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Resumen del Trabajo (maximo 250 palabras):

La finalidad de este trabajo fue la realizacion de un analisis filogenético, asi
como la construccion del perfil de la proteina 6xido nitrico reductasa(Nor). Esta
enzima contribuye a la formacion de un potente gas de efecto invernadero, el
oxido nitroso (N20), que participa en la destruccion de la capa de ozono.

El punto de partida del estudio fue la creacion de una base de datos de
proteinas Nor bacterianas mediante PSI-BLAST. La metodologia llevada a cabo
en este trabajo se baso en el uso de distintas herramientas bioinformaticas como
MEGA-X, ModelTest o TREE-PUZZLE para el analisis filogenético, asi como
HMMER para la construccion del perfil. Ademas, se utilizd R para la creacion de
pequefios programas que ayudaron a continuar con el estudio, ademas de otros
programas.

Los resultados obtenidos mostraron que el arbol resultante agrupaba las
secuencias en dos clados distintos. En uno de ellos predominaban bacterias de
la familia Rhizobiaceae, mientras que, en el otro, la mayoria eran del orden
Rhodobacterales. Por otro lado, se vio que los perfiles obtenidos eran capaces
de reconocer proteinas anotadas como Nor en una base de datos de proteinas,
asi como proteinas denotadas como unclassified.
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Los resultados apuntaron a que los perfiles podrian usarse para seguir
estudiando el papel que tiene la enzima Nor en aumento de los niveles de N>O
atmosférico. De este modo, se podrian llevar a cabo distintos abordajes para
mitigar este grave problema a nivel medio ambiental.

Abstract (in English, 250 words or less):

This project aimed to carry out a phylogenetic analysis and the development
of the profile of the nitric oxide reductase (Nor). This enzyme contributes to the
production of nitrous oxide (N20), which is a powerful greenhouse gas, and it
participates in Ozone Depletion.

The starting point of the study was the obtaining of a database of bacterial Nor
proteins through PSI-BLAST. The methodology carried out was based on the use
of different bioinformatics frameworks. They were used software such as MEGA-
X, ModelTest or TREE-PUZZLE for the phylogenetic analysis, and HMMER for
the development of the profile. In addition, R was used for the creation of small
programs that helped to continue with the study, among other programs.

The results showed that the tree organized the sequences in two different
clades. In one of them, bacteria of the Rhizobiaceae family predominated, while
in the other, the majority were of the order Rhodobacterales. On the other hand,
it was found that the sequence-based profiles were able to identify proteins
annotated as Nor in a protein database and proteins denoted as unclassified, as
well.

The results suggested that the profiles could be used in the future to study the
role of Nor in increasing levels of atmospheric N2O. In this way, different
approaches could be carried out to mitigate this serious environmental problem.
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1 Introduccidn

1.1 Contexto y justificacion del Trabajo

La enzima de estudio en este trabajo es la 6xido nitrico reductasa o Nor, que se
encuentra catalizando una reaccion cuyo producto es el 6xido nitroso (N20). Este
gas resulta ser uno de los principales gases de efecto invernadero, ademas de
contribuir al agotamiento de la capa de ozono.

Algunos autores piensan que deberia ser posible reducir las emisiones de N20
mediante el estudio a nivel enzimatico y microbioldgico de la desnitrificacion, de
forma que apareciesen protocolos de manipulacién del suelo a nivel fisico y
quimico para modificar la fisiologia de los microorganismos desnitrificantes y, por
tanto, disminuir las emisiones de 6xido nitroso [1].

El analisis filogenético y la posterior determinacion del perfil de la proteina
pueden ser un punto de partida para una profunda investigacién contra el cambio
climatico y la destruccién de la capa de ozono, ya que el uso de perfiles proteicos
es un abordaje (til en la caracterizacion de enzimas implicadas en ciclos
biogenéticos.

1.2  Objetivos del Trabajo

Objetivos generales

e Estudiar las relaciones filogénicas entre las secuencias proteicas
anotadas como Nor (nitric oxide reductase).

o Establecer el perfil de la enzima 6xido nitrico reductasa.
Objetivos especificos

o Crear una base de datos propia de secuencias proteicas a partir del
resultado del PSI-BLAST vy realizar el alineamiento multiple de las
mismas.

e Construir el arbol filogenético y realizar el bootstrapping.

e Construir tanto perfiles proteicos como clados muestre el arbol a partir
de los alineamientos multiples de las secuencias contenidas.

e Validar el/los perfil/es generados.
8
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1.3 Enfoque y método seguido

Como punto de partida se acudid6 a la bibliografia para conocer qué
microorganismo bacteriano desnitrificante se encontraba mejor caracterizado, ya
gue la secuencia de la proteina Nor de dicho organismo se usaria como molde
para la busqueda de homologos lejanos en PSI-BLAST (Position Specific
Iterative BLAST). Se decidid usar este algoritmo porque es rapido, eficiente y
permite buscar en grandes bases de datos, ademas de ser util para recuperar
homélogos lejanos. La finalidad de este punto era conseguir una base de datos
propia y depurada de secuencias aminoacidicas homologas de 6xido nitrico
reductasas bacterianas. Para la realizacion de la busqueda en PSI-BLAST, se
llevaron a cabo tantas iteraciones como fueron posibles para recuperar la mayor
cantidad de secuencias homdlogas lejanas.

Una vez construida la base datos propia, resultaba necesario validar que dicha
base de datos era adecuada para continuar con el analisis. Para la validacion,
se decidié volver a realizar una busqueda en PSI-BLAST, pero usando otra
secuencia como molde. En este caso, la secuencia de Nor pertenecia a otra
conocida bacteria desnitrificante. Una vez obtenido este segundo archivo multi-
FASTA, se compararon ambos mediante un pequefio programa creado en R.
Tras encontrar que ambas buUsquedas presentaban una gran cantidad de
secuencias comunes, era seguro continuar usando la base de datos propia.

Una vez validada la base de datos, se procedio a realizar el alineamiento multiple
de las secuencias contenidas en esta. Dicho alineamiento se llevd a cabo en
MEGA X mediante MUSCLE. Se escogio el software MUSCLE porque es el que
mejor resultados proporciona cuando se trata de secuencias proteicas. Ademas,
presenta una mayor precision y rapidez que otros softwares como
ClustalW2 o T-Coffee.

El siguiente paso consisti6 en determinar el modelo evolutivo que mejor
explicaba los datos. En este caso se hizo uso de mas de una herramienta, ya
que se tenia un facil acceso a ellas y era una forma de confirmar el modelo con
mayor seguridad. Para la determinacién del modelo, empleando el alineamiento
multiple como input, se us6 MEGA X, el servidor web de IQ-TREE y el programa
ModelTest-NG. Ademas de hallar el modelo evolutivo también se estudio6 la seiial
filogenética presente entre las secuencias de la base de datos propia mediante
el software TREE PUZZLE. Este ultimo programa precisa que el alineamiento se
encuentre en formato Phylip. Para realizar la conversion de FASTA a Phylip se
usé la herramienta en linea llamada EMBOSS seqret.

Tras confirmar que las secuencias presentaban una alta sefial filogenética, se
procedi6 a la construccion del arbol. Este punto fue critico en el proceso, ya que
en un principio de queria usar R, pero finalmente se emple6 MEGA X, dado su
sencillo e intuitivo manejo. Ademas, dado que en toda la bibliografia revisada


https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/
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sobre filogenia se recomendaba el uso de un método de comprobacion, se aplicé
el método de Bootstrap.

Finalmente, como Ultima etapa de la parte experimental del trabajo, se obtuvieron
los perfiles HMM (Hidden Markov Model) de cada uno de los dos clados del arbol.
En primer lugar, se extrajeron las etiquetas de cada clado mediante MEGA Xy
seguidamente, usando un programa creado en R y a partir del archivo multi-
FASTA de todas las secuencias de la base datos, se obtuvieron dos nuevos
archivos FASTA que contenian las secuencias aminoacidicas de cada uno de
los clados. A continuacion, se alinearon las secuencias de ambos archivos
mediante MUSCLE en MEGA X y se obtuvieron las secuencias consenso de
cada clado mediante EMBOSS Cons. Seguidamente, se procedio a la obtencion
de los perfiles. Como primer paso, se usé hmmbuild para construir los perfiles a
partir de los alineamientos multiples de las secuencias de cada clado. Por altimo,
se us6 hmmsearch para validad cada uno de los perfiles, ya que estos se
enfrentaron a la base datos de proteinas UniRefl00, que fue previamente
descargada localmente, para estudiar cuantas secuencias eran capaces de
reconocer dichos perfiles.

1.4  Planificacion del Trabajo
Tareas

1) Buscar una proteina molde adecuada en la bibliografia para usarla
como query del PSI-BLAST. Realizar el PSI-BLAST. (8 dias)

2) Realizar el alineamiento mdltiple en MUSCLE de las secuencias
obtenidas en el output del PSI-BLAST. (8 dias)

3) Determinaciéon del modelo evolutivo (8 dias)

4) Estudiar la sefal filogenética (8 dias)

5) Construir el arbol filogenético y realizar el bootstrapping. (6 dias)
6) Construir el/los perfil/les proteicol/s. (6 dias)

7) Validar el/los perfil/es. (6 dias)

8) Enfrentar el/los perfilles a un conjunto de proteinas que contienen
proteinas no caracterizadas y analizar el resultado. (6 dias)

10
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9) Validar el perfil obtenido en genomas completos y bibliotecas
metagendmicas. Analizar el resultado. (6 dias)

Calendario

MILESTONES

PECO | 13 days [ PECO ]

PEC1]15 days PEC1

PEC2 134 days

T1]8 days

T218 days

T318 days

T48 days

T5 |6 days

PEC3 | 28 days

616 days

T7 | 6 days

T8 6 days

T916 days

PEC4 | 22 days PEC4

PEC5 | 4 days k]
PEC6 | 8 days [ PEC6 )

Hitos

A continuacion, se muestra un cuadro con los hitos en relacion con las tareas y
temporalizacién de estas para alcanzarlos:

Hito Tareas Pe_nodo de
tiempo
Crear una base de datos propia de secuencias 17/03/2021 -
proteicas a partir del resultado del PSI-BLAST y Tly T2

) . : P . 01/04/2021 N
realizar el alineamiento multiple de las mismas 8
o

Determinacién del modelo evolutivo y estudio de la T3v T4 02/04/2021 -

sefial filogenética y 17/04/2021

Construir el arbol filogenético y realizar el 5 18/04/2021 -

bootstrapping 23/04/2021
[42]
Construir el perfil proteico a partir del alineamiento T6 24/04/2021 - 8
multiple 29/04/2021 a

T7, T8y 30/04/2021 -

Validar el perfil generado To 17/05/2021

Tabla 1. Planificacion temporal de cada tarea

11
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1.5 Breve sumario de contribuciones y productos obtenidos

La propoésito de este trabajo fue principalmente la obtencion de dos productos
que contribuyan a ampliar el conocimiento sobre al proceso de desnitrificacion,
asi como su impacto sobre el medio ambiente, con la finalidad de intentar
mitigarlo.

En primer lugar, se obtuvo un analisis filogenético a partir del alineamiento
multiple de secuencias de proteinas denotadas como enzimas Nor en diferentes
especies bacterianas, usando como proteina molde la éxido nitrico reductasa de
Paracoccus denitrificans.

Como segundo producto se pretendia obtener uno o varios perfiles de la proteina
Nor, que contribuiria a la caracterizacion y mayor conocimiento de esta enzima
de interés medioambiental.

1.6  Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria

En la memoria se encontraran distintos capitulos como el de estado del arte, la
metodologia, resultados y discusion y, finalmente, conclusiones.

En el capitulo de estado del arte se expondra la informacion que se ha
encontrado en la bibliografia sobre la enzima de estudio, que sirve para
contextualizar el resto de los capitulo del trabajo. Ademas, se incorpora por qué
el trabajo es importante y aporta conocimiento de interés a la comunidad
cientifica.

Un capitulo de relevancia serd el de metodologia, ya que se describira
detalladamente cada uno de los pasos seguidos, tanto para el analisis
filogenético como para la obtencion del perfil, asi como el software empleado.
En el caso del andlisis filogenético se encontrardn apartados referentes a la
construccion de la base de datos propia, la comprobacion de la validez de dicha
base de datos para el estudio, el alineamiento mdultiple de las secuencias, la
determinacion del modelo evolutivo, el estudio de la sefial filogenética y la
construccion del arbol. En el caso de la construccion de los perfiles, se detallaran
los pasos seguidos para seleccionar las secuencias de cada clado del arbol para
poder alinearlas y obtener los distintos perfiles. Ademas, se nombrard el software
empleado para la construccion y validacién de los perfiles.

Por otro lado, en el capitulo de resultados y discusion se indicaran los resultados
obtenidos tras aplicar cada uno de los procedimientos detallados en la
metodologia.

12
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Finalmente, el capitulo de conclusiones se encontrara dividido en distintos
apartados que describiran las conclusiones obtenidas tras las realizacion del
trabajo, que incluira una reflexién critica en relacion con los objetivos planteados,
lineas de futuro y el seguimiento de la planificacion.

2 Estado del arte

La desnitrificacion es un proceso metabdlico llevado a cabo por diferentes
microorganismo en ausencia de oxigeno[2]. Se considera un proceso anéxico,
ya que se trata de microrganismos aerobios facultativos, centrandose la mayoria
de los estudios sobre desnitrificacion en bacterias Gram-negativas[3]. Dicho
proceso consiste en la reduccion progresiva de diferentes moléculas
nitrogenadas como NO3z, NO2, NO, N20 y siendo el producto final el N2[2]. Estas
reacciones son catalizadas por distintas reductasas como nitrato reductasas(Nap
o Nar), nitrito reductasas (NirK / NirS), 6xido nitrico reductasas (cNor, gNor o
CuANor) y la 6xido nitroso reductasa(Nos) codificadas por los genes nap / nar,
nirkK / nirS, nor y nos, respectivamente[3]. En la figura 1 se muestran algunas de
estas enzimas, asi como su ubicacion celular y dependencia de cofactores
metalicos. La via que se muestra es representativa de la que se encuentra en
muchas bacterias Gram negativas, como Pa. denitrificans.

NO5~ » N,

Outer membrane

NOz™+ 2H* 2PINO,™ + 2H" N,O + 2H*

Periplasm
>N2 +H0

NO,™ + 2H,0 <[] NO +2H,0
2H* ki

e 2NO N?O +H,0
A

UQH,

UQ/UQH,| UQH,™
pool uQ
AP | Cyt be,
2H*

NO5™ + 2H*
Key:
Y Cytoplasm

| .
‘ @ 'ron-sulfur cluster THeme iron @ Copper

NO,™+ 2H,0

TRENDS in Biotechnology

Figura 1. Representacion de las diferentes enzimas que participan en el
proceso de desnitrificacion en muchas bacterias Gram negativas, como Pa.
denitrificans. Abreviaturas: Nar, nitrato reductasa unida a membrana; Nap, nitrato
reductasa periplasmica; Nir, nitrito reductasa; Nor, 6xido nitrico reductasa; Nos,
sistema de Oxido nitroso reductasa; Ps az, pseudoazurina; Cyt bcl, citocromo
bcl; Cyt ¢550, citocromo ¢550. A medida que el diagrama fluye de izquierda a
derecha, el aceptor de electrones se reduce progresivamente con NO3
reduciéndose a gas N2. [2]
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Algunos de los impulsores de la via de la desnitrificacion son la disponibilidad de
oxigeno, la presencia de compuestos nitrogenados como nitrato, nitrito u éxido
nitrico, y finalmente, donantes de electrones adecuados, como compuestos
organicos del carbono[3].

El 6xido nitrico(NO) es una molécula implicada en sefalizacion celular y en la
defensa del huésped, ya que debido a su toxicidad se han desarrollado
mecanismos que lo transforman rapidamente a 6xidos de nitrogeno[4]. Ademas,
el NO es un precursor del 6xido nitroso (N20), un importante gas de efecto
invernadero. Esta caracteristica hace esencial el estudio de diferentes
mecanismos genéticos y moleculares con la finalidad de mitigar diferentes
problematicas medio ambientales actuales. Se han conocido factores de
trascripcion (NorR, NnrR, NsrR y DNR) implicados en la desnitrificacion, en
respuesta al NO[3].

Aunque el diéxido de carbono(CO>) es el gas efecto invernadero mas conocido,
el N2O resulta tener una potencia mas de 300 veces mayor, y, ademas, también
contribuye a la disminucion del ozono estratosférico[5]. Se piensa que
aproximadamente el 62% de la emisiones de N2O a nivel mundial, provienen de
suelos naturales y agricolas debido a la desnitrificacion bacteriana y a las
oxidacion del amoniaco. La intensificacion de la agricultura conllevara en el futuro
un mayor impacto medio ambiental si no se encuentran formas de reducir las
emisiones bioldgicas de N2O[1]. Se necesitan modelos para estimar las
emisiones de Oxido nitroso a diferentes escalas espacio-temporales para evaluar
las opciones de mitigacion[6].

El paso de NO a N20O representa una reaccién inusual, ya que se da la formacion
del enlace NN[7]. Dicha reaccion es catalizada por la enzima Oxido nitrico
reductasa (Nor) durante el proceso de desnitrificacion:

2NO + 2e + 2H* — 2N20 + H0 [8]

La reaccion tiene lugar en la cara externa de la membrana citoplasmatica, tal y
como se puede observar en la Figura 1, y la mayoria de ellas se han identificado
en Proteobacterias[3]. Nor se encuentra clasificada dentro de la familia de las
hemo-cobre oxidasas (HCO)[9] y representa un tipo de respiracién anaerobia [8].
En esta familia de proteinas se incluyen las citocromo ¢ oxidasas, y la diferencia
principal entre estas y Nor es que la ultima presenta hierro en lugar de cobre en
su centro binuclear[4]. La forma mas estudiada de Nor es cNOR o NorBC, que
se encuentra principalmente en bacterias desnitrificantes y consiste en un
dimero unido a la membrana que oxida el citocromo c [10]. Las subunidades de
cNOR o NorBC se encuentran codificadas por los genes norB y norC [11]. Se
confirmo la presencia de 12 hélices alfa transmembrana en la subunidad NorB,
mientras que NorC se encontraba unido a la membrana mediante un Unico
segmento transmembranal [12]. Por otro lado, aparece otra forma en bacterias
patdbgenas no nitrificantes, bacterias desnitrificantes y arqueas, que acepta
electrones del quinol, denominada gNor, presentado en este caso una Unica
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subunidad[8]. Ademas, las enzimas gNor presentan una extensiéon N-terminal
que esta ausente en NorB del complejo cNor. Finalmente, se describe un grupo
inusual de gNor denominado CuANor|[3].

Tal y como se ha comentado anteriormente, las subunidades del complejo
NorBC se encuentran codificadas por los genes norB y norC. Dichos genes
habitualmente se cotranscriben con genes como norD, norE, norF y norQ. Se
dabe que norQ y norD siempre estan vinculados a norBC, sin embargo, los genes
norkE y norF pueden estas distantes o ausentes en algunos genomas[13]. En la
figura 2 se pueden observar distintos patrones de genes Nor en bacterias
desnitrificantes.

norE FC B Q D

PODPEEDE > A wmefaciens

WL et — P. stutzeri
mirP O Q
(EBODES P. aeruginosa

nrsS Q@ OPF
DEEDEDT D P ceniiicans
.--Igﬂ » Magnetococcus sp.

nay

PEDE N. suropaea
) R. eutropha

nord

Figura 2. Patrones de genes Nor de bacterias desnitrificantes. Los genes
homologos se muestran en colores idénticos. Los marcos de lectura codificantes
se escalan al tamafio relativo; los recuadros de flechas indican direcciones de
transcripcion[13].

Por otro lado, se ha visto que los hongos también presentan un sistema de
desnitrificacion que consiste en la reduccion del nitrito a N2O durante la
respiracion anaerobia mediante la actividad conjunta de la enzima nitrito
reductasa (NirK) con cobre y una reductasa de éxido nitrico del citocromo p450
(P450nor) [1]. La reaccién catalizada por P450nor es:

2NO + NAD(P)H + H*— N20 + H20 + NAD(P) + P-450nor [11]

El producto final de la desnitrificacidon fungica es el 6xido nitroso (N20), ya que
estos organismos no presentan la enzima Oxido nitroso reductasa (NoS).
Ademas, P450nor no presenta anclaje a la membrana (presente en todas las
enzimas eucariotas del citocromo p450) y no tiene actividad de mono-
oxigenacion[11].

La enzima que se encarga del paso de N2O a N2 es la 6xido nitroso reductasa
(Nos), que es un sumidero de eliminacion del oxido nitroso[5]. No obstante,
resulta importante estudiar el papel de Nor, ya que se ha visto una ausencia
significativa de la regulacion por N2>O[1]. Es decir, muchos microorganismos
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desnitrificantes no responden con la produccion de Nos frente al incremento de
N20, de forma que el producto final es N2O en lugar de N2. De hecho, se dice
que la desnitrificacién es un proceso modular, ya que un organismo no siempre
presenta el conjunto completo de enzimas desnitrificantes cuyo producto final es
el N2[5]. Esto resulta un importante problema a nivel medio ambiental porque
conlleva un aumento de los niveles de N2O en el planeta. Por este motivo es
esencial modular el proceso de produccién de produccién de N2O por Nor.
Ademas, se piensa que la regulacién de la emision de N2O tiene una base
genética, ya que se establecio una relacion causal entre la composicion de la
poblacién desnitrificante y las posibles emisiones de N2O[5].

3 Metodologia

3.1 Construccion de la base de datos propia

Como punto de partida del trabajo, se uso la herramienta PSI-BLAST (Position-
Specific Iterated Blast)[14] para la creacion de una base de datos propia de
secuencias de proteinas, ya que dicho algoritmo realiza una busqueda tipo
BLAST, pero mucho mas sensible. Se decidié usar esta herramienta porque
permite buscar proteinas homoélogas lejanas a partir de una secuencia de
consulta, de esta manera se puede obtener una base datos de secuencias
homélogas repurada.

PSI-BLAST comienza buscando en una base datos a partir de una secuencia
molde y después, construye un alineamiento multiple de las secuencias
obtenidas. Este primer paso de busqueda es idéntico al seguido por BLASTp. A
partir del alineamiento mdultiple se obtiene una matriz de puntuacibn PSSM
(position-specific scoring matrix), que se usa para buscar, nuevamente,
secuencias homodlogas en la base datos. El proceso es iterativo hasta que se
decide finalizar la busqueda o hasta convergencia.

En el caso concreto de este trabajo, se us6 como secuencia de consulta la
secuencia proteica de la 6xido nitrico reductasa de Paracoccus denitrificans
(Acc. Number: GEK68812.1), ya que es la bacteria desnitrificante mejor
caracterizada[15].

La busqueda se realiz6 en la base datos “non- redundant protein sequences(nr)”
en organismos bacterianos. Ademas, se seleccion6 un maximo de 1000
secuencias y un umbral restrictivo de 0,001. Tras ocho iteraciones, se obtuvieron
un total de 230 secuencias anotadas como “nitric oxide reductase”, que fueron
las seleccionadas para la construccion de la base de datos.
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3.2 Comprobacion de la validez de la base de datos

Con la finalidad de comprobar si la base de datos presentaba secuencias
relevantes para el estudio, se decidio realizar una busqueda similar en PSI-
BLAST usando como query la secuencia de la 6xido nitrico reductasa de
Bradyrhizobium japonicum (Acc. Number: KMJ97954.1), ya que se describe en
la bibliografia como un organismo Rizobios desnitrificante asociado a
leguminosas[3]. Se mantuvieron los mismos parametros de busqueda que para
Pa. denitrificans para que el resultado de la comparacion fuera lo mas preciso
posible.

3.3 Alineamiento multiple de las secuencias

Una vez confirmada la validez de la base datos propia se procedié al
alineamiento multiple de las secuencias proteicas. Para ello se usé el programa
MEGA X[16], mediante el software MUSCLE[17]. Se decidié usar MEGA X
porque se trata de un programa de uso cotidiano por muchos expertos en el
ambito cientifico, dado que permite un gran variedad de andlisis, esta disponible
para diferentes sistemas operativos y es eficiente a nivel computacional. Por otro
lado, se escogi®6 MUSCLE para el analisis, ya que resulta ser eficiente
computacionalmente, rapido y preciso.

El input para realizar el alineamiento fueron las 230 secuencias de la base de
datos obtenida a partir de PSI-BLAST. Ademas, se tuvo que realizar una edicion
manual de algunas secuencias, dado que al cargarlas en MEGA X se
incorporaron espacios al final de la secuencia, lo que llevaba a la obtencién de
un incorrecto alineamiento.

[E] MUSCLE Alignment Options X
Option Setting
GAF PENALTIES
Gap Open -290
Gap Extend 0.00
Hydrophobicity Multiplier | 1.20
MEMORY/ITERATIONS
Max Memery in MB | 2048
Max lterations 16
ADVANCED OPTIONS
Cluster Method (terations 1,2) UPGMA
Cluster Method (Other lterations) UPGMA
Min Diag Length (Lambda) 24

? . Help Reset | Cancel

Figura 3. Parametros seleccionados para el MSA
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3.4 Determinacién del modelo evolutivo

El siguiente paso del estudio consistié en determinar a qué modelo evolutivo se
ajustaban mejor los datos obtenidos en el alineamiento, con la finalidad de
obtener una estimacion filogenética mucho mas precisa. Dicha determinacion se
realizo con diferentes softwares, para comparar los resultados. En primer lugar,
se us6 MEGA X, ya que ofrece esta funcion y se puede realizar de forma sencilla
debido a su interfaz grafica. Ademas, se determin6é el modelo evolutivo con
ModelTest-NG[18], dado que aparece descrito en la bibliografia como una
implementacion de dos programas ampliamente conocidos y usados (jModelTest
y ProtTest), siendo mas eficiente y con nuevas caracteristicas. Finalmente, se
us6 ModelFinder[19], el servidor web de IQ-TREE[20], descrito como un método
rapido de seleccion de modelos.

3.5 Estudio de la sefial filogenética

Para comprobar que los organismos de la base datos tenian relacion y el
alineamiento de sus secuencias no se habia producido por azar, se realizd el
estudio de la sefial filogenética. Para llevar a cabo dicho estudio se uso el
software TREE-PUZZLE[21]. Se eligio este programa dado el facil manejo que
presenta y la variedad de estudios que incluye. En concreto se uso la
herramienta “Likelihood mapping”, que resulta ser una forma sencilla de
visualizar el contenido filogenético de un alineamiento de secuencias [22]. Cabe
destacar que fue necesario realizar una conversion del alineamiento multiple en
formato FASTA a formato Phylip para que este pudiera ser usado como input de
TREE-PUZZLE. Para realizar dicha conversion se uso la herramienta EMBOSS
seqret del EMBL-EBI.

GENERAL OPTIONS

m likelihood (ML)

ty? Uniform rate

Figura 4. Opciones seleccionadas para el estudio de la sefa filogenética con
TREE-PUZZLE en el terminal

18



Ana Belén Valverde Guirao
3.6 Construccion e inferencia del arbol filogenético

Para la construccién del arbol filogenético a partir del alineamiento mdultiple se
uso el programa MEGA X, dado el sencillo e intuitivo manejo de este. Por otro
lado, se decidié6 emplear el método probabilistico de maxima verosimilitud para
la construccién del arbol, ya que es el método mas frecuentemente usado en
filogenia molecular[23]. Ademés, dado que en este analisis se usaron secuencias
homologas distantes, resulto de interés el uso de este método porque requiere
que la que evolucion de diferentes sitios y linajes sea estadisticamente
independiente.

Para la inferencia de la historia evolutiva mediante el método de maxima
verosimilitud se indicé que el modelo de sustitucidon a aplicar debia ser el modelo
LG[24], ya que result6 ser el modelo evolutivo al que mejor se ajustaban los datos
en analisis previos. Por otro lado, los arboles iniciales para la busqueda
heuristica se obtuvieron automaticamente aplicando los algoritmos Neighbour-
Join y BioNJ a una matriz de distancias. Ademas, se uso una distribucién gamma
discreta.

Finalmente, para la evaluacion de la filogenia se aplico el método de
Bootstrap[25]. En concreto, se indico un total de 1000 replicaciones de Bootstrap,
ya que, a mayor numero de réplicas, mejor es la estimacion del intervalo de
confianza.

MWK Analysis Preferences

Phylogeny Reconstruction

Opticn
ANALYSIS
Statistical Method
PHYLOGENY TEST

Test of Phylogeny —

No. of Bootstrap Replications —»

SUBSTITUTION MODEL
Substitutions Type
Model/Method

RATES AND PATTERNS

Rates among Sites

No of Discrete Gamma Categories

DATA SUBSET TO USE

Gaps/Missing Data Treatment —

TREE INFERENCE OPTIONS
ML Heuristic Method
Initial Tree for ML

Branch Swap Filter —

SYSTEM RESOURCE USAGE
Mumber of Threads

7 ) Help

Setting
»  Maximum Likelihood

EBootstrap method

1000

> Amino acid

» | LG model

» | Gamma Distributed With Invariant Sites (G+[)

> 5

Use all sites

» | Nearest-Neighbor-Interchange (NNI)

» | Make initiol tree automaticolly (Default - NJ/BiohJ)
None

» | 18

X ) Cancel

Figura 5. Opciones seleccionadas para la construccién de un arbol
filogenético empleando el método probabilistico de méaxima verosimilitud
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Para estudiar qué organismos estaban presentes en cada uno de los clados del
arbol, se emple6 la herramienta en linea Taxonomy browser del NCBI, en
concreto Taxonomy name/id Status Report Page, donde se introduce una lista
de organismos y se obtiene un documento que contiene los IDs taxonémicos de
cada uno de ellos. Este ultimo documento se importd en R y, mediante el uso de
paquetes como myTAl y plyr se cred una funcion para obtener la taxonomia
completa de cada uno de los organismos de los diferentes clados(Anexo llI).

3.7 Creacion de perfiles proteicos y busqueda de coincidencias en bases de
datos

Como paso previo a la obtencién de los perfiles, se realizaron los alineamientos
multiples de las secuencias de cada uno de los dos grupos identificados en el
arbol. Para realizar dichos alineamientos, fue necesario obtener las secuencias
de cada clado en formato FASTA. Para ello, se cre6 un script de R(Anexo VI)
donde a partir de los labels de cada clado recuperados de MEGA X, se usé el
fichero multi-FASTA de las 230 secuencias tras la busqueda en PSI BLAST para
encontrar las coincidencias y obtener dos ficheros FASTA distintos con las
secuencias aminoacidicas de cada clado. A continuacion, se alinearon las
secuencias con MEGA X mediante MUSCLE. Ademas, se obtuvieron las
secuencias consenso de cada clado del arbol mediante la herramienta EMBOSS
Cons[26], usando como input los alineamientos multiples de cada uno de los dos
clados.

Se us6 HMMER para la construccion de los perfiles HMM (Hidden Markov
Models) [27]. En primer lugar, se empleé hmmbuild, usando los alineamientos
multiples de las secuencias de cada clado como input, para obtener los perfiles
HMM. Una vez obtenidos los dos perfiles, se procedié a usar hmmsearch para
buscar coincidencias entre ambos perfles y la base de datos
Uniref100(descargada en mayo de 2021). Cabe destacar que no fue necesario
la calibracién del perfil con hmmcalibrate porque dicha funcion de calibracion ya
se encuentra incorporado en hmmbuild de la dltima version de HMMER.
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> ‘ Construccion de la base de datos propia ‘

PSI BLAST

N

Studio > ‘ Comprobacion de la validez de la base de datos ‘

m > ‘ Alineamiento maltiple de las secuencias ‘

MUSCLE
en MEGA X

N

X1
> ‘ Determinacion del modelo evolutivo ‘
.{0‘ 1Q-TREE|

NS

EMBOSS seqret

. . > ‘ Estudio de la sefial filogenética ‘

TREE-PUZZLE

> Construccion e inferencia del
arbol filogenético

Creacion de perfiles
=HMMER :> proteicos y busqueda de coincidencias en
bases de datos

Figura 6. Workflow llevado a cabo

4 Resultados y discusion

Tras las busqueda en la bibliografia y la eleccion de la secuencia de la enzima
Nor de Paracoccus denitrificans como molde para la busqueda en PSI-BLAST,
se obtuvo una base de datos refinada de 230 secuencias homoélogas anotadas
como nitric oxide reductase, las cuales aparecen en el Anexo Il de la memoria.
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Dado que era de vital importancia la validacion de la base de datos construida
para continuar con el analisis, se comparoé dicha base de datos con el resultado
de la busqueda en PSI-BLAST usando como query una secuencia de Nor de un
organismo distinto (Bradyrhizobium japonicum). En este segundo caso y tras
siete iteraciones, se obtuvo un total de 247 secuencias anotadas como nitric
oxide reductase. Para comparar los archivos multi-FASTA obtenidos en las
ambas busquedas se cred un pequefio programa en R (Anexo |) que comparaba
ambos ficheros. Se obtuvo que 94,78% de las secuencias de la busqueda con
Paracoccus denitrificans también se encontraron para Bradyrhizobium
japonicum. Esto indicé que la base de datos era representativa y se podia
continuar con el estudio.

Una vez validada la base de datos propia, se continué con el alineamiento
multiple de las secuencias que la componian. El alineamiento mostré regiones
centrales conservadas entre las secuencias aminoacidicas de los distintos
organismos homologos, asi como los extremos N y C-terminales muy variables,
tal y como se puede observar en la Figura 7, donde se muestra el resultado del
alineamiento multiple de las diez primeras secuencias.

El siguiente paso consisti6 en determinar el modelo evolutivo que mejor
explicaba los datos del alineamiento obtenidos. Tal y como aparece en el
apartado 3.4 de la metodologia, el modelo evolutivo se determiné mediante tres
programas diferentes. En la tabla 2 aparecen los siete primeros modelos con
menor valor BIC obtenidos a partir de MEGA X. El modelo que mejor explicaba
los datos resulté ser LG+I+G4. Con los otros dos programas nombrados se
obtuvo el mismo resultado.

Model Parameters BIC AlCc InL (+1) (+G)
LG+G+l 459 50762,050 46383,755 -22730,829 0,09 0,41
LG+G 458 50763,661 46394,896 -22737,409 n/a 0,37
LG+G+F 477 50862,337 46312,511 -22677,043 n/a 0,35
LG+G+I+F 478 50868,135 46308,780 -22674,168 0,07 0,38
WAG+G+I+F 478 51109,365 46550,011 -22794,784 0,10 0,44
WAG+G+F 477 51114,588 46564,763 -22803,169 n/a 0,39
JTT+G+F 477 51176,652 46626,826 -22834,201 n/a 0,38

Tabla 2. Resultado de las primeras columnas y los primeros siete modelos
evolutivos con menor BIC a partir de MEGA X
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Figura 7. Alineamiento multiple de las diez primeras secuencias obtenidas tres la
busqueda en PSI-BLAST. Dicho alineamiento se realizé en MEGA X con MUSCLE.

Figura 8. Resultado tras realizar e/ “Likelihood mapping” con TREE-
PUZZLE para estudiar la sefial flogenética
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Por otro lado, resultaba interesante estudiar la sefial filogenética y se obtuvo que
las secuencias de la base datos presentaban una intensa sefial filogenética. En
la figura 8 aparece el resultado, y debido a la distribucion de los puntos, se pudo
afirmar los datos son adecuados para la reconstruccion filogenética.

Una vez obtenido y revisado el alineamiento mdultiple de las 230 secuencias
recuperadas de la busqueda en PSI-BLAST, se procedié a la construccion del
arbol filogenético (Figura 10), cuyos parametros se puede revisar en el apartado
3.5 de la metodologia. El arbol mostré dos ramas claramente diferenciadas, a las
que se las llamé Grupo A(o clado 1) y Grupo B(o clado 2). El grupo A estaba
constituido por un total de 162 secuencias correspondientes a la subunidad
grande de la oxido nitrico reductasa. Entre los géneros bacterianos de este
primer grupo, predominaron Rhizobium, Ensifer, Sinorhizobium, Brucella y
Ochrobactrum. En el caso del grupo B, éste estaba conformado por 64
secuencias de una gran variedad de géneros bacterianos, siendo muy
predominante la familia taxondmica Rhodobacteraceae.

Para una mejor interpretacion de los resultados del arbol, se obtuvieron los
identificadores taxondmicos de cada organismo y se determiné la clasificacion
taxondmica completa (Anexo lll). Dicha clasificacibn completa se encuentra en
las tablas de los anexos IV y V, que corresponden a los organismos del clado A
y B, respectivamente.

Dado que no se disponia de la clasificacion completa de todos los organismos
del clado B, solo se pudo estudiar el conjunto completo a partir del taxén Clase.
Se vio que préacticamente todas las bacterias del clado B pertenecian a la clase
Alphaproteobacteria. Por otro lado, se pudo obtener que, al menos, el 70% de
los organismos pertenecian al orden Rhodobacterales.

En el caso del clado A, se disponia de una clasificacion taxonémica mas
completa y se pudo estudiar el conjunto completo de organismos en funcion del
taxon Familia. En este caso, mas del 99% de las bacterias pertenecian a la clase
Alphaproteobacteria y la distribucibn de las distintas familias bacterianas
presentes en el clado A aparecen representadas en la figura 9.

Distribucion de familias bacterianas
0,62% en el clado A

1,23% 0,62% 0,62% 0,62%
1,85%
H Rhizobiaceae
Brucellaceae
Phyllobacteriaceae
29,01% Bradyrhizobiaceae
Alcaligenaceae
85,43% Boseaceae
= Kaistiaceae

= Methylobacteriaceae

Figura 9. Proporcion de familias bacterianas presentes en el clado A del arbol
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Figura 10. Arbol filogenético. (Continuacion)
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Figura 10. Arbol filogenético construido mediante el método de méxima
verosimilitud. Se han indicado los valores de Bootstrap mayores al 50% y se ha
coloreado en funcion del Genero para facilitar la interpretacion.

Tas estudiar el resultado de la filogenia, se pasé al segundo gran apartado del
trabajo, el de la construccion de perfiles HMM de la proteina Nor a partir de los
alineamientos multiples de las secuencias de cada clado.

El alineamiento multiple de las 162 secuencias del grupo A presenté un total de
476 columnas alineadas. Dicho alineamiento se puede consultar en la Figura 11,
donde se muestran las primeras cinco secuencias del clado A alineadas.

SpeciesiAbbry EEERRERIEREEEEE o [ FERICEREERE Salo] | 12 [=I*[=] 1#] 1=[=] 1*] 1*[+] = 4] FEIE ST T 1+ | [+
1. AACT9449.1 nitric of MK ¥ Kvamey Fy@a  @erca@virByv oA v e LB Pl VRN A L vl B vBaRY v L LRPBEA LyBRRLa I ABFl i FLiaaa A
2. WP 105384042.1 |- MK ¥ KvamiyFy@aL@Lrva@vir@yvia@T vv i pNT LSE L LR FN VRN HENA L vl L B m@AY YL LREEA LEBPKRLATAQFW I FLBrAAVA
3. WP 146144239.1 |- MK ¥ Kvamiyry@a @rreadyvirByvia@E vvmp T LSE L LR FN VRN HENA L vl L B mBaRY YL LR EEA LYEPKRLATAGFWI FLIAAAVA
4. WP 012707560.1 |- [MK ¥ KvamLyrY@aL@Lroadyir8v i ABE vv i pNT LSE L LR FN VRN HENA L vl LMB B ARY Y LLREEA LYBPKIATAGFWI FLIAAAVA
5 WP 1128011791 MU - MK ¥ Kvamiyry@a@erval@v i r8v i aBE vv P T LSE L LR RV VRN HENA L vl L B mBARF YL LR EEA LyBPKLAIAQFMI FLBrAAAVA
SpeciesiABbry FIEE FEREEEEEEE 5 FE <[ 15[ T*] [#[=[=]=[*]*] S T+ [+ FEERREEEEEEENEETEE FEFEEEEEEEEEENE
1. AACT9449.1 nitricoV VIBIYMFK | HE - BREF L PFILI1KI IVIVCLMFLFNVEM LK L1 F@EL - \AlFFLF.F" P A LALBDKMY ¥YVVHLWY v LIMASVL
2 WP 1053840421 nitV VIEBIY L FK | HIE - BRIEF L PFI 1KV IVVVCLMFLF I MEV LKBRKT VY L1 F@EL -BVAIFFLFAFYNPA LALBDKMY ¥YVVHLWY v LIMASVL
3.wP 148144239.1 itV VG Y M F K 1 HIE - BRIEF LEQP Fa kv v vemE L Flv MRS L kBRI vEN Lo F G L8 A Fr L FBIF NP AN L A LBIKM YWY v v H LB WE L 1 maSIv L
4. wP 127075601 niev v @Y L FH 1 HIE - BRIEF LENGP Fa kv vvvarmE L E LV LK PLEELM-Bvar FELFAR YR ML A LBIKMYIWMY v v H LY EEYIMEL I MASY L
s.we 1128011790 WUV viE Y L EK 1 HIE - ERIEF LERP F 1 kvE vvveme L Fl EMEY LkERKEY VEN L1 FEL VvALFFLFAFYMPAMNLALBIKMYWMMYvvHLNYEEYIMEL I MASY L
Species/Abbry ST T=[= =]+ | =] [*[=]*] [*]*[=]*[+]] S To[l#[]#] [=|*[= =1 *[=] [=]=] [=|%[=] [=[=|*[=*[*[=] [=]*[*=]=[=|*]*[]*] =] | ST ToT T T#=] 1] 1] T*1=] T=]=[*] [*[=]=[*] [*[*] [=[]*]=
1.aaC79420.1 niwricolA F L0 1 K LG BIRElV vBKE L vv i vBLaL B C Hey vl [@ar @y 1[8N By AR vy FfF v WK ABRKHPHR A~ L LB BcBlvmar cEaBv
2. WP 1053640421 nidA £ LW 1 K L NG | BIRE[v v [ERW L vv 1 vELA L Sl L HHF YW argy 1188[L F S| LBV AR FEfmy o FfEFvmTEWKABRKHPHRAA L LS [EcSlvmarrEagv
3.WP 148144235.1 nitA F LW 1 K L JNIG | BIRElv v ERW L vv 1 vELA L FSIE 1 L Oeas -0 -5 1168[L FS{ LBV AR FE[mv o FEFvmTEWK ABRKHPHR A A L LS 1 Ec/SlvimaFr8alv
4. WP 012707560.1 nicA F L W 1 K L JNIG | BIRElv v [EKW L vv 1 vELA L FEIE 1 L OEas -0 -6 1168[L F S| LBV AR FEEmvy EfF v EWK ABRKHPHK A A L LS 1 EcSlvmaFrBagv
5. WP 112801179 T MUA FLM I K L I REVVEKWLYVIVEBLALF L HHFY 1 AP Y I LF LIEVAPFFEMV I FIRFVM KAGRKHPNRAALL I CEVMAFFGAGY
Species/abbry a2 [=] [#]a]5]] | | | x| [ 2] 25| x| 2] 2 5] 2] [#]2]# == =] [uls] | [=[#]=] [+ ERREEEEEEREERRE < | [=] [+
1. AACT9449.1 nitric o -FLHEL VINYYTH VIAAHGHLAFFBAYVMLNLAIMAYAVP RKPY LEMVEFWMMCTAMSVMEFALTFAGY LAVHLQRY L ¥ MB v L
2. WP 105384042.1 nit} -FLHEL VINYYTH VIAAHGHLAFFBAYVMLNLAVMAYAVP RAPY M LISMV S F IMCEAMSVMEFALTFAGYLOYHLQRY L ¥ MB v L
3. WP 1481442391 nit} ~-FLHEL VINYYTH VEAAHGHLAFFBAYVMLNLAIMAYAVE RRPY LEMVEFWMMCTAMSVMEFALTFAGV LOQVYHLQRYV L Y MB Vv L
4.wP 012707560.1 B - F L HE L [SSlv N v v [ifn iiaaH@HLAFFEAYVMLELA IMAYA IR RAPY LI8[1 v F s mclslamSlvmE{FalFaBvvi@vHL@RY L EMA Y L
5.wp 112801179.1 MM - F L A L SISV MY vElH viiaan@HLarr@avvmifiavmayaip RAP VNG LEMVE FWMmcEamEvmEra LfFaBvi@vri@rRyL vuBv L
Species/abbry

1. AACT3443.1 nitric oxide reductase large subunit precursor Pseudomonss sp. G-173 vEvLiBaimevilla LvpBKBRvEAABE AERPEER Fp A REPEAABRE LB #PBEN . R
2. WP 105384042.1 de reductase alkalisoli VFVLLSALMFLWALFVPER RlPA RAA I PABEE - - - - - - - - ---------------
3. WP 1481442391 nitric-oxide reductase large subunit Rhizobium cellulosilyticum WEWVLI ALMFVWAI LVPBKDRVPAI I AEPAEE - - - « = = = = o o o e e e e e e e e e
4. WP 0127075601 de reductase large fregi vvviLiBaLmE WAy veBRSREPAPSGAvIQPABE- - - - ...
5. WP 1128011791 MULTISPECIES: nitric-oxide reductase VEvLLSALMFLWALFVPBRIERQPABRAA 1RPABE- - - - - - -

R

6. WP 037449665.1 ity de reductase large fredii VVVLVSALMF WAV LVE PAPSQAVQPRARE - - - - - - - - - - - - -

Figura 11. Alineamiento multiple del primeras cinco secuencias del grupo A
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En el caso del clado B, tras el alineamiento resultaron un total de 472 columnas
alineadas de las 64 secuencias que lo componian. El alineamiento multiple de
las primeras cinco secuencias se muestra en la figura 12.

Species/Abbrv 4] A [ [= = [+] [5] [«[+]+ [+ [+ [+
1.0vwsss72.1 [ - - Kiavayriameir vEv LLAGWY ¥ vSlPINE L LPFNI 1RMLH LivlLLL aavyLi PIEIEAERE HEPEL v @La cviEEL
2.0V%44479.1 11 - | - - KIALAYFLVAMALFAVVSLGLY LGW! vV FLEEILRF RMLH LivlLLL AAYYLIP RE! vSPKLAYL@LAI FVLETA
3. GHG33044.1 (| K1ALAY I AVALALFAGvEVEL I @y vv FLEEI LPF RMVH ALYV AAYFLIPEEAERE HElPFLAYL@LFI LVvAGHA
4. AKE49362.1 M| KIALAY I AVALALFATGVEMEL 1 1@y 1YV E FLEEILRF RMVHTNA LV VIMLLC AAYFLIPEEAERE HEPFLAYLGLFI LVVETA
5. PKP74566.1 n) KIALAYFLVAMALFAV@vELEL vmEHEY v v FLEE LPFNI ARMLH LivLLL AAYYLIPEEAERE! KLalL@La rviBEA
Speciesifbbry | |+ a[afals] [=]<[+] [+]4] 2+ [+ 4 FRE 4 | [+]+ a[+[a] [ [=[+]+
1. OVWS5572.1 (V V V FNLF FLL@xBEREF B8r L livk I B vvasr rLyvEvE s [8rRkEs v B8 ALFrLrarvPH LlL Ky Wy v v H L v [EE v WE L v
2.0v¥a478.1 vV V VR Y FERIL F FLLBKQEREFL VKAG I VVAALIFLFNVSMEY LSEKKEA I ILLLELMWELALLFLFAFYIMPEN LA LBKMYWINYVYHLMY Lv
3.GHG33044.1 A V A[RY L F[MIP YFV RIEFL VKV vvaaL il FLYNvEMEY L KER KEE ILLIELMELALLFLFAFYNPANLELDKE Y WW YV I HLWYEEYWEL |
4.AKE493621 AV L P YFV REFL VKV vvaAa Ll FLYNYSMEY LKER KT ILLIELMELALLFLFAFYNRA LIL KI" YV IHLWY Ll
5. PKP74566.1 MV V VI[Y L FNIL F FLLEKEEREF LEQPKWMVKAGI vvasL FLYNvEMEY LAGRKEA | tLL g e Bl rrarviMPEN L A CBlkmy WMy v v H LV LV
Species/Abbrv 4 3| | (5] [+ 2+ |+ | [+]+]4] P [ Y Y Y P My Y = [+ [#]5]4] |4 | [5|s]a]s] []+] |+ AN
1.0YWs5572.1 (VMABIV LA F LM LK LITEVBIREV vEK LYV\V-LF HHY YW I FIS§L VIPFFLMMVF.FVMV RREHPINKAA L LWS|L viaF[F
204791V MAS 1 LAY LMLK LIS vBIREV VEKML YV I vAAALF HHY YW I FSS|LEVVRFFAMMAFAFVIMY RRBHPMNKAALLWSLECARL A F[F
3.6HG33044.1 1 | MAS 1 LEFLMLK LTEVBIREV vEKML Y v I vallaLr HHY F W | FESlFEVVR FFAMMAFAFVIMY RRBHPMNKAAL LWS[LECcAvVLAF[F
4. AKE49362.1n | MA \LIFLMLKL vDREV V[EK LYV\VAIALF HHY FW | FSSFEVVRFFAMMAFAFVIMY RREHPMNKAALLWS/LECAVLAF[F
5.PKP74566.1 TV MAS| | LAFLMLK L[TEVBREVVEKWMLY v IivaraLF HHY YW I FSS|LEVVRFFAMMAFAFVIY RRBHPNKAA L LS| Gc A
speciestabbry |+| [</< | [#]+] 5 =[«[+]= | [+[+] [&] [#]«[+]+ + | [+ <[ [ [+[+] [ [+ + = [+

1.0vws5572.1 (A G v WG F v 1T L HiGv Ny v H Ifaan@rHiarr@ayveLMoiar FEvAre Y LkNRDP viNGY LNMTS F Bl F v Ll]F A YMEV L
2.0v¥a4479.1 nA G vIME F L HE L HEVIN Y YT IMAAHBH LA FF@AyvELMLA 1 [8vamp i Lk@rBe v NG L F mv F M F A FuBlv L
3.GHG33044.1 1A (G | WIEF LHE L HGVIN Y vTH VEAAHGHLAFYEAYVCLNLALFSYAMP I LRRRBIP YNQY L F ML FM FIL FA Y MEV L
4. AKE49362.1 nAfE | WIBF L HIE| L HiGVIN Y YT H VEAAHGHLAFYEAYVELNLALFSYAMP I LRRRBIP Y NQY L F MLFMEFALMFA Y HEV M
5. PKP74566.1 nA GV WIE[F L HIE|L HIG VMY v[EH IBaav@riarr@ayvELMoa i gvavpyvokBrBe vGY L F My el PR LA FuBlv L

Species/Abbry |
1. OYWS5572.1 nitric-oxide reductase large subunit Hyphomicrobium sp. 12-62-95 LALFYYMRFEGAGVAVVLEBAILFVI AlL FP-RRELIAPN-RBAALSPARE- - - - - - - - -
2. 0YX44479.1 nitric-oxide reductase large subunit Rhodobacterales bacterium 32-67-9 Lll FFAMRF VAVVLBALLFIYAVLVP-RKEI I lP HMA A
3. GHG33044.1 nitric oxide reductase Paracoccus aerius LALFYWMRF VAVVLEAILFIYAL Fl— RREVVRP I AA
4. AKE49362.1 nitric oxide reductase large subunit Paracoccus sp. SY MALFYWMRF VAVVLEBAILFIYALSFP-RREVVRP YIAA
5. PKP74566.1 nitric-oxide reductase larg: phap ia bacterium HGW-Alphap 5 L@l FYamRF vavvi@vaLriya vpl- Bk 1 Ee HvAAlf

Figura 12. Alineamiento multiple del primeras cinco secuencias del grupo B

El resultado que se obtuvo tras alineamiento de las secuencias en funcion del
clado mostr6 fue que aparecian muchas méas zonas coincidentes. Por otro lado,
las secuencias consenso calculadas mediante EMBOSS Cons fueron las
siguientes:

>Seq_consenso_clado_1

XMKYQTQKVAMLYFYGALGLFLAQVLFGVLAGTIYVLPNTLSELLPFNIVRMIHTNALIV Aminodcido (ij(:llil?:tie
WLLMGFMGATYYLLPEEAETELYSPKLAIAQFWIFLVAAAVAVVGYLFHIHEXGREFLEQ Alanina A
PFXIKVGIVVVXLMFLFNITLTVLKGRKTTVTNILIFGLWXGVAIFFLFAFYNPINLALD Arginina R
KMYWWYVVHLWVEGVWEL IMASVLAFLMIKLNGIDREVVEKWLYVIVGLALFSGILGTGH _Asparagin N
HYYWIGAPGYWQWIGSLFSTLEVAPFFTMVIFTFVMTWKAGRKHPNRAALLWSIGCSVMA AC":;;Z?::'CO 2
FFGAGVWGXFLHTLSSVNYYTHGTQVTAAHGHLAF FGAYVMLNLAVMAYAIPEIRGRAPY Glutamina Q
NQWLSMVSFWMMCTAMSVMTFALTFAGVVQVHLQRVLGESFMDVQDQLALFYWIRLGSGV Acido glutamico E
VVLISALMFIWAVLVPGRERSXSLSXXVQPAEEXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX siﬁ:; E
Isoleucina I
>Seq_consenso_clado_2 Leucina L
XxxxXMKYQSQKTAXAYFLVAMAL FAIQVLGGLLAGWIYVSPNFLSEILPFNIIRMLHTNS M:T;:T‘na ;
LIVWLLLGFFGAAYYLIPEESEREIHSpKLAYLQLIILVVGTLGVVVTYLFNLFEGNWLL Fenilalanina F
GXEGREFLEQPLWVKXGIVVAALIFLYNISMTVLAGRKTAITNILLLGLWGLALLFLFAF Prolina P
YNPDNLSLDKMYWWYVVHLWVEGTWELVMASTLAFLMLKLTGVDREVVEKWLYVIVATAL Tf’:c:'r::a i
FSGILGTGHHYYWIGTPGYWQWIGSIFSSLEVIPFFAMMSFAFVMVIWKGRRDHPNKAAL L Triptefano W
WSLGCATLAFFGAGVWGF LHTLHGVNYYTHGTQITAAHGHLAFYGAYVXLNLAIFTYAMP Tirosina Y
TLRGRDPYNQVLNMASFWLMSGGMXFMTFVLTFAGTIQTHLQRVMGEYYMDVQDQLAIFY Valina v

XMRFGAGVAVVLGALLFIYAVLVPXRREVISPGXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Figura 13. Secuencias consenso de los clados A(1) y B(2)

A continuacién, se procedié a la construccion de los perfiles HMM mediante
hmmbuild . El perfil generado a partir del alineamiento de las secuencias del
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clado A presento 449 posiciones de consenso, definiendo asi 27 columnas del
alineamiento con espacios. El nimero de secuencia efectivo resulto ser 0,40.

uoc@progbio: $ hmmbuild perfil_clado_l.hmm alineamiento_clado_1.fas
# hmmbuild :: profile HMM construction from multiple sequence alignments

HMMER 3.1b2 (February 2015); http://hmmer.org/

Copyright (C) 2015 Howard Hughes Medical Institute.

Freely distributed under the GNU General Public License (GPLv3).

input alignment file: alineamiento_clado_1.fas

output HMM file: perfil clado 1.hmm

idx name nseq alen mlen eff nseq re/pos description

alineamiento_clado_1 162 0.40 0.585

# CPU time: 0.82u 0.00s 00:00:00.82 Elapsed: 00:00:00.83
Figura 14. Perfil a partir del MSA de las secuencias del clado A

En el caso del clado B, el perfil construido a partir de hmmbuild presentd 455
posiciones de consenso. En este caso el nUmero de secuencia efectivo fue 0,46.

uoc@progbio: $ hmmbuild perfil clado 2.hmm alineamiento clado 2.fas
# hmmbuild :: profile HMM construction from multiple sequence alignments

# HMMER 3.1b2 (February 2015); http://hmmer.org/

# Copyright (C) 2015 Howard Hughes Medical Institute.

# Freely distributed under the GNU General Public License (GPLv3).

B oo - o o o oL L oLl

# input alignment file: alineamiento clado 2.fas

# output HMM file: perfil_clado_2.hmm
# -

nseq alen mlen eff nseq re/pos description

0.46 0.592

# CPU time: 0.83u 0.00s 00:00:00.83 Elapsed: 00:00:00.84
Figura 15. Perfil a partir del MSA de las secuencias del clado B

Finalmente, se procedié a estudiar si los perfiles construidos eran capaces de
reconocer secuencias proteicas depositadas en la base de datos Uniref100. Para
ello, se descargo la base de datos y se usé hmmsearch . Cada uno de los outputs

se editaron seleccionando todos los hits hasta el umbral (threshold).
Seguidamente, se guardaron en un fichero de texto plano para el analisis en R.

Se obtuvo que el perfil del grupo A mostraba un total de 27747 hits con un e-
valor menor a 0,001, mientras que con el perfil del grupo B fueron 17588, también
con un e-valor menor a 0,001. La gran parte de las proteinas reconocidas por los
perfiles estaban denotadas como 6xido nitrico reductasas. Ademas, los perfiles
también identificaron proteinas anotadas como unclassified en la base de datos.
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5 Conclusiones

51 Conclusiones

En conclusion, se obtuvo una base datos depurada de enzimas éxido nitrico
reductasas (Nor) a partir de las cuales se construy6 un arbol filogenético, que las
agrupo en dos clados. Para cada uno de los clados se construyé un perfil HMM
distinto. Se demostré que dichos perfiles eran utiles para la identificacion de
proteinas anotadas como Nor en la base datos de UniRef100. Finalmente, si se
continua con el estudio, estos perfiles podrian ser usados para explorar el papel
que juegan las oxido nitrico reductasas en el proceso de desnitrificacion llevado
a cabo por bacterias y el impacto de este sobre el medio ambiente. De esta
forma, se podrian establecer diferentes vias de accion para reducir las emisiones
de oxido nitroso.

5.2 Lineas de futuro

Una linea futura por explorar seria la de estudiar el resultado obtenido tras
enfrentar los perfiles generados a genomas completos. Por otro lado, como paso
final para completar este estudid seria interesante utilizar los perfiles para
sintetizar la proteina y clonarla para comprobar si in vitro lleva a cabo la funciéon
conocida de la enzima Nor.

- Consideraciones finales

Como conclusion principal del trabajo obtengo que se debe seguir trabajando
para que el gasto computacional que requieren muchos de los analisis llevados
a cabo sean mas rapidos y eficientes, ya que en muchos casos ha supuesto una
limitacion en la realizacion del trabajo.

Por otro lado, este trabajo me ha permitido mejorar mi capacidad autodidacta,
dado que, debido a mi inexperiencia en la construccion de filogenias y perfiles
proteicos, he tenido que invertir gran parte de mi tiempo en la busqueda de
informacion para ser capaz de avanzar con el analisis, cumplir con los objetivos
a tiempo e interpretar los resultados obtenidos.

Tal y como se ha comentado anteriormente y en los informes de seguimiento, el
factor del gasto computacional ha resultado ser un limite. Es por ello, por lo que
no se ha logrado alcanzar la Ultima tarea planteada en la planificacion inicial.
Aungue comencé con el analisis de comparacién de los perfiles generados frente
a bibliotecas de genomas completos como MG-RAST, decidi no incluirlo en el
estudio por falta de tiempo para ejecutar e interpretar los resultados.
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La realizacion del TFM me ha ayudado a entender que como bioinformatico se
debe tener la iniciativa de buscar herramientas bioinforméticas que se adapten
a lo que quieres conseguir. Siento que este trabajo ha sido un punto de partida
en mi carrera como bioinformatica y estoy segura de que cuando adquiera mas
experiencia en el sector seré capaz de perfeccionar cada uno de los procesos
llevados a cabo. Espero poder realizar mas andlisis filogenéticos en el futuro, ya
gue la experiencia ha sido personalmente satisfactoria.

5.3 Seguimiento de la planificacion

En general, se ha conseguido seguir la planificacion prevista, aunque es cierto
que he tenido que invertir mucho mas tiempo en la realizacién del que esperaba,
teniendo en cuenta que estaba cursando al mismo tiempo otras tres asignaturas.
En muchas ocasiones he priorizado la realizacion del TFM frente a entregas
voluntarias de otras asignaturas para poder llevar un buen seguimiento de la
planificacion.

En cuanto a la metodologia, he de decir que me ha supuesto un desafio personal,
ya que al no haber realizado nunca un trabajo igual, me sentia desorientada en
cuanto a qué programas estaban a mi disposicion. De hecho, la metodologia ha
sido el punto de mas variacion del trabajo, ya que se han tenido que introducir
cambios para obtener el trabajo final de forma exitosa. La principal razén de esos
cambios ha sido el tiempo ajustado(unos meses) y mi poca experiencia en
cuanto al uso de ciertos softwares. Sin embargo, el proceso de investigacion
sobre posibles programas para intentar aplicarlos a mi trabajo me ha supuesto
un gran enriguecimiento como futura bioinformatica.

6 Glosario

e Nor: Nitric oxide reductase u 6xido nitrico reductasa. Enzima que cataliza
la reduccion de 6xido nitrico a 6xido nitroso.

e PSI-BLAST: Position-Specific Iterative (PSI)-BLAST. Método de
busqueda de perfiles de secuencias de proteinas que se basa en las
alineaciones generadas por una ejecucion del programa BLASTp

e Secuencia consenso: Secuencia ideal que representan los nucleotidos
0 aminoacidos que se encuentran con mayor frecuencia en cada posicion
de un fragmento de DNA o de una proteina, respectivamente.

e Clado: Cada una de las ramas del arbol filogenético propuesto para
agrupar a los seres vivos. Se interpreta como un conjunto de especies
emparentadas (con un antepasado comun).
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v

[1]

[2]

[3]

[4]

Perfil HMM: Un modelo oculto de Markov o HMM (Hidden Markov Model)
es un modelo estadistico en el que se asume que el sistema a modelar es
un proceso de Markov de parametros desconocidos.

Taxones: Grupos en los que en biologia se clasifican cientificamente a
los seres vivos, atendiendo a su semejanza y proximidad filogenética. Se
estructuran en una jerarquia de inclusién, en la que un grupo abarca a
otros menores y este, a su vez, subordinado a uno mayor.

Modelo evolutivo: Descripciones mateméticas de la evolucion de las
secuencias y constituyen el engranaje que nos permite conectar los datos
(alineamientos) con los métodos de reconstruccion filogenética.

Sefal filogenética: Tendencia de especies cercanas a expresar rasgos
similares.

Matriz de puntuacion PSSM: Una matriz de puntuacion de posiciones
especificas (PSSM, position-specific scoring matrix) es una tabla que
contiene informacion posicional de los aminoacidos o nucle6tidos en un
alineamiento multiple de secuencias en el cual no hay huecos.

Método Bootstrap: Método de remuestreo que se utiliza para aproximar
la distribucion en el muestreo de un estadistico. Se usa frecuentemente
para aproximar el sesgo o la varianza de un analisis estadistico, asi como
para construir intervalos de confianza o realizar contrastes de hipotesis
sobre parametros de interés.
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Anexos

Anexo |: Comparacién de secuencias obtenidas tras la busqueda en PSI-BLAST
usando como secuencias problema las oxido nitrico reductasas de Paracoccus
denitrificans y Bradyrhizobium japonicum

# Se

Leen Los archivos multi-FASTA de ambos organismos

f1l <- readLines("C:/Users/Ana/Desktop/MASTER BIOINFORMATICA Y BIOESTADISTICA
UOC/TFM/PSI BLAST/29 3 2021/Paracoccus denitrificans/multiFASTA output_PSIBLA
ST.txt")

f2 <- readlLines("C:/Users/Ana/Desktop/MASTER BIOINFORMATICA Y BIOESTADISTICA
UOC/TFM/PSI BLAST/Bradyrhizobium japonicum/multiFasta_Bradyrhizobium.txt")

# Nos quedamos solo con la cabecera

f1
f2

# Se

grep(">", f1, value
grep(">", f2, value

TRUE)
TRUE)

crea un bucle for que recorre f2(porque tiene mds secuencids) y se ven

# almacenan en Lla variable "count" cuantas secuencias son coincidentes en f1
#y f2
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count <- ©
for(i in f2){
k <- 1
j <- f1[k]
while (i!=j && k<length(f1)) {
k <- k+1
j <- f1[k]
}
if (i==3){
count <- count+1l
}
}

# De las 230 secuencias de f1, 218 también estdn presentes en f2, el 94.78%
count

## [1] 218
218%100/230

## [1] 94.78261

Anexo II: Secuencias obtenidas tras la busqueda en PSI-BLAST

Acc number
OYW55572.1

0YX44479.1

GHG33044.1
AKE49362.1

PKP74566.1
0JY34953.1

KAB2882005.1

NEY91386.1
PKP85241.1

RVT81832.1
NJM84227.1
PKQ13637.1

KUO58476.1

PIV78215.1

HCQ67325.1

KAB2942771.1
KAF0172400.1

AV038633.1

PLX37084.1
HBZ45283.1

Descripcion
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric oxide reductase
nitric oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

nitric oxide reductase

nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric oxide reductase subunit B

nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

35

Organismo

Hyphomicrobium sp. 12-62-95
Rhodobacterales bacterium 32-
67-9
Paracoccus aerius
Paracoccus sp. SY

Alphaproteobacteria bacterium
HGW-Alphaproteobacteria-6

Rhodobacterales bacterium 65-51

Defluviimonas sp.
Rhodobacteraceae bacterium
KMS-5
Alphaproteobacteria bacterium
HGW-Alphaproteobacteria-2
Rhodobacteraceae bacterium
CCMMO004

Tabrizicola sp.
Alphaproteobacteria bacterium
HGW-Alphaproteobacteria-1
Alphaproteobacteria bacterium
BRH_c36
Rhodobacteraceae bacterium
CG17_big_fil_post_rev_8_21_14
2 50 _63_15
Rhodobacteraceae bacterium
Hyphomicrobium sp.

Rhodobacteraceae bacterium

Rhodobacteraceae bacterium SH-
1

Rhizobiales bacterium
Maritimibacter sp.



NNE80580.1
KPP80931.1

KAF0113941.1
HGG64587.1

OIP85341.1
HH169849.1
0uUS38022.1

HAWA47897.1
MBK44797.1
MAUS53187.1

0ZB20456.1

TNF17798.1
PCJO7774.1

PIY73018.1

AAC79449.1
PLX44269.1

PIV73745.1

HHL43851.1
EEWS56939.1

EDZ48515.1

MTJ06000.1
MBT52745.1
MBD12547.1
MAMS59927.1
AUJ65881.1

OED50652.1

MAA98698.1
HBU15540.1
PCJ89543.1
NNE51529.1
ABY68275.1
PWL33395.1

PWR03358.1
KJS18673.1
OHC49259.1

PHS23544.1
PHR62718.1
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nitric-oxide reductase large subunit
nitric oxide reductase subunit B

nitric oxide reductase subunit B
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

nitric oxide reductase large subunit
precursor

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

nitric oxide reductase subunit B

nitric oxide reductase large suBunit,
cytochrome b

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric oxide reductase

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase subunit B
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric oxide reductase
nitric oxide reductase, partial

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

36

Silicimonas sp.
Rhodobacteraceae bacterium
HLUCCOO07

Rhodobacteraceae bacterium
Rhodobacteraceae bacterium
Rhodobacterales bacterium
CG2 30 65 12
Rhodobacteraceae bacterium

Rhodobacterales bacterium
56 14 T64

Roseovarius sp.
Roseovarius sp.

Roseovarius sp.

Rhodobacterales bacterium 34-
62-10

Rhodobacteraceae bacterium

Rhodobacteraceae bacterium

Rhodobacterales bacterium
CG_4 10 14 0 8 um filter_70_
9

Pseudomonas sp. G-179

Rhizobiales bacterium

Rhodobacteraceae bacterium
CG17_big_fil_post_rev_8_21_ 14
2 50 65 11
Hellea balneolensis

Silicibacter sp. TrichCH4B
Rhodobacterales bacterium Y4l

Sediminimonas giaohouensis
Mameliella sp.
Roseovarius sp.
Maritimibacter sp.

Rhodobacteraceae bacterium

Rhodobacteraceae bacterium (ex
Bugula neritina AB1)

Stappia sp.
Gemmobacter sp.
Rhizobiales bacterium
Sulfitobacter sp.
Azospirillum baldaniorum

Marivita sp. XM-24bin2

Rhodobacteraceae bacterium TG-
679

Hoeflea sp. BRH_c9
Rhodobacteraceae bacterium
GWF1 65 7
Robiginitomaculum sp.

Robiginitomaculum sp.
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WP_105384042.1
RFP90230.1

WP_148144239.1
WP_012707560.1

PWG16703.1
OHCA45483.1

WP_112801179.1
WP_037449665.1
PIN95169.1
WP_040958526.1
WP_077501438.1

WP_077546983.1

WP_105370200.1
WP_120275922.1
WP_065794810.1
WP_110792351.1

WP_060521134.1
WP_034790597.1

WP_060529039.1

WP_014327923.1
WP_053248643.1

WP_058329731.1

CAD6430857.1
WP_052640605.1

WP_028737944.1

WP_152336167.1
RTL74767.1

WP_025430209.1

WP_062276239.1
WP_153439979.1
CAC27381.1

WP_127890144.1
WP_037145454.1
WP_065781691.1

WP_057251869.1

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

nitric oxide reductase, partial

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit
MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit
MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit
MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit
nitric oxide reductase

nitric-oxide reductase large subunit
MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit
MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric oxide reductase cytochrome b
subunit
MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit
MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

37

Neorhizobium alkalisoli

Rhodobacteraceae bacterium
63075

Rhizobium cellulosilyticum

Sinorhizobium fredii

Rhodobacteraceae bacterium
WDS4C29
Rhodobacteraceae bacterium
GWE1 64 9

unclassified Neorhizobium

Sinorhizobium fredii

Amaricoccus sp. HAR-UPW-R2A-
40

Sinorhizobium fredii

Sinorhizobium/Ensifer group

Rhizobium/Agrobacterium group

Neorhizobium huautlense
Rhizobium sp. AG855
Ensifer sp. LC163
Rhizobium wuzhouense

Ensifer
Ensifer

unclassified Ensifer

Sinorhizobium fredii
Ensifer adhaerens

Sinorhizobium/Ensifer group

Rhizobium sp. Q54
Pseudorhizobium banfieldiae

Rhizobium

Rhizobium sp. TCK
Bradyrhizobiaceae bacterium

Ensifer

unclassified Rhizobium
Sinorhizobium terangae

Achromobacter cycloclastes

Sinorhizobium/Ensifer group
Rhizobium sp. YS-1r

unclassified Ensifer

unclassified Ensifer
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WP_043616924.1
WP_077964986.1
WP_136506346.1

WP_113538314.1

HBS50797.1
PZU21161.1
WP_099059358.1

WP_058322846.1

PJI38301.1
WP_038590576.1
WP_104755335.1

MBA3041189.1
WP_037431161.1

WP_076397187.1

WP_140826294.1
WP_104666370.1
MBC7152261.1
WP_105431262.1
WP_071201573.1
WP_061968291.1
WP_139678245.1
WP_136559347.1

WP_069041047.1

ODT23151.1
WP_105426816.1
WP_136600200.1
WP_141056775.1
WP_139975655.1
WP_101442138.1
WP_105422855.1
WP_054149256.1

WP_062579049.1
WP_018327474.1
WP_012093666.1

WP_151643185.1
WP_105440773.1

WP_004681527.1
WP_018238764.1
WP_010660606.1
WP_094539469.1

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric oxide reductase
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

38

Ensifer sp. ZNC0028
Ensifer adhaerens
Ensifer sp. MPMI2T

unclassified Ensifer

Rhodobacteraceae bacterium
Shinella sp.
Rhizobium sp. ACO-34A

Sinorhizobium/Ensifer group

Rhizobium sp.
Neorhizobium galegae
Ochrobactrum oryzae

Rhizobiaceae bacterium
Sinorhizobium fredii
unclassified Rhizobium
Rhizobium glycinendophyticum
Ensifer adhaerens
Rhizobium sp.
Neorhizobium sp. T6_25
Agrobacterium vitis
Bosea sp. Root670
Rhizobium smilacinae
Rhizobium sp. 7209-2

unclassified Agrobacterium

Kaistia sp. SCN 65-12
Neorhizobium tomejilense
Rhizobium ipomoeae
Brucella melitensis
Ochrobactrum sp. CGA5
Brucella melitensis
Neorhizobium sp. T25_27
Rhizobium sp. AAP116

unclassified Rhizobium
Rhizobium giardinii
Ochrobactrum

Ochrobactrum tritici
Neorhizobium sp. T25_13

Brucella
Ensifer sp. BR816
Ochrobactrum

Ochrobactrum grignonense
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WP_101433333.1
WP_002968298.1
WP_097519557.1
WP_113378561.1
WP_140019728.1
WP_138145193.1
WP_011970967.1

WP_008936442.1

WP_064244366.1
WP_127574700.1
OYX75369.1
WP_153492718.1

WP_029928747.1
WP_154169849.1
WP_151091175.1

WP_151661712.1
QFP60783.1
WP_071630711.1
WP_054160187.1
WP_129333708.1
WP_151655993.1
WP_036350865.1

WP_002966337.1

WP_151689276.1
WP_105541583.1
WP_142593489.1

WP_006466560.1

WP_037425244.1
WP_101433160.1
KAB1120589.1
WP_112702321.1
WP_010967672.1
WP_124737065.1
WP_127641921.1
WP_014528651.1
HGG05328.1
WP_151576773.1

WP_028054805.1

WP_006172098.1

WP_141059706.1
WP_131606033.1

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit
MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

39

Brucella melitensis
Brucella abortus
Sinorhizobium sp. BJ1
Rhizobium sp. SLBN-4
Ochrobactrum pecoris
Brucella sp. 10RB9215
Sinorhizobium medicae

unclassified Brucella
Ensifer glycinis
Sinorhizobium medicae

Rhizobiales bacterium 32-66-11
Sinorhizobium medicae

Ochrobactrum
Brucella sp. 10RB9213
Ochrobactrum

Brucella intermedia
Brucella melitensis
Ochrobactrum cytisi
Rhizobium sp. AAP43
Ciceribacter sp. F8825
Ochrobactrum sp. LMG 5442
Microvirga sp. BSC39

Brucella

Ochrobactrum anthropi
Ochrobactrum sp. MYb71
Rhizobium endolithicum

Brucellaceae

Sinorhizobium sp. CCBAU 05631
Brucella melitensis
Neorhizobium galegae
Brucella intermedia
Sinorhizobium meliloti
Brucella melitensis
Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium meliloti
Aliiroseovarius sp.
Ochrobactrum anthropi

Sinorhizobium

Brucella

Brucella melitensis
Rhizobium leguminosarum
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WP_105520061.1
MBC7314691.1
WP_007877571.1

WP_158528707.1
WP_014764525.1
WP_127658321.1
WP_153494805.1

WP_064682771.1

WP_100557614.1

HFB98026.1
WP_064697068.1
WP_154719273.1

WP_076772770.1

WP_127674949.1
WP_097545304.1
WP_127659158.1

WP_024895621.1
WP_015242213.1
WP_094544236.1

WP_119255382.1
WP_094508475.1
WP_095918913.1
WP_117372379.1
WP_094283800.1
WP_095445109.1
WP_128094227.1
WP_127712395.1
WP_127668036.1

CAEZ26899.1

CUw45791.1
WP_069062203.1

WP_004688871.1

WP_064331392.1
WP_102763140.1
WP_023081229.1
PPD10151.1
TIW07042.1
WP_006281056.1

WP_050743634.1

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit
MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase subunit B

nitric-oxide reductase, large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

nitric-oxide reductase large subunit

MULTISPECIES: nitric-oxide
reductase large subunit
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Ochrobactrum
Rhizobium sp.
Brucellaceae

Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium fredii
Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium meliloti

Rhizobium

Brucellaceae

Bryobacterales bacterium
Rhizobium aegyptiacum
Rhizobium naphthalenivorans

unclassified Brucella

Sinorhizobium meliloti
Rhizobium anhuiense
Sinorhizobium medicae

Ochrobactrum

Sinorhizobium meliloti

Ochrobactrum
pseudogrignonense

Shinella zoogloeoides
Ochrobactrum thiophenivorans
Sinorhizobium meliloti
Shinella sp. WSJ-2
Brucella ceti
Ochrobactrum quorumnocens
Brucella pituitosa
Sinorhizobium meliloti

Sinorhizobium meliloti

Rhodopseudomonas palustris
CGAO009

Brucella vulpis
Sinorhizobium sp. RAC02

Brucella

Shinella sp. HZN7
Sinorhizobium sp. M4_45
Brucella canis
Methylocystis sp.
Mesorhizobium sp.
Brucella suis

unclassified Shinella
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WP_024271302.1
WP_132075437.1
WP_056338997.1
WP_133033699.1
WP_151613821.1
HCH71545.1
WP_069456899.1
WP_037379897.1
TIS57351.1
TIWA43853.1
AJG06874.1
WP_084364870.1
ERM02179.1
WP_011085999.1
WP_100673619.1

EAQ23442.1

WP_027999035.1
WP_071019349.1

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit
nitric oxide reductase
nitric oxide reductase subunit B

nitric-oxide reductase large subunit

Nitric oxide reductase large subunit,
cytochrome b

nitric-oxide reductase large subunit
nitric-oxide reductase large subunit

Shinella sp. DD12
Sinorhizobium americanum
Rhizobium sp. Root482
Shinella granuli
Ensifer alkalisoli
Ochrobactrum sp.
Ensifer alkalisoli
Sinorhizobium americanum
Mesorhizobium sp.
Mesorhizobium sp.
Azospirillum brasilense
Rhizobium sp. RU36D

Ochrobactrum intermedium 229E

Bradyrhizobium diazoefficiens
Sinorhizobium meliloti

Roseovarius sp. 217

Sinorhizobium arboris
Ensifer sp. LCM 4579

Tabla 3. Secuencias obtenidas tras la busqueda en PSI-BLAST

Anexo lll: Script de R para hallar la clasificacion taxonémica de los organismos

de cada clado de éarbol
# Paquetes de R necesarios

library(myTAI)
library(plyr)

# Funcion para hallar La taxonomia
taxonomia <- function(names){

df_list <- list()
for (i in 1:length(names)){
tax <- taxonomy(organism = names[i], db = "ncbi",

output = "classification")

df <- data.frame(lapply(tax$name, function(x) data.frame(x)))

colnames (df) <- tax$rank
df_list[[i]] <- df

Sys.sleep(0.5)

}
df_list

}

##### Clasificacion taxondomica del clado 1(A) #####

# Se carga el fichero que contiene el nombre y cada organismos y su ID taxono

mico

tablaID 1 <- read.table("taxID cladol.txt", sep="|", header = T)
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# Se aplica Lla funcion
lista_clado_1 <- taxonomia(tablaID_1%$name)

# Se obtiene Lla clasificacion taxonomica de cada organismo de la Lista
taxo_clado_1 <- do.call(rbind.fill, lista_clado_1)

# Se calcula el numero de organismos presentes en cada clase
table(taxo_clado_1[,4])

##
## Alphaproteobacteria Betaproteobacteria
#it 161 1

# Se calcula el numero de organismos presentes en cada orden
table(taxo _clado 1[,5])

##
## Burkholderiales Hyphomicrobiales
## 1 161

# Se calcula el numero de organismos presentes en cada familia, asi como el
# La proporcion de cada familia en el clado
tabla_familia <- data.frame(table(taxo_clado_1[,6]))
colnames(tabla_familia) <- c("Familia", "Frecuencia™)
taxo_clado_1 length <- nrow(taxo_clado 1)
porcentaje <- c()
for (i in 1:nrow(tabla_familia)) {
porcentaje <- c(porcentaje, (tabla_familia$Frecuencia[i] * 100) / taxo_clad
o_1 length)
}

tabla_familia$Porcentaje <- porcentaje

tabla_familia[order(-tabla_familia$Porcentaje), ]

it Familia Frecuencia Porcentaje
#it 8 Rhizobiaceae 106 65.432099
#t 4 Brucellaceae 47 29.012346
## 7 Phyllobacteriaceae 3 1.851852
## 3  Bradyrhizobiaceae 2 1.234568
#t 1 Alcaligenaceae 1 0.617284
## 2 Boseaceae 1 0.617284
## 5 Kaistiaceae 1 0.617284
## 6 Methylobacteriaceae 1 0.617284

# Se exporta La clasificacion completa a un fichero csv
write.csv(taxo _clado 1,"./complete taxo clado 1.csv", row.names = T)

##### Clasificacion taxondomica del clado 2(B) #####

# Se carga el fichero que contiene el nombre y cada organismos y su ID taxono
mico
tablaID 2 <- read.table("taxID clado2.txt", sep="|", header = T)

# Se aplica Lla funcion
lista_clado_2 <- taxonomia(tablaID 2$%$name)

# Se obtiene La clasificacion taxonomica de cada organismo de la Lista
taxo_clado 2 <- do.call(rbind.fill, lista clado_2)
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# Se calcula el numero de organismos presentes en cada clase
table(taxo_clado_2[,4])

##
#it Acidobacteriia Alphaproteobacteria
## 1 62

# Se exporta La clasificacion completa a un fichero csv
write.csv(taxo_clado_2,"./complete_taxo_clado_2.csv", row.names = T)

Anexo IV: Tabla con la clasificacion taxondmica de los organismos que

conforman el clado A

superki phylum class order family genus species
ngdom
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Pseudorhizobium Pseudor_hlqu|
um banfieldiae
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Rhizobium Rhlz%_bcull(m Sp-
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae NA NA
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Rhizobium Rhlz%"sim Sp-
. ) . . . o R Rhizobium
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Rhizobium .
endolithicum
Bacteria = Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Rhizobium Rhlzgl;l}llr: Sp-
Bacteria = Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Neorhizobium Neglrkh;gg;?m
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Neorhizobium NA
Bacteria = Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Neorhizobium Nss;rs;tzlgr?lsim
. . . . . A - Rhizobium
Bacteria =~ Proteobacteria  Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Rhizobium giardinii
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Rhizobium Rhgglgurgzsp.
Bacteria =~ Proteobacteria  Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Rhizobium NA
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Neorhizobium Ne;:;éz;;;um
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Neorhizobium Ne;:;éz;;;um
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Neorhizobium Nigrh.:%o%gm
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Neorhizobium Ns:rt%lznglltgm
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Neorhizobium N,[Z?]:g}ﬁgglsuem
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Neorhizobium N::rr%lzng;m
Bacteria =~ Proteobacteria  Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Rhizobium Rh'ZROS';gB Sp-
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Shinella Shinella sp.
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Rhizobium Rhl;oLgnrlsp.
. ) . . ) A . Rhizobium
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Rhizobium smilacinae
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae NA Psse;dg_nic;gas
Rhizobium
Bacteria =~ Proteobacteria ~ Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Rhizobium cellulosilyticu
m
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Ciceribacter izeggggtgr
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Rhizobium Rh:(;)é))l_ugrz:p.
Bacteria = Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae NA RE';ngi‘ﬁfnae
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Rhizobium Rhizobium sp.
Bacteria =~ Proteobacteria = Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Rhizobium Rhizobium sp.
Bacteria = Proteobacteria =~ Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Rhizobiaceae Rhizobium NA
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Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria

Betaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales

Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Burkholderiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales

Hyphomicrobiales
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Rhizobiaceae

Rhizobiaceae

Rhizobiaceae

Rhizobiaceae

Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Kaistiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae

Rhizobiaceae

Alcaligenacea
e

Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae

Rhizobiaceae

Rhizobium

Rhizobium

Rhizobium

Rhizobium

Rhizobium
Rhizobium
Agrobacterium
Kaistia
Rhizobium
Rhizobium
Rhizobium
Rhizobium
Rhizobium
Agrobacterium
Sinorhizobium
Ensifer
Ensifer
Ensifer
Ensifer
Ensifer
NA
NA
Ensifer
NA
Ensifer
Ensifer
Ensifer
Ensifer
Ensifer
Ensifer
Ensifer
Achromobacter
NA
Sinorhizobium
Sinorhizobium
Sinorhizobium
Sinorhizobium
Sinorhizobium
Sinorhizobium
Sinorhizobium

Ensifer

Rhizobium sp.

Rhizobium
naphthalenivo
rans

NA

Rhizobium
glycinendophy
ticum
Rhizobium sp.
AG855
Rhizobium
wuzhouense
Agrobacterium
vitis
Kaistia sp.
SCN 65-12
Rhizobium
ipomoeae

NA

Rhizobium sp.
AAP43
Rhizobium sp.
AAP116
Rhizobium sp.
7209-2

NA

Sinorhizobium
terangae
Ensifer sp.
MPMI2T
Ensifer sp.
LC163
Ensifer
adhaerens

NA
NA
NA
NA
NA

NA

Ensifer
adhaerens

NA

Ensifer
adhaerens

NA
NA

NA

Ensifer sp.
ZNC0028
Achromobacte
r cycloclastes

NA

Sinorhizobium
americanum
Sinorhizobium
americanum
Sinorhizobium
fredii
Sinorhizobium
fredii
Sinorhizobium
fredii
Sinorhizobium
fredii
Sinorhizobium
fredii
Ensifer
alkalisoli
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Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae
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Rhizobiaceae
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Phyllobacteria
ceae
Phyllobacteria
ceae
Phyllobacteria
ceae

Boseaceae

Ensifer

Ensifer

Sinorhizobium

Ensifer

Sinorhizobium

Ensifer
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Sinorhizobium
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Mesorhizobium
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Bosea

Ensifer
alkalisoli
Ensifer sp.
LCM 4579
Sinorhizobium
arboris
Ensifer sp.
BR816
Sinorhizobium
sp. BJ1
Ensifer
glycinis
Sinorhizobium
sp. CCBAU
05631
Sinorhizobium
fredii
Sinorhizobium
medicae
Sinorhizobium
medicae
Sinorhizobium
medicae

NA

Sinorhizobium
medicae
Sinorhizobium
meliloti
Sinorhizobium
meliloti
Sinorhizobium
sp. M4_45
Sinorhizobium
meliloti
Sinorhizobium
meliloti
Sinorhizobium
meliloti
Sinorhizobium
meliloti
Sinorhizobium
meliloti
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meliloti
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meliloti
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meliloti
Sinorhizobium
meliloti
Sinorhizobium
meliloti
Rhizobium
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m
Rhizobium
anhuiense
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Rhizobium
aegyptiacum
Shinella sp.
HZN7
Shinella
granuli

NA

Shinella sp.
DD12
Sinorhizobium
sp. RAC02
Shinella
zoogloeoides
Shinella sp.
WSJ-2
Mesorhizobiu
m sp.
Mesorhizobiu
m sp.
Mesorhizobiu
m sp.
Bosea sp.
Root670
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Brucellaceae

Brucellaceae

Brucellaceae

Brucellaceae

Brucellaceae

Brucellaceae

Brucellaceae

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Brucella

Ochrobactrum

NA

Brucella

NA
Ochrobactrum

Brucella

Brucella

Ochrobactrum

Brucella

Ochrobactrum

Ochrobactrum

Brucella

Brucella

Ochrobactrum

Ochrobactrum

Brucella

Ochrobactrum

Brucella

Brucella

Brucella

Ochrobactrum

Brucella
melitensis
Brucella
melitensis

NA
Brucella ceti

NA

Brucella
melitensis
Brucella
melitensis
Brucella
melitensis
Brucella
melitensis

Brucella canis
NA

Brucella suis

Brucella
melitensis
Brucella
abortus

NA

NA

Brucella sp.
10RB9215
Brucella sp.
10RB9213

NA
Brucella vulpis
NA

NA

Brucella
pseudogrigno
nensis

NA

NA

Brucella
pituitosa
Brucella
thiophenivora
ns

NA

[Ochrobactru
m]
guorumnocen
s
Ochrobactrum
sp. MYb71
Ochrobactrum
sp.
Brucella
oryzae

Brucella cytisi

Ochrobactrum
sp. CGA5

NA

Brucella
anthropi

NA

Brucella tritici

Brucella
anthropi
Brucella
pecoris

NA
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Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales
Hyphomicrobiales

Hyphomicrobiales

Hyphomicrobiales

Hyphomicrobiales

Brucellaceae

Brucellaceae

Brucellaceae

Brucellaceae

Brucellaceae

Brucellaceae

Methylobacteri

aceae
Bradyrhizobia
ceae

Bradyrhizobia
ceae

Brucella
Brucella
Brucella
Ochrobactrum
NA
Brucella
Microvirga

Rhodopseudomon
as

Bradyrhizobium

Brucella
grignonensis
Brucella
intermedia
Brucella
intermedia
Ochrobactrum
sp. LMG 5442

NA

Brucella
intermedia
Microvirga sp.
BSC39
Rhodopseudo
monas
palustris
Bradyrhizobiu
m
diazoefficiens

Tabla 4. Clasificacion taxondémica de los organismos que conforman el clado A

Anexo V: Tabla con la clasificacion taxonémica de los organismos que conforman

el clado B

kiﬁéﬂirm phylum

Bacteria = Proteobacteria
Bacteria = Proteobacteria
Bacteria Proteobacteria
Bacteria Proteobacteria
Bacteria Proteobacteria
Bacteria Acidobacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

class
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria

Acidobacteriia

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

order
Maricaulales
Maricaulales

Maricaulales

Hyphomicrobiale
s
Hyphomicrobiale
s

Bryobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales
Rhodobacterales
Rhodobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales
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family

Robiginitomac
ulaceae
Robiginitomac
ulaceae
Robiginitomac
ulaceae

NA
NA

NA

Rhodobactera
ceae

Rhodobactera
ceae

Rhodobactera
ceae
Rhodobactera
ceae
Rhodobactera
ceae
Rhodobactera
ceae

Rhodobactera
ceae

Rhodobactera
ceae

Rhodobactera
ceae

Rhodobactera
ceae

NA

Rhodobactera
ceae
Rhodobactera
ceae

genus
Hellea
Robiginitomaculum
Robiginitomaculum
NA
NA

NA

NA

NA

Gemmobacter
Paracoccus
Paracoccus

Marivita

NA

NA

NA

NA

NA

Roseovarius

Sulfitobacter

species

Hellea
balneolensis
Robiginitomac
ulum sp.
Robiginitomac
ulum sp.
Hyphomicrobi
ales bacterium
Hyphomicrobi
ales bacterium
Bryobacterale
s bacterium
Rhodobactera
ceae
bacterium
GWF1_65_7
Rhodobactera
ceae
bacterium
GWE1_64_9
Gemmobacter
sp.
Paracoccus
aerius
Paracoccus
sp. SY
Marivita sp.
XM-24bin2
Rhodobactera
ceae
bacterium
WDS4C29
Rhodobactera
ceae
bacterium TG-
679
Rhodobactera
ceae
bacterium
Rhodobactera
ceae
bacterium
63075
Rhodobacteral
es bacterium
34-62-10
Roseovarius
sp. 217
Sulfitobacter
sp.
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Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Proteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Rhodobacterales
Rhodobacterales

Rhodobacterales

Hyphomicrobiale
s
Hyphomicrobiale
s

Rhodobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales

Hyphomicrobiale
s

Rhodobacterales
Rhodobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales

Hyphomicrobiale
s

NA
Hyphomicrobiale

S

Rhodobacterales
Rhodobacterales
Rhodobacterales

Rhodobacterales
Rhodobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales

Rhodobacterales

NA

Rhodobacterales

Rhodobacterales
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Rhodobactera
ceae

Rhodobactera
ceae

Rhodobactera
ceae

Stappiaceae

Phyllobacteria
ceae
Rhodobactera
ceae
Rhodobactera
ceae

NA

NA

NA

Rhodobactera
ceae

Rhodobactera
ceae

NA

Rhodobactera
ceae

Hyphomicrobi
aceae

NA

Hyphomicrobi
aceae
Rhodobactera
ceae
Rhodobactera
ceae
Rhodobactera
ceae
Rhodobactera
ceae

Rhodobactera
ceae

Rhodobactera
ceae
Rhodobactera
ceae

Rhodobactera
ceae

Rhodobactera
ceae

Rhodobactera
ceae

NA

Rhodobactera
ceae

Rhodobactera
ceae

Sediminimonas

Mameliella

NA

Stappia
Hoeflea
Maritimibacter

Ruegeria

NA

NA

NA

NA

Amaricoccus

NA

Aliiroseovarius

Hyphomicrobium

NA

Hyphomicrobium
Roseovarius
Roseovarius
Roseovarius

Roseovarius

NA

Pukyongiella

Silicimonas

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Sediminimona
s
giaohouensis

Mameliella sp.

Rhodobactera
ceae
bacterium

Stappia sp.

Hoeflea sp.
BRH_c9
Maritimibacter
sp.
Silicibacter sp.
TrichCH4B
Rhodobacteral
es bacterium
Y4l
Hyphomicrobi
ales bacterium
Rhodobacteral
es bacterium
56 14 T64
Rhodobactera
ceae
bacterium
Amaricoccus
sp. HAR-
UPW-R2A-40
Rhodobacteral
es bacterium
CG_4_10_14_
0_8_um_filter
_70.9
Aliiroseovarius
sp.
Hyphomicrobi
um sp. 12-62-
95
Alphaproteoba
cteria
bacterium
BRH_c36
Hyphomicrobi
um sp.
Roseovarius
sp.
Roseovarius
sp.
Roseovarius
sp.
Roseovarius
sp.
Rhodobactera
ceae
bacterium
Pukyongiella
litopenaei
Silicimonas
sp.
Rhodobactera
ceae
bacterium
Rhodobactera
ceae
bacterium
Rhodobactera
ceae
bacterium
CCMMO004
Alphaproteoba
cteria
bacterium
HGW-
Alphaproteoba
cteria-1
Rhodobactera
ceae
bacterium
HLUCCOO07
Rhodobactera
ceae
bacterium



Ana Belén Valverde Guirao

CG17_big_fil_
post_rev_8_2
114 2 50_6
3.15
Rhodobactera
ceae
. . ) Rhodobactera bacter_ium_
Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales ceae NA CG17_big_fil_
post_rev_8_2
114 2 50_6
511
Rhodobactera Rhodobactera
Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales ceae NA ceae
bacterium
Rhodobactera Rhodobactera
Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales ceae NA ceae
bacterium
Rhodobacteral
. ! . es bacterium
Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales NA NA CG2 30 65 1
2
Alphaproteoba
cteria
Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria NA NA NA baﬁg\;&m
Alphaproteoba
cteria-2
Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhoi%k;aectera Maritimibacter Mantl?plbacter
Rhodobacteral
Bacteria = Proteobacteria =~ Alphaproteobacteria =~ Rhodobacterales NA NA es bacterium
32-67-9
Alphaproteoba
cteria
Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria NA NA NA bal_(;té\;:;fm
Alphaproteoba
cteria-6
Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhoi%k;aectera Defluviimonas Deflu\g:)monas
Rhodobacteral
Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales NA NA es bacterium
65-51
Rhodobactera
. . . Rhodobactera ceae
Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales ceae NA bacterium
KMS-5
Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rho%c;k;aectera Tabrizicola Tabrizicola sp.
Rhodobactera
Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rho%c;k;aectera NA ceae
bacterium
Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Hyphomslcroblale Methggzystac Methylocystis Meth);lgcystls

Tabla 5. clasificacion taxondmica de los organismos que conforman el clado B

Anexo VI: Script de R para obtener las secuencias que componen cada uno de
los clados de arbol, con la finalidad de poder realizar un alineamiento multiple de
las mismas

setwd("C:/Users/Ana/Desktop/MASTER BIOINFORMATICA Y BIOESTADISTICA UOC/TFM/Pe
rfil/Alineamiento_clados")

# Se carga el fichero multi-FASTA con todas las secuencias de Lla base de dato
s

library(seqinr)

multiFASTA <- read.fasta("./multiFASTA output PSIBLAST.fas", seqtype = "AA")

R R A R R AR
#H#
# CLADO 1(A)

# Se cargan las etiquetas obtenidas a partir de MEGA X
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labels_cadol <- readLines("./labels cado_1.txt")
labels_cadol <- as.data.frame(labels_cadol)

labels cadol FASTA <- vector(mode = "list")
j<-1

# Se usa un bucle for para seleccionar todas las secuencias pertenecientes al
# clado 1(A)
library(stringr)
for(i in multiFASTA){
if(str_detect(labels_cadol, gsub(" ", " ", seqinr::getName(i)))){

cat(seqginr::getName(i),sep = "\n")
labels_cadol FASTA[[j]] <- i
j<-j+1

}

}

write.fasta(labels_cadol FASTA,
seginr::getAnnot(labels_cadol_FASTA),
file.out = "labels_ cadol FASTA.fas",)

A AR
#i#
# CLADO 2(B)

# Se cargan las etiquetas obtenidas a partir de MEGA X
labels cado2 <- readLines("./labels cado_2.txt")
labels_cado2 <- as.data.frame(labels_cado2)

labels cado2 FASTA <- vector(mode = "list")
j<-1

# Se usa un bucle for para seleccionar todas las secuencias pertenecientes al
# clado 2(B)
for(i in multiFASTA){

if(str_detect(labels_cado2, gsub(" ", " ", seqinr::getName(i)))){

cat(seqinr::getName(i),sep = "\n")
labels_cado2_FASTA[[]j]] <- i
j<-j+1

}

}

write.fasta(labels_cado2 FASTA,
seqinr::getAnnot(labels cado2_ FASTA),
file.out = "labels cado2 FASTA.fas",)
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