
capacidad de transformar tirosina en el medio de cultivo a eumelanina. Posteriormente se
mejord la producciéon de melanina introduciendo en E. coli el gen melA, de la bacteria
melanogénica Rhizobium etli que codifica para una enzima tirosinasa lo que la convirtié en
una bacteria productora de melanina con alto rendimiento (produccion de 6 g/L de
eumelanina) que se evalla como componente de circuitos electronicos y de bloqueador de
luz UV (Martinez et al., 2021).
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También son de interés en la industria agricola pues se pueden utilizar como agentes
biocontroladores de plagas por su poder antimicrobiano y como detoxificadores de suelos y
aguas contaminados con metales pesados. Probablemente su aplicacion mas reciente sea la
nanotecnologia para la sintesis de peliculas cristalinas, flexibles y termoestables de melanina

que pueden ser utilizados en biomedicina (Lagunas Mufioz et al., 2006).
3. Secuenciacion masiva y bioinformatica

El desarrollo de secuenciadores masivos que permiten leer en paralelo de millones a
miles de millones de secuencias o fragmentos de ADN ha revolucionado las areas bioldgicas,
pasando de un &mbito exclusivamente de laboratorio a uno computacional con la aplicacion
de la bioinformatica posibilitando el llevar a cabo estudios de genémica comparativa y el
descubrimiento de genes o variantes de interés. La bioinformatica aplica las matematicas, la

estadistica y la computacion al estudio bioldgico (Edwards & Holt, 2013).
3.1.Secuenciacion “lllumina”

Después de casi 30 afios de la aparicion de la secuenciacion Sanger, surgieron nuevos
desarrollos tecnolégicos para resolver las limitantes de esta técnica, entre ellas lo poco
costeable para secuenciar genomas completos (Tosco Herrera, 2019). EI método Sanger
implicaba la interrupcion del proceso de sintesis de la polimerasa con una mezcla de
nucleétidos y nucledsidos modificados de tal manera que la reaccion no pudiera continuar la
polimerizacion una vez que dicho nucleétido modificado haya sido incorporado, por lo que
se le llamé secuenciacion por terminacion; la deteccion de la base se llevaba a cabo en una
columna de Sephadex (gel dextrano reticulado) con una marca radioactiva y posteriormente

fluorescente.

A partir del afio 2000, con la comercializacion de tecnologias de secuenciacion
masiva se presentd un auge de la “Era Genomica” aumentando de manera exponencial los
genes y genomas en las bases de datos debido al volumen masivo de informacion que

producen en un tiempo reducido (Swarup & Jong, 2021).
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La plataforma Illumina implica la fragmentacion aleatoria de ADN vy la ligacion de
los fragmentos de ADN mediante adaptadores presentes en una lamina. Se basa en una
secuenciacion por sintesis de la cadena complementaria, amplificacion en puente y deteccion
a partir de fluorescencia de nucledtidos. Consiste en una maquina con un microscopio y
camara de gran resolucion que registra por medio de imagenes, como se incorporan los
nucleétidos modificados en cada agrupacion de secuencias idénticas inmovilizadas sobre la
ld&mina, que representa a un fragmento de la biblioteca de ADN. La maquina divide el &rea
de la laminilla en cuadrantes de los cuales registra las posiciones de cada grupo por lo que
registra una foto por cada cuadrante y esto por cada ciclo. Se generan miles de fotografias
digitales de alta resolucién que la maquina utiliza para elucidar la secuencia de cada
fragmento. Ademas, tiene una gama de secuenciadores que van desde la plataforma MiSeq,
el cual es un secuenciador de “bajo rendimiento” (20 millones de secuencias) hasta conjuntos
de secuenciadores como lo es el HiSeq TenX que consta de minimo 10 méaquinas capaces de

secuenciar 180 000 genomas humanos en un afio.

El proceso de construccién de la biblioteca gendmica a partir de ADN total es similar
al de otras tecnologias, con la diferencia de la seleccion del tamafio del fragmento (maximo

1,000 bases) y que la cantidad de material genético necesario es de unos cuantos nanogramos.
Las etapas que constituyen esta metodologia son:

e Adhesion de adaptadores a cada uno de los extremos de cada fragmento de cadena
sencilla. Los fragmentos se adhieren a una placa o laminilla de vidrio la cual tiene en
su superficie una serie de adaptadores complementarios a los de los extremos de las
moléculas a secuenciar. Estos adaptadores estan esparcidos por la laminilla con una
separacion suficiente para poder formar las agrupaciones.

e Una vez adheridos los fragmentos a la laminilla, se comienza el proceso de
amplificacion que requiere que la molécula adherida forme un “puente” para realizar
la sintesis de la cadena complementaria. Después de varios ciclos, se obtiene una
agrupacion de moléculas que provienen de un mismo templado (alrededor de 1,000

por agrupacion). Ya formados los agrupamientos se remueven las cadenas
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complementarias de tal forma que todas las moléculas vuelvan a ser de cadena
sencilla.

e Posteriormente comienza la reaccion de secuenciacion en la cual se incorporan
nucledtidos modificados con una molécula fluorescente que emite un color
determinado para diferenciar cada uno de los cuatro nucleotidos que conforman el
ADN. El fluoroforo es excitado por un rayo laser y se toma una foto a la laminilla
para registrar los grupos donde fue incorporado cada nucleodtido. Debido a las
modificaciones de los nucleétidos, la reaccion de polimerizacion solo incorpora un
nucledtido y solo hasta después de registrar el color de la molécula fluorescente, se
remueve el bloqueo del nucleétido para que se pueda incorporar uno nuevo en el

siguiente ciclo de polimerizacion (Hernandez et al., 2020).

I l I ] I |
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' ! | €. Amplificacidn en puente
I
! ‘ |‘ f o'l P
Ty
b. Hlbdnzac dn de
Adaptador Plantilla I ,I

adaptadores

Identificador a. Preparacian de la librera d. Amplificacién clonal

Figura 4. Secuenciacion por sintesis Illumina (Swarup & Jong,2021).

Illumina ofrece un gran numero de ventajas, pero sobre todo un gran nimero de
aplicaciones en el area de la Genémica. Se puede utilizar para estudiar genes o regiones
particulares de un genoma, genomas completos de cualquier organismo, ADN
complementario obtenido de ARN como producto de la expresion genética, analisis de
muestras metagendmicas, modificaciones epigenéticas, sitios de unién al ADN, entre otras
(Swarup & Jong, 2021).

3.2.Secuenciacion “Oxford nanopore”

20



La tercera generacion de tecnologias de secuenciacion surge de la necesidad constante
de mejorar o evitar ciertas desventajas que presentan las tecnologias previas, permitiendo
ademas tener una mayor cantidad de opciones de métodos para llevar a cabo la secuenciacion
y de esta manera poder optar por la que mejor se adapte a las necesidades. La tecnologia de
Illumina realiza secuencias de fragmentos de tamafio corto (hasta 300 pb) y la amplificacion
clonal a la que se someten estos fragmentos previamente a ser secuenciados introduce sesgos
considerables. Para evitar estos problemas, la tercera generacion se ha desarrollado con
nuevas técnicas mucho mas sensibles de deteccién que evitan la amplificacion clonal
necesaria en la segunda generacion, sumando ademas la posibilidad de secuenciar fragmentos

considerablemente mas largos (Camargo Mancipe et al., 2020).

Dentro de sus caracteristicas principales se encuentra la secuenciacion de ADN, ARN
y proteinas, el funcionamiento en tiempo real, secuenciacién en moléculas individuales,
longitudes de lecturas en el orden de decenas de miles de bases, se ha podido solucionar uno
de los principales problemas de las lecturas largas el cuél era la calidad debido a su alta tasa
de error (~10%).

La tecnologia de secuenciacién Oxford nanopore comenzé en 1995 donde se utilizd
el canal proteico de la alfa-hemolisina de Staphylococcus aureus, embebido en una
membrana lipidica, donde se midieron los cambios en el voltaje provocados por el paso de
las moléculas de ADN y ARN por el poro que formaba el canal. Estos cambios de voltaje
son dependientes del cambio conformacional provocado por cada nucleétido y que producen
una sefial diferente para cada uno (Tosco Herrera, 2019).

Basicamente su fundamento es que a partir de ADN de doble cadena y de alto peso
molecular, o bien ARN con buena integridad, se hacen pasar (practicamente sin
fragmentacion) una de las cadenas por el interior del canal formado por el poro proteico de
dimensiones nanométricas (~10nm). Sin embargo, debido a la velocidad a la cual pasa la
molécula, en realidad no se registran los cambios de voltaje generados por un solo nucleétido
sino por regiones de 4 a 5 nucledtidos. Debido a los problemas que esto ocasiona, es necesario

registrar los cambios de voltaje generados por la cadena complementaria. De esta manera, se
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pueden cotejar los registros y elucidar de una manera mas exacta, la secuencia de cada

fragmento.

ID dela corrida — -
r—‘ Identificador de la secuencia | B

Nombre del equipo l

@HWI-ST911:111:CON4WACXX:5:1101:2249:2216 1:N:0:TTAGGC CGATC:@@@FF
NATGGCACCATTAAAAAGAATGTTTTATATGGTGTTGAGAAGGACAAAGCTGAAGAAGAAATTTAGTCTGCACTTGATGTTGCAAATGCAAAGAA
.

#2A2<CCFHITIIIITITITIGCCHITIGITIFFHIIDGHIGIITITIICHGIIIGGCECEGICFHCECDEFFFFDEEEEEDDDDDCDDCDDDDBC
@HWI-ST911:111:CON4WACXX:5:1101:2509:2197 1:N:0:TTAGGC CGATC:1+4=B
NATGAGATAAATCAATTGTCTTTAATGAAGTACAGTCTTTGAATAATGAGTTTTGAACTCTTCTGCAACTTTTTGGAAACTTTAAAGTTTGTAATG

+

#4A2<AADHIIIIIIIIIHHIIIIIIIIIIFGIII@GIIFIIIGIIIIEIDHERIIIHIIIIIIIIIIICHIITHHEEDFFFFFEEECEEEADDFC

@HWI-ST911:111:CONAWACXX:5:1101:3746:2179 1:N:0:TTAGGC CCATC:+11+A
NATGTCATCCATCTTTTCCTATCTAAAAAAGAATCAAAAAAGGGATAGTACAGAGGGAAAGTTCAATCCAGAGGACGATGAAACACTGATTGATGG

+

MinlON es el secuenciador portatil perteneciente a “Oxford Nanopore Technologies”

el cual se comercializa desde 2013 (Guillen, 2019).

Algunas de las diferencias con respecto a la tecnologia Illumina son: lecturas de
grandes longitudes (3,000 hasta 50,000 bases), permiten secuenciar otras moléculas que no
son acidos nucleicos (proteinas) y teéricamente de cualquier molécula o metabolito, permite
realizar estudios de epigenética y regulacion en proteinas gracias al registro de moléculas
modificadas como bases metiladas y aminoacidos fosforilados o glicosilados. Sin embargo,
también cuenta con algunas desventajas, principalmente la tasa de error (~10%) que es
significativamente mas alta que las encontradas en las otras tecnologias (~1-0.1%) (Tosco
Herrera, 2019).

En la figura 5 se muestra un ejemplo del archivo con extension .fastq con sus
caracteristicas el cudl es producto de la secuenciacion masiva y que permite continuar la

realizacion del ensamblado genémico.
3.3.Ensamblaje genémico

Consiste en tomar una coleccion de secuencias y reconstruir con estas las secuencias

del genoma del cual fueron originadas. Una sefial de calidad en las secuencias y en el

Figura 5. Caracteristicas del formato con extension .fastq
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ensamble final es poder localizar de vuelta la mayor cantidad de las lecturas de entrada sobre
el resultado del ensamblaje, ademas de ser localizados en la orientacion y distancia esperada.
Otra sefial de calidad del ensamble es la cantidad de fragmentos en los que queda, en la
mayoria de los ensambladores se obtienen finalmente fragmentos que se denominan
“contigs” (regiones contiguas de lecturas), en otros se llega al nivel de “scaffolds” o
“supercontigs” (conjunto de contigs que se colocan en orden y sentido entre ellos)
(Hernandez et al., 2020).

En el proceso de reconstruccién de un genoma se puede llegar a obtener varios
armados, para poder seleccionar uno existen algunas variables a considerar: la medida méas
utilizada es el medidor “N50” que representa el menor tamafio de “contigs” en el que se
encuentra contenido el 50% del ensamble. Otra medida es ver como se comportaria el
mapeado de las lecturas utilizadas sobre los ensambles obtenidos. Finalmente es posible
medir cuan completo estd el ensamblado a través de la identificacion de genes altamente
conservados (Edwards & Holt, 2013).

3.4.Anotaciones genomicas

Es el proceso de busqueda de genes que también puede incluir la identificacion de
ARN ribosomal y de transferencia codificados en el genoma. Existen herramientas
automatizadas disponibles en la web como lo es RAST, que facilita las anotaciones. Este
tipo de herramientas toman como entrada los contigs ordenados identificando marcos de
lectura abiertos que probablemente sean genes y utiliza una serie de técnicas de subsistemas
para compararlos con una base de datos sofisticada de genes y secuencias de ARN,
produciendo una anotacion de alta calidad del ensamblaje (Guillen, 2019).

3.5.Analisis de alineamiento y comparacion de genomas

Este se basa en la relacion de homologia que se presente entre los genomas a
comparar. Se dice que existe homologia de secuencias cuando al comparar las secuencias de
dos 0 mas proteinas o acidos nucleicos, estas son similares entre si debido a que representan

un mismo origen evolutivo. El alineamiento de genomas ayuda a identificar cambios
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evolutivos en el ADN mediante la comparacion de regiones homologas de secuencia y a
generar hipotesis relacionadas con el origen evolutivo de los genes, entre otras (Swarup &
Jong, 2021).

Antecedentes
Diversos microorganismos son productores de melanina, principalmente bacterias
marinas y del suelo como especies de Azospirillum, algunas cepas de Rhizobium,
Streptomyces, Klebsiellas, Vibrios, entre otros. Poco se ha estudiado del género Azotobacter
respecto a la biosintesis de melanina. Respecto a las especies que conforman el género
Azotobacter Unicamente se ha estudiado la capacidad de sintesis de este polimero en A.

nigricans, A. salinestris y A. chroococcum.

Shivprasad y Page estudiaron en 1989 la formacion de catecol para llevar a cabo la
melanizacion en A. chroococcum dependiente de sodio utilizando la cepa A. chroococcum
184, la cual, produjo pigmentos negros cuando se cultivd en condiciones aerobias y de
fijaciéon de nitrogeno. El catecol producido por esta cepa desaparecié tras la melanizacion

sugiriendo que este es el sustrato para la sintesis de melanina (Shivprasad & Page, 1989).

Teniendo conocimiento de la produccion de melanina a partir de catecol en A.
chroococcum, Page y Shivprasad trabajaron con la cepa A. salinestris 184 para estudiar la

absorcion de hierro a fin de analizar funciones bioldgicas. Utilizando una variante blanca y

24



una variante negra, se observd que la variante negra, que debe su color a la sintesis de
melanina, unia una mayor cantidad de hierro deduciendo que la melanina sirve como una
trampa de hierro para probablemente proteger a las células del dafio oxidativo (Page &
Shivprasad, 1995).

Mas adelante, se investigaron las condiciones para la produccion de melanina por
Azotobacter chroococcum y algunas de sus propiedades. Gospodaryo y Lushchak llegaron a
los resultados que indican que la excrecion de melanina por la cepa de A. chroococcum solo
ocurre cuando esta cultivada en medio Ashby con acido benzoico, pero no cuando se utiliza
manitol como fuente de carbono en el medio. EI metabolismo de acido benzoico en bacterias

conduce a la formacion de catecol (Gospodaryov & Lushchak, 2011).

Banerjee y colaboradores llevaron a cabo la caracterizacion espectroscopica de la
melanina sintetizada en A. chroococcum fijadora de nitrégeno, encontrando claros indicios
de la presencia de hidroxindoles en su composicion que refieren que la melanina sintetizada
en A. chroococcum es del tipo eumelanina de acuerdo con las estructuras propuestas y que
de acuerdo a las vias de sintesis antes analizadas el precursor es la tirosina siguiendo la via

se conoce como “via del homogentisato” (Banerjee et al., 2014).

A partir de la secuenciacién del genoma de A. chroococcum 8003, se sabe que
contiene cuatro genes cromosomales codificantes para una enzima polifenol oxidasa
multicobre, dentro de los cuales dos de estos genes cumA (Achr_10550, 30620) son ort6logos
con un alto grado de identidad en dos genes de A. vinelandii (Avin_39690,11950). Como se
mencionod anteriormente estas enzimas polifenol oxidasas estan directamente involucradas
en las vias de sintesis de melaninas dando un parteaguas de que en A. vinelandii estas se
encuentran presentes también (Robson et al., 2015).

Recientemente en el afio 2019, en el Laboratorio de Genética Molecular Microbiana
del Centro de Investigaciones Microbiologicas de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla se llevo a cabo un trabajo experimental en el que se aislaron cepas silvestres de
Azotobacter spp. obtenidas a partir de muestras de suelo, agua y rizosfera de algunas plantas

de diferentes zonas ambientales de la Reserva de la Biésfera de Tehuacan-Cuicatlan. Dentro
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de estas muestras fue posible aislar tres cepas que presentaron la produccion de pigmentos,

y se identificaron como S4T, SM3 y S6R.

Con base en la secuenciacion del gen 16S rDNA y marcadores genéticos (tabla 1)

para identificar género y especie, se determind que las cepas SM3 y S6R corresponden a la

especie A. chroococcum en la cual estd estudiada la sintesis de melanina y presencia de

enzimas polifenol oxidasas. La cepa nombrada como S4T se determino gque corresponde a la

especie A. vinelandii de la cual no existe investigacion ni evidencia de su capacidad de

sintesis de melanina (Garcia Gonzalez, 2019).

Tabla 1. Genes utilizados como marcadores moleculares para la caracterizacion de las cepas aisladas.

Genes Descripcion

arsB Policétido sintasa tipo Il

alyAl Alginato liasa involucrada en la sintesis de
alginato en A. vinelandii

rpoS Factor sigma y modulador maestro en la
regulacién de la fase estacionaria

ompA Gen que codifica para proteina principal de
la membrana externa
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Tabla 2. Cepas utilizadas en este trabajo

Material bioldgico

la Reserva de la Biosfera de

Tehuacan-Cuicatlan.

Cepa Caracteristicas Referencia
Azotobacter vinelandii | Cepa silvestre utilizada Larsen & Haug, 1971
AEIV como referencia
experimental. También
Illamada cepa E.

SAT Muestra del suelo de la Garcia, 2019
Reserva de la Biosfera de
Tehuacan-Cuicatlan.

SM3 Muestra de rizosfera de la Garcia, 2019
Reserva de la Biosfera de
Tehuacan-Cuicatlan.

S6R Muestra de suelo del rio de Garcia, 2019

Justificacion
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A lo largo del tiempo se ha identificado que diversos generos de la familia
Pseudomonadaceae tienen la capacidad de sintetizar melanina, pigmento que a nivel
bioldgico protege a los microorganismos que lo producen del dafio oxidativo y que presenta
diversas aplicaciones biotecnologicas. Sin embargo, del género Azotobacter el estudio de
biosintesis de melanina se limita en mayor medida a A. salinestris y A. chroococcum seguidas
por A. nigricans. Recientemente se aislaron cepas productoras de melanina que de acuerdo
con los anélisis del gen 16S y la utilizacion de marcadores especificos se identificaron como
A. chroococcum y A. vinelandii de la cual se desconoce su capacidad de biosintesis de
melanina por lo que el estudio gendmico de éstas nos permitira identificar los genes
posiblemente involucrados en la sintesis de melaninas y con base en las posibles rutas de
sintesis de éstas y la presencia de enzimas especificas proponer el tipo de compuesto
sintetizado. Ademas, A. vinelandii es una especie ampliamente estudiada a nivel
biotecnologico de la que ya se conocen sus condiciones de crecimiento en cultivo y en lote,
por lo que el poder identificar cepas de dicho género con la capacidad de producir melanina

facilitaria la produccion a nivel de fermentador del polimero.

28



Hipotesis

Las cepas de Azotobacter spp. aisladas productoras de pigmento poseen enzimas y

rutas metabolicas capaces de producir melaninas.

Objetivos

General

Estudiar a nivel genomico las vias de sintesis de melaninas en Azotobacter spp.

Especificos

1.

Identificar genes posiblemente implicados en la sintesis de melaninas en genomas

secuenciados y publicados de cepas del género Azotobacter.

Secuenciar los genomas de las cepas de Azotobacter spp. recientemente aisladas

productoras del pigmento.

Identificar los genes posiblemente involucrados en la sintesis de melaninas en el
genoma de las cepas secuenciadas y proponer las probables vias de sintesis y el tipo

de compuesto sintetizado.
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Resultados y discusion

1. Genomas secuenciados de diferentes especies de Azotobacter.

Tabla 3. Cepas de diferentes especies de Azotobacter secuenciadas disponibles en GeneBank-NCBI.

DJ Circularizado
Azotobacter vinelandii CA Circularizado
CAG6 Circularizado
PRJEN17910 Scaffold
8003 Circularizado
PRINA523901 Scaffold
353 Circularizado
PRINA520333 Scaffold
Azotobacter PRINA523901 Scaffold
chroococcum PRINA523901.2 Scaffold
PRINA539873 Contig
PRINA590128 Circularizado
PRINA610299 Contig
PRINA523901 Scaffold
Azotobacter PRJEB16790 Contig
salinestris PRJEB16809 Scaffold
Azotobacter PRJEB16980 Scaffold
beijerinckii PRJEB17088 Scaffold
PRJEB17433 Scaffold

Hasta la fecha en la que fue descargado el archivo se encuentran disponibles 22

genomas secuenciados del género Azotobacter spp. de los cuales 7 ya estan circularizados,
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10 se presentan como scaffolds y 5 como contigs. Las especies que conforman este grupo
son Azotobacter vinelandii, Azotobacter chroococcum, Azotobacter beijerinckii 'y
Azotobacter salinestris, en la tabla 3 se muestran las diferentes cepas secuenciadas que en

total son 19 debido a que 3 de estos genomas no estan anotados.

2. Alineamiento de secuencias de proteinas (BLAST protein)

2.1Analisis tipo BLAST en especies de la familia Pseudomonadaceae

Teniendo conocimiento de las enzimas que se ha reportado participan en la biosintesis
de melanina de acuerdo con la previa investigacion bibliografica, se realizé una bdsqueda de
estas en el sitio web del National Center for Biotechnology Information
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) en los genomas que se encuentran disponibles de los géneros
Azotobacter y Pseudomonas. Como resultado se obtuvieron 121 secuencias de aminoacidos
con las que se llevé a cabo el BLAST de proteinas por linea de comando que compar6 estas
secuencias contra la base de datos de secuencias del proteoma de Azotobacter vinelandii DJ

y CA. El filtrado de identidad y cobertura fue de 75 y 97% respectivamente.

Como resultado se obtuvieron nueve secuencias que corresponden a las proteinas que

se enlistan a continuacion:

e Policétido sintasa dehidratasa

e Policétido sintasa tipo Ill

e Policétido sintasa tipo |

e Fenilalanina-4-monooxigenasa

e Aspartato aromatico tirosina aminotransferasa
e 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa

e Homogentisato 1,2 dioxigenasa

e Fosfoenolpiruvato sintasa

e D-tirosil-tRNA (Tir) deasilasa

A partir de estos resultados se analizo la funcidn de estas proteinas y su relacion en la
biosintesis de melaninas encontrando que las primeras tres, Policétido sintasa dehidratasa,

Policétido sintasa tipo Il y Policétido sintasa tipo | participan en la condensacion
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descarboxilativa de malonil-CoA en 1,3,6,8-tetrahidroxinaftaleno (THN) compuesto

aromatico precursor de quinonas que por polimerizacion sintetizan melanina.

Las siguientes cuatro proteinas se pueden agrupar como parte de la via de sintesis de
melaninas a partir de tirosina. La fenilalanina-4-monooxigenasa sintetiza la tirosina a partir
de fenilalanina la cual es el precursor inicial de la biosintesis de melanina. La Aspartato
aromatico tirosina aminotransferasa promueve la conversion de tirosina en 4-
hidroxifenilpiruvato el cual es un compuesto intermediario en la biosintesis de melanina. La
4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa lleva a cabo la conversion de 4-hidroxifenilpiruvato en
homogentisato quien se oxida para dar lugar a la benzoquinona y el homogentisato 1,2
dioxigenasa lleva a cabo la degradacion de homogentisato, su acumulacién, autooxidacion

espontanea y polimerizacion de homogentisato conduce a la sintesis de melanina.

Fosfoenolpiruvato sintasa y D-tirosil-tRNA (Tir) deasilasa son proteinas que no

tienen relacion con la biosintesis de melanina.

2.2 Anédlisis de genomas de especies no relacionadas filogenéticamente

con la familia Pseudomonadaceae

Otro aspecto importante que considerar en este analisis es la transferencia horizontal
de genes por lo que se realiz6 una busqueda de las enzimas mostradas en el apartado 2.1 en
la plataforma NCBI en los proteomas de Acinetobacter baumanii, Aeromonas salmonicidas,
Vibrio natriegens, Vibrio cholerae, Streptomyces lannensis, Klebsiella pneumonie,
Shewanella oneidensis, Burkholderia cepacia, Serratia marcescens, Mycobacterium leprae,
Proteus mirabilis, Bacillus thuringiensis y Bacillus subtilis que son bacterias no relacionadas
filogenéticamente y que de acuerdo con la bibliografia son productoras de melanina. De dicha
bldsqueda se obtuvieron 19 secuencias de aminoécidos que fueron comparados contra la base
de datos que se menciond en la seccién 2.1. El filtrado de identidad y cobertura fue de 50 y

75% respectivamente.

No se obtuvo ninguna proteina como resultado de este analisis.

2.3Proteoma del género Azotobacter
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Se llevé a cabo un analisis BLAST de proteinas con los proteomas de Azotobacter
que se presentan en la tabla 3. Los pardmetros de identidad y cobertura fueron de 45 y 50%

respectivamente.

Como resultado se obtuvieron nueve secuencias que corresponden a las proteinas que
se enlistan en la seccion 2.1. Se realiz6 un anélisis para conocer cuantas, y cuéles de las
enzimas de interés se encuentran en los proteomas de cada uno de los 19 analizados, estando

presentes las nueve proteinas antes mencionadas en la seccion 2.1 en los 19 proteomas.
3. Contexto gendmico y sintenia

Para el analisis del contexto genémico se utiliz6 como herramienta el visualizador
BLAST-XYplot viewer (http://www.blast-xyplot-viewer.icuap.buap.mx/) que realizd un
BLAST del grupo deseado de proteinas contra los genomas de Azotobacter vinelandii DJ,
CA 'y CAG6 obteniendo un gréafico que representa de manera lineal el genoma con una longitud
fija de 360 pb (anexo 2), obteniendo como resultado que las nueve proteinas analizadas se
conservan en la misma direccion solo A. vinelandii CA6 con un ligero desfase ya que esta

cepa contiene una delecion en su genoma de 42096 bp.

Este visualizador, ademas, proporciona una tabla con la posicion gendémica, la cual se
ingreso en la pagina IMG JGI (https://img.jgi.doe.gov/) para estudiar la vecindad genémica
para A. vinelandii DJ y A. vinelandii CA encontrandose que estdn muy bien conservados

(anexo 3).

Finalmente utilizando esta misma herramienta pudimos comparar el contexto
gendmico con A. chroococcum donde se pudo comprobar la sintenia de estos genes en los

genomas comparados (anexo 3).
4. Ensayos fenotipicos

Con la finalidad de corroborar el fenotipo reportado previamente (Garcia Gonzalez,
2019) se sembraron las cepas S4T, SM3y S6R, asi como la cepa control AEIV en los medios

solidos Ashby manitol, Ashby benzoato y Ashby manitol adicionado con cloruro de cobre
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2.5 uM, basandonos en los antecedentes de las enzimas polifenol oxidasa relacionadas con
las vias de sintesis de melanina con la finalidad de inducir la expresion de polifenol oxidasas
dependiente de cobre (Page & Shivprasad, 1995). Como resultado de este ensayo fenotipico
se pudo observar la produccion del pigmento obscuro en las colonias de las tres cepas
posteriormente a los cinco dias de cultivo (figura6). Se logré identificar una diferencia
fenotipica en la cepa S4T la cual en el medio Ashby benzoato presento la produccion del

pigmento no siendo el caso en el medio Ashby manitol adicionado con cloruro de cobre al

Ashby manitol

Ashby benzoato

Ashby manitol-CuCl, (2.5 pM)

Figura 6. Ensayo fenotipico de las cepas de interés cultivadas en diferentes medios de cultivo.

2.5 UM. Por su parte, las cepas SM3y S6R si presentaron la formacion de pigmento en dichos

medios de cultivo.
5. Extraccion de ADN

Basado en los resultados obtenidos del ensayo fenotipico se decidié continuar
trabajando Unicamente con las muestras S4T y SM3 por la clara diferencia fenotipica que se

presento.

Las muestras S4T y SM3 que se encontraban conservadas en glicerol fueron
sembradas por estriado en los medios sélidos Ashby adicionado con manitol y Burk sacarosa
(BS), y se incubd a 30°C. Cuatro dias posteriores a la siembra, las cepas presentaron

crecimiento con produccién de alginato. Una vez seleccionadas las colonias aisladas se
34
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sembraron en medio BS liquido y se incubaron a 37°C en agitacion a 200 rpm. Pasados dos
dias se procesaron las muestras a fin de obtener la materia celular purificada para llevar a
cabo la extraccion de ADN gendémico con el kit “Wizard Genomic DNA Purification” de

Promega Corporation. Ma, USA. (anexo 1).

[— —— -
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Una vez realizada la extraccion se realizé un

corrimiento electroforético en gel de agarosa al 0.5%

para determinar la integridad del ADN. Como se muestra
en la figura 7 se obtuvo un ADN integro sin residuos de
ARN. La determinacion de calidad y concentracion se
realiz6 en el espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo

scientific). Las muestras utilizadas fueron las que
mostraron una relacion entre las absorbancias 260/280 nm cercanas a 2.0 ya que indicaba una

baja contaminacion por proteinas (Tabla 4).

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al
0.5%. En el primer carril de izquierda a derecha
se observa el marcador de peso molecular
Thermo scientific 1 kb ladder, segundo y tercer
carril corresponde al ADN de SM3'y los carriles
quinto y sexto corresponden al ADN de S4T.

Tabla 4. Mediciones de concentracion y calidad de ADN realizadas en el espectrofotdmetro NanoDrop 2000.

Cepas 260 (ng/ul) 260/280 nm 260/230 nm
S4T-1 22.081 2.05 1.85
S4T-2 24.865 2.05 217
SM3-1 8.421 2.08 1.87
SM3-2 8.549 2.01 1.51

6. Secuenciacion del genoma
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Secuenciacién  Control de calidad Ensamblado Anotacion Comparacion

Las muestras de ADN genomico de S4T y SM3 se procesaron en la Unidad de
Secuenciacion Masiva del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. S4T se secuencié por la
tecnologia de MiSeq Illumina y MinlON debido a que corresponde como se menciond con
anterioridad a A. vinelandii y a la comprobacion de la diferencia fenotipica. SM3 se secuencio
por MinlON esperando en un futuro préximo se cuente con los recursos para mandarse a
secuenciar igualmente por MiSeq Illumina. Una vez obtenidas las secuencias en formato
fastq, se procedio a realizar el analisis del control de calidad de las secuencias, el ensamble,
la anotacion y comparacion con el genoma de referencia A. vinelandii DJ (figura 8).

Figura 8. Esquema de trabajo con las secuencias. Cuando se cuenta con una secuencia el siguiente paso es medir
la calidad de ésta para su posterior ensamblado, andlisis y comparacién con el genoma de referencia.

7. Analisis de calidad de la secuenciacion

El anélisis de calidad de las secuencias se realiz6 con el programa FastQC para las
secuencias cortas de la muestra S4T, el cual genera diversas métricas que permiten evaluar
la calidad. Para las lecturas largas de SA4T y SM3 se entregd junto con la secuenciacion el
andlisis de calidad elaborado por la Unidad de Secuenciacion Masiva del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM (tabla 5 y 6) reflejandose que son secuencias de calidad.

7.1SAT (Lecturas cortas)
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@Basic Statistics

I

Filename S4T S33 R1 601.fastqg.gz
File type Conventional base calls
Encoding Sanger / Illumina 1.9
Total Sequences 3339761

Sequences flagged as poor quality ©
Sequence length 74
%GC 65

Figura 9. Estadistica basica de la muestra S4T.

En el grafico de calidad de secuencia por base (figura 10) se observa que todas las
bases se encuentran dentro de la zona color verde (zona de alta calidad >28). Ademas, se
distingue un decaimiento de la sefial a medida que avanza la secuenciacion posiblemente

debida a la disminucién de la sefial fluorescente.

@Per base sequence quality

Quabty seores across all bases [Sanger / Iluming 1.9 encoding)

e e RS,
o T

1234568789 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 &3 &5 67 &9 71 73
Position in read [bp)

Figura 10. Gréfico de calidad de secuencia por base de S4T. Proporciona la distribucién de
puntuaciones de calidad en cada posicion de la lectura en todas las lecturas. El eje Y
proporciona las puntuaciones de calidad, mientras que el eje X representa la posicion en la
lectura. El cddiao de colores de la aréafico denota lo aue se considera puntaies de calidad altos.
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El gréafico de la figura 11 nos permite corroborar la calidad asociada a las celdas de

flujo.

@Per tile sequence quality

Qualty per tie

=11

R AR e L PR e S AR SRS AR S S S RGeS AR B AGEe

I
i B 1 G o A B B G e 0 B G G5 1 P i 5 08 e P A GRR

1234567889 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 4l 43 45 47 49 51 53 55 57 58 61 63 65 67 69 71 73

Position in read (bp)

Figura 11. Gréfico de calidad de la secuencia por mosaico de S4T. Muestra las celdas de flujo,
canales donde se coloca la secuencia. Solo aparece si se usa una biblioteca de Illumina.
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@Per sequence quality scores
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BOODOD
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Fledelde)

Quality score distribution over all sequences

Average Quality per read

18 17 18 19 20 21 22 23 24 35 28 27T 28 29 30 31 32 33 34 35
Mean Sequence Quality {Phred Scorel

Figura 12. Gréfico de puntuaciones de calidad por secuencia de S4T. El eje de las X representa la media de la calidad de
las secuencias, el eje de las Y representa el niamero de secuencias o lecturas al que corresponde esa media.

El gréfico puntuaciones de calidad por secuencia (figura 12) indica que existen mas

de 1,600,000 lecturas que representan una calidad en torno a 35 existiendo menos con baja

calidad.

@Per base sequence content

100
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Sequence content acress 2l bases

]

1234536789 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 @81 63 &5 &7 & 71 73

Positien in read [bpd

Figura 13. Grafico de contenido de secuencia por base de SAT. Proporcion de cada una de las bases nucleotidicas de la
secuencia.
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El gréfico de contenido de secuencia por base (figura 13) siempre da un fallo debido
a que las primeras 10-12 bases resultan del cebado hexamero “aleatorio” que se produce
durante la preparacion de la biblioteca. En la figura 10 correspondiente a este gréfico se
observa que las lineas correspondientes a las bases A, T, G y C corren en paralelo entre si.
La cantidad de A es igual a la cantidad de T y la cantidad de G igual que la de C.

En la figura 14 correspondiente al gréfico de contenido de Guanina y Citocina (GC)
por secuencia se observa una distribucion normal. El contenido de GC del pico central

corresponde al 65% de GC esperado para A. vinelandii de acuerdo con lo reportado en NCBI.

Per sequence GC content

GC distribution over all sequances

220000
G count per read

Thasorieticad Chsbribution

200000

150000

100000

SOO0G

02468 11 15 19 23 27 31 35 39 43 47 51 55 59 &3 A7 T1 75 T9 83 47 9l 95 99
Mean GC content {%)

Figura 14. Gréfico contenido de GC por secuencia de S4T. Contenido de GC de la secuencia (linea roja) comparado con
una distribucion normal tedrica del contenido de GC (linea azul). El eje X muestra el porcentaje medio del contenido de G
y C, el eje Y muestra el nimero de lecturas.

El contenido de N es nulo como se puede apreciar en el gréafico de contenido de N por

base (figura 15).
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I@Per base N content

N content across all bases
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1234567589 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 81 63 65 &7 69 71 73

Figura 15. Gréfico de contenido de N por base de S4T.

La distribucion de tamarfios de los fragmentos de la secuenciacién se muestra en la
figura 16 en el grafico de distribucion de la longitud de las secuencias donde se observa una

distribucion homogénea.
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@Sequence Length Distribution

Distribution of sequence lengths over all sequences

Sequence Length

2000000
2500000
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1500000
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SGO00H

73 74 75
Sequence Length (bp}

Figura 16. Gréfico de distribucion de tamafio de fragmentos de secuenciacion de S4T.

Sequence Duplication Levels

Parcent of seqs remaining if deduplicated 64.74%
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Sequence Duplication Level

Figura 17. Gréfico de niveles de secuencias duplicadas de S4T. La linea azul muestra el total de las secuencias y la linea
roja las secuencias duplicadas.

El grado de duplicacion para cada secuencia en una biblioteca se representa en el
grafico de la figura 17 que muestra el nimero relativo de secuencias con diferentes grados

de duplicacion. Como se puede ver, la mayoria de las secuencias caen en el extremo izquierdo
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del grafico para ambas lineas, esto indica que se trata de una biblioteca apropiadamente
diversa. La presencia de un pico en >10 de la linea azul se refiere a que hay mas de un 10%
de secuencias que tienen el mismo fragmento desde el principio hasta el final 10 veces.

@Overrepresented sequences
Mo overrepresented sequences

Figura 18. Secuencias sobrerrepresentadas de S4T.
No se encontraron secuencias sobrerrepresentadas (figura 18) lo que significa que se
tiene un conjunto diverso de secuencias sin que ninguna secuencia individual constituya una

pequefia fraccion del total.

I@Adr:l pter Content

9% Adapter
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123458789 11 13 15 17 19 21 23 2% 27 239 31 33 35 37 329 41 43 4% 47 4% 51 33 5% 57 34 81

Figura 19. Grafico de contenido de adaptadores de S4T

No se encontraron adaptadores de acuerdo con lo observado en el grafico de la figura
19.

7.2. S4T (Lecturas largas)
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Tabla 5. Métricas de evaluacion de calidad para secuencias largas de S4T.

Longitud media de las lecturas 8,730.3

Calidad media de las lecturas 11.8

Mediana de la longitud de las lecturas 5,354.0

Mediana de la calidad de las lecturas 12.5

NUmero de las lecturas 118,446.0

N50 14,619.0

Total de bases 1,034,068,722.0
7.3. SM3

Tabla 6. Métricas de evaluacidn de calidad para secuencias largas de SM3.

Longitud media de las lecturas 3,576.9

Calidad media de las lecturas 114

Mediana de la longitud de las lecturas 1,831.0
Mediana de la calidad de las lecturas 12.0

Namero de las lecturas 301,620.0

N50 7,381.0

Total de bases 1,078,854,371.0

8. Ensamblaje del genoma

Como se menciono previamente, las muestras con las que se trabajo a lo largo de este
proyecto se secuenciaron por diferentes tecnologias, S4T por MiSeq Illumina y MinlON y
SM3 por MInlON. Se llevé a cabo utilizando la herramienta Unicycler que produce
ensambles méas precisos y para el caso de S4T permite realizar ensamblado hibrido ya que
primero ensambla lecturas cortas (MiSeq Illumina), siguiendo el método de resolucion de
graficos de De Bruijing y luego utiliza las lecturas largas (MinlON) para encontrar las

mejores rutas a traves del grafico.
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En la tabla 7 se muestran los datos obtenidos del ensamblaje para ambas muestras.

Tabla 7. Resultados del ensamblado por Unicycler.

S4T SM3
Contigs 3 9
N50 4173288 7,381
Tamanfo del ensamble 5.4 Mb 5.6 Mb

8.1Calculador de la Identidad de nucledtidos promedio

Para comparar las dos secuencias genoémicas, es decir las recién ensambladas contra
la de Azotobacter vinelandii y Azotobacter chroococcum se utilizo el calculador “ANI” por
sus siglas en inglés  (Avarage Nucleotide Identity) de EZBioCloud
(https://www.ezbiocloud.net/tools/ani) que nos permitié observar el alto grado de similitud
entre las secuencias con la comparacion nucleétido a nucleétido que realiza, obteniendo
como resultado un 97.75% de identidad entre A. vinelandii y SAT y un 96.16% de identidad
entre A. chroococcum y SM3 (figura 20 y 21).

OrthoANIu Results

OrthoANIu value (%) 97.75

Genome A length (bp)

Genome B length (bp) 5,481,480
Average aligned length (bp) 3,439,149
Genome A coverage (%) 64.10
Genome B coverage (%) 62.74

Figura 20. Valores obtenidos del calculador de ANI para el genoma de Azotobacter vinelandii (Genome A) comparado
con S4T (Genome B).
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OrthoANIu Results

OrthoANIu value (%) 96.16
Genome A length (bp)

Genome B length (bp)

Average aligned length (bp)
Genome A coverage (%) 59.34

Genome B coverage (%) 52.83

Figura 21. Valores obtenidos del calculador de ANI para el genoma de Azotobacter chroococcum (Genome A) comparado
con SM3 (Genome B).

9. Anotacion del genoma

Una vez que se tuvieron los ensambles de las muestras se llevaron a cabo las
anotaciones por medio de la herramienta de software Prokka, que nos permite encontrar los
marcos de lectura abiertos tomando como genomas de referencia a los del género
Azotobacter. Genera como resultado, una serie de diferente archivos (tabla 8) los que
utilizaremos en el andlisis posterior para encontrar los genes que se conservan relacionados
con las vias de sintesis de melanina. Se propuso generar un analisis de tipo pangenoma
tomando en cuenta las secuencias de los genomas completos en la base de datos de NCBI
para poder discernir si los genes pertenecientes a la sintesis de melaninas encontrados
previamente pertenecian al genoma nicleo (genes que son compartidos entre las especies) o

genes accesorios (genes Unicos de la especie particular).

Tabla 8. Extensiones producto de Prokka

Extension Descripcion

gff Anotacion maestra en formato GFF3, contiene las secuencias y anotaciones.

.gbk Es el archivo estandar en Genbank, deriva de .gff.

fna Archivo FASTA de nucledtidos de las secuencias contigs de entrada.

.faa Archivo FASTA de proteinas de las secuencias CDS traducidas.

ffn Archivo FASTA de nucledtidos de todas las transcripciones predichas.

.sgn Archivo ASN1 con formato “Sequin” para enviar a Genbank. Necesita ser editado
para establecer la taxonomia, autores, publicaciones relacionadas, etc. correctas.

fsa Archivo FASTA de nucledtido de las secuencias contigs, usadas por “tbl2asn” para
crear el archivo .sqn. Muy similar al archivo .fna pero con las etiquetas Sequin en
las lineas de descripcidn de la secuencia.
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.thl Archivo de tabla con caracteristicas, usado por “tbl2asn” para crear el archivo. Sgn.
.err Anotaciones que no se aceptan.

log Contiene toda la informacién de salida que produce Prokka mientras trabaja.

Jxt Estadisticas relativas a las caracteristicas de las anotaciones encontradas.

tsv Archivo separado por “tab” de las caracteristicas: locus_tag.ftype,

len_bp.gene,EC_number,COG,producto.

10.Blast de proteinas (BlastP)

Se llevo a cabo el analisis del alineamiento local de la proteina homogentisato 1,2

dioxigenasa de A. vinelandii DJ y la cepa S4T como se muestra en la figura 22 en donde

podemos apreciar que, aunque la diferencia es poca representa una diferencia significativa al

tratarse del mismo género, en este caso Azotobacter.

Score

880 bits(2274) 0.0

Expect Method Identities Positives Gaps

Compositional matrix adjust. 427/433(99%) 431/433(99%) 0/433(0%)

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
‘Sbjct

1
1

121
181
181
241
241
301
301
361
361

MHTAEPSAPGYQTGFGNTFSSEALPGALPIGQNSPQRLPYGLYAEQLSGTAFTVPRNEAR
MHTAEPSAPGYQTGFGNTFSSEALPGALPIGQNSPQRLPYGLYAEQLSGTAFTVPR+EAR
MHTAEPSAPGYQTGFGNTFSSEALPGALPIGQNSPQRLPYGLYAEQLSGTAFTVPRSEAR

HAWLYRIRPAANHPEFKRLGSQISGIEQGPITPNRLRWAPFEVPAEHTDFLDGLIRLAAT
HAWLYRIRP+ANHP+FKRLGSQISGIEQGPITPNRLRWAPFEVPAEHTDFLDGLIRLAAT
HAWLYRIRPSANHPDFKRLGSQISGIEQGPITPNRLRWAPFEVPAEHTDFLDGLIRLAAT

AAAEQADGVSLYVYRANASMESVFFDADGELLLVPESGRLGIDTELGRLEIGPLQIAVVP
AAAEQADGVSLYVYRANASMESVFFDADGELLLVPESGRLGIDTELGRLEIGPLQIAVVP
AAAEQADGVSLYVYRANASMESVFFDADGELLLVPESGRLGIDTELGRLEIGPLQIAVVP

RGMRFRVELLDATARGYLCENHGSPLRLPELGPIGSNGLANPRDFLVPVARYEDRDGPVQ
RG+RFRVELLDATARGYLCENHGSPLRLPELGPIGSNGLANPRDFLVPVARYEDRDGPVQ
RGVRFRVELLDATARGYLCENHGSPLRLPELGPIGSNGLANPRDFLVPVARYEDRDGPVQ

LVQKFLGELWACELNHSPLDVVAWHGNHVPYSYDLRRFNTLGTVSFDHPDPSIFTVLTSP
LVQKFLGELWACELNHSPLDVVAWHGNHVPYSYDLRRFNT GTVSFDHPDPSIFTVLTSP
LVQKFLGELWACELNHSPLDVVAWHGNHVPYSYDLRRFNTFGTVSFDHPDPSIFTVLTSP

GSVPGQANVDFVIFPPRWMVAEHTFRPPWFHRNLMNEFMGLIQGVYDAKAGGF LPGGASL
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Figura 22. Blast de proteinas del género Azotobacter para la proteina Homogentisato 1,2 dioxigenasa. Las
secuencias identificadas como “Shjct” corresponden a A. vinelandii DJ y las identificadas como “Query” corresponden a
la cepa S4T.

11.Pangenoma
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Se realiz6 un andlisis con el software Roary que permite estudiar el pangenoma, el
cual se refiere al conjunto de todos los genes de todas las cepas que forman un clado
filogenético adquiriendo importancia en un contexto evolutivo. Esto con el fin de conocer si
los genes de interés se encuentran en el genoma nucleo o en el genoma accesorio de
Azotobacter ya que de encontrarse en el genoma nucleo la probabilidad de que estos se

encuentren también en las muestras S4T y SM3 son altas.

Roary proporciona las métricas del genoma ndcleo, asi como del genoma accesorio
el cual esta dividido en “nube” que hace referencia a los genes raros presentes solo en unos
pocos genomas y ‘“‘caparazdn” que son los genes restantes moderadamente conservados
presentes en varios genomas. Aparece también el “nucleo blando” que son los genes

contenidos en el 95% de los genomas considerados.

Los resultados obtenidos al llevar a cabo el andlisis con los genomas anotados
disponibles en NCBI (seccion 3.6) junto con los recién anotados en este proyecto con 90%

de identidad se presentan en la tabla 9 y graficamente en la figura 23.

Tabla 9. Métricas obtenidas con Roary con los parametros de 90% de identidad y 75% de cobertura.

Genoma nucleo | 1485
Nucleo blando 119

Caparazon 6667
Nube 9212
Genes totales 17483
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La figura 24 muestra el dendrograma en comparacién con una matriz con la presencia
y ausencia de genes basicos y accesorios. Derivado de esto se generd una tabla (figura 24)
que muestra el desglose de cada genoma analizado y la presencia o ausencia de los genes de
interés para efecto de este proyecto.

De los genes analizados unicamente el fosfoenolpiruvato sintasa tiene presencia en los 21
genomas analizados. Para el genoma de S4T hay ausencia de Policétido sintasa tipo IlI
(FCG41_04075) y Homogentisato-1,2-dioxigenasa (hmgA, EOE53 01385,
SAMNO04244573 _01687). SM3 tiene ausencia de los genes Policétido sintasa tipo 111 (arsC)

y Acido graso sintasa tipo | (arsA)

A partir de los resultados obtenidos del analisis del pangenoma se observo el
agrupamiento de S4T con los genomas de Azotobacter vinelandii que se analizaron por lo
que se realizd un andlisis de pangenoma con Roary unicamente con los genomas de
Azotobacter vinelandii DJ y S4T. Los resultados se muestran en la tabla 10 y graficamente
en la figura 25.

Tabla 10. Métricas obtenidas con Roary con los parametros de 90% de identidad y 75% de cobertura para los
genomas de Azotobacter vinelandii y ST4.

Genoma n(cleo ‘3907 ‘

Figura 31. Dendrograma de los grupos de genomas analizados en Roary junto con la matriz de presencia y ausencia de genes.
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Nucleo blando 0

Caparazon 2557
Nube 0
Genes totales 6464

Nigcleo
(4 <=cepas<=3)

*nomas

Nube
(cepas<0)

Nicleo blando
(4 <= cepas<4)

Caparazon
(0 <= cepas<4)
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Roary matrix
(6464 gene clusters)

Figura 26. Dendrograma de los grupos de genomas analizados en Roary junto con la matriz de presencia y ausencia
de genes.

En la figura 26 y 27 se presenta el dendrograma junto con la matriz de presencia y
ausencia de los genes estudiados, la nomenclatura de los genes se presenta en la tabla 11.
Basado en estos resultados, se identificd que los genes marcados con ausencia en el genoma
nacleo de S4T, Policétido sintasa tipo 111 y Homogentisato-1,2-dioxigenasa se encuentran en
el genoma accesorio marcando de esta manera una diferencia en la conservacion de los

genomas posiblemente involucrada en la capacidad de sintesis de melanina.

Tabla 11. Nomenclatura de genes analizados en los genomas de Azotobacter.

Genes Nombre
ppsA Fosfoenolpiruvato sintasa
SAMNO04244573_01819C Policétido sintasa tipo 111
SAMNO04244573_01819D Policétido sintasa tipo 111
EOE53 01385 Homogentisato 1,2-dioxigenasa
hppD 4- hidroxifenilpiruvato dioxigenasa
EOE53 00170 D- tirosil- Trna (Tir) deacilasa
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SAMNO04244579_02031

D- tirosil- Trna (Tir) deacilasa

SAMNO04244573_01819A

Fenilalanina-4-monooxigenasa

SAMNO04244573_01819B

Aspartato tirosina aminotransferasa

SAMNO04244573_01687

Homogentisato 1,2-dioxigenasa

arsA

Acidos grasos sintasa tipo |

arsB Policétido sintasa tipo 111

dtd D- tirosil- Trna (Tir) deacilasa
arsC Policétido sintasa tipo 111
hmgA Homogentisato 1,2-dioxigenasa

HA520_16205

D- tirosil- Trna (Tir) deacilasa
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De los BLAST de proteinas se encontrd que son nueve los genes que posiblemente
estdn involucrados en la sintesis de melanina, 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa,
Fosfoenolpiruvato sintasa, Policétido sintasa tipo Ill, Policétido sintasa tipo |,

Homogentisato-1,2-dioxigenasa, Aspartato aromatico tirosina aminotransferasa, Policétido
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sintasa dehidratasa, Fenilalanina-4-monoxigenasa y D-tirosil-tRNA (Tir) deasilasa. Dichos
genes se pueden identificar dentro de la via que tiene como precursor al malonil-CoA y la
via conocida como “via del homogentisato” que parte de una molécula de tirosina y produce

el compuesto homogentisato.

A partir de los ensayos fenotipos se observé que la muestra SM3 y S6R produce el
pigmento melanina cuando el medio de cultivo Ashby manitol esta adicionado con Cloruro
de cobre al 2.5 uM lo que sugiere una via de sintesis donde intervienen enzimas polifenol

oxidasas.

De acuerdo con el analisis del Pangenoma, de los nueve genes objeto de estudio
unicamente Policétido sintasa tipo Il que forma parte de la via de sintesis de melanina a
partir del malonyl-coA y Homogentisato-1,2-dioxigenasa que forma parte de la via que
utiliza como precursor a la tirosina para la sintesis del biopolimero, se encuentran en el
genoma accesorio, los demas se encuentran en el genoma nucleo, esto indica que de alguna
manera la secuencia de nucledtidos presente en esos genes no se encuentra conservada en un

90 % que fue el pardmetro que se tomd como punto de corte para realizar el pangenoma.

Perspectivas
Comprobar la actividad de los genes identificados mediante mutagénesis dirigida en
los genes Policétido sintasa tipo 111 y Homogentisato-1,2-dioxigenasa con el fin de demostrar

si su mutagénesis hace incapaz al microorganismo de producir melanina.

Realizar mutagénesis azarosa en las cepas S4T y SM3 en busqueda de las mutantes
que conserven la capacidad de sintetizar melanina, amplificar y aislar su ADN. De esta
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manera poder secuenciar su ADN para la identificacion de genes involucrados en la sintesis

del biopolimero.

Anexos
Anexo 1. Ruta metabolismo de tirosina en genoma de Azotobacter vinelandii
DJ.
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Purification de Promega para extraccion de ADN en bacterias Gram

negativas.

1.
2.

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

Adicionar 1 ml del cultivo en microtubo de 1.5 ml para centrifuga.

Centrifugar a 13,000-16,000 rpm por 2 minutos, se formara una pastilla en el

fondo del microtubo. Remover el sobrenadante.

Adicionar 600 pl de la solucion “Lisis de nucleos”. Pipetear gentilmente para

resuspender las células.

Incubar a 80°C por 5 minutos para la lisis de las células; enfriar a temperatura

ambiente.

Adicionar 3 pl de solucion de “RNAsa” para lisis celular. Invertir el tubo de

2 a 5 veces para agitar.

Incubar a 37°C de 15 a 60 minutos. Atemperar la muestra.

Adicionar 200 pl de la solucion “Precipitante de proteinas”. Vortexear

vigorosamente 20 segundos.

Incubar en hielo 5 minutos.

Centrifugar a 13,000-16,000 rpm por 3 minutos.

Trasferir el sobrenadante a un microtubo de 1.5 ml para centrifuga limpio.

Adicionar 600 pl de isopropanol a temperatura ambiente.

Mezclar por inversién del microtubo para que los hilos de ADN se unan en

una masa visible.

Centrifugar a 13,000-16,000 rpm por 2 minutos.

Verter el sobrenadante escurriendo el microtubo en un papel absorbente.

Adicionar 600 pl de etanol al 70% a temperatura ambiente y mezclar por

inversion del microtubo.

Centrifugar a 13,000-16,000 rpm por 2 minutos.

Drenar el microtubo en un papel absorbente limpio y dejar que la pastilla

formada seque por 10 a 15 minutos.

Adicionar 100 pl de solucién “Rehidratacion de ADN” en el microtubo y

rehidratar el ADN por incubacion a 65°C por 1 hora. Periédicamente mezclar
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por inversion del microtubo. Alternativamente, rehidratar el ADN por

incubacién de la solucién a 40°C.
18. Almacenar el ADN a 2-8°C.

Anexo 3. Contexto gendmico y sintenia

Contexto genémico de los genes de interés en los genomas de Azotobacter vinelandii

DJ, CA y CAG6 obtenidos del visualizador BLAST-XYplot viewer, asi como vecindad

gendmica analizada en los genomas de A. vinelandii DJ y CA en la pagina del IMG JGI.
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8. Fosfoenolpiruvato sintasa
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Sintenia de los nueve genes analizados en la pagina del IMG-JGI
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3. Policétido sintasa tipo 111

2. Policétido
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4. Homogentisato 1,2-dioxigenasa

5. Aspartato aromatico tirosina aminotransferasa
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8. Fosfoenolpiruvato sintasa

9. D-tirosil-tRNA- (Tir) deacilasa
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