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Iv. Resumen

Los avances tecnoldgicos en biologia molecular han posibilitado estudios mas complejos en la
identificacion de organismos, especialmente en microbiomas y metagenémica (Meneses, 2011).
Las compaiiias de secuenciacién genética ofrecen software propio para taxonomia precisa, pero
con costos econdmicos y de infraestructura significativos. Estos programas son versatiles y
exigentes computacionalmente, dificultando su uso en equipos convencionales, lo que plantea
desafios para académicos e investigadores. En este proyecto de investigacidn, se desarrollaron
herramientas de software almacenadas en bancos de datos de libre acceso, destinadas a la
categorizacion de lecturas procedentes de secuenciacidén masiva en las regiones ITS y 16S del
ADN. Estos scripts son de uso accesible y emplearon algoritmos bioinformaticos para analisis
precisos, facilitando la colaboracion cientifica y permitiendo analisis avanzados en distintos
organismos y ambientes. El objetivo es ofrecer una alternativa libre a programas comerciales,
promoviendo la colaboracién cientifica y el conocimiento taxondmico. Se compararon dos
algoritmos para identificacion y clasificacion de ITS y 16S (region V3-V4), resaltando la
importancia de bases de datos actualizadas. Los resultados fueron dependientes a la calidad de
las bases de datos bioldgicas. Las aportaciones bioinformaticas desarrolladas respondieron a las
necesidades de la investigacidon, demostrando eficacia en la identificacion de 16S con los
algoritmos epi2me y Kraken 2.0. El analisis comparativo entre el algoritmo comercial y el
algoritmo gratuito revelé que el primero exhibe un mayor rendimiento en términos de la
capacidad de clasificacion, tanto en lo que respecta al nUmero de organismos asignados por
muestra, como a la diversidad de especies identificadas por muestra. Sin embargo, hubo
diferencias entre microorganismos clasificados en la regidn ITS, atribuibles a la validacién de bases

de datos.
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V. Abstract

Technological advances in molecular biology have enabled more complex studies in the
identification of organisms, especially in microbiomes and metagenomics (Meneses, 2011).
Genetic sequencing companies offer their proprietary software for precise taxonomy, but with
significant economic and infrastructure costs. These programs are versatile and computationally
demanding, making their use on conventional equipment challenging, which poses challenges for
academics and researchers. In this research project, software tools were developed and stored in
freely accessible databases, intended for categorizing reads from high-throughput sequencing in
the ITS and 16S regions of DNA. These scripts are user-friendly and employ bioinformatic
algorithms for accurate analysis, facilitating scientific collaboration and enabling advanced
analyses in various organisms and environments. The objective is to provide a free alternative to
commercial programs, promoting scientific collaboration and taxonomic knowledge. Two
algorithms for ITS and 16S (V3-V4 region) identification and classification were compared,
highlighting the importance of updated biological databases. The results depended on the quality
of the biological databases. The bioinformatic contributions developed met research needs,
demonstrating efficiency in 16S identification with the epi2me and Kraken 2.0 algorithms.
Comparative analysis between the commercial and free algorithms revealed that the former
exhibits higher performance in terms of classification capacity, both in terms of the number of
organisms assigned per sample and the diversity of species identified per sample. However, there
were differences in the classification of microorganisms in the ITS region, attributable to database

validation.
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1. INTRODUCCION

El aumento exponencial en la generacion de datos bioldgicos ha planteado desafios significativos
en su procesamiento y analisis. La capacidad insuficiente para gestionar volimenes masivos de
informacién se ha convertido en un obstdculo comin en la investigacion bioldgica. La
bioinformatica desempena un papel fundamental al proporcionar herramientas y métodos para

abordar esta dificultad (Breitwiese, 2019).

La investigacion en biologia contempordnea se enfrenta a una creciente demanda debido a la
abrumadora cantidad de datos disponibles, lo que requiere tecnologias avanzadas de la
informacién y una capacidad computacional considerable (Wang, 2019). En este contexto, es
crucial aprovechar eficazmente la informacidn cruda obtenida de tecnologias de secuenciacién

de nueva generacién y comprender completamente su composicién.

En el ambito de la bioinformdatica y la secuenciacién masiva, se ha observado un progreso
significativo en términos de precisién y rendimiento (Alvarez, 2020). Sin embargo, muchas
herramientas bioinformaticas actuales son costosas, especialmente las disefiadas para equipos
especializados, lo que subraya la importancia de desarrollar metodologias gratuitas para el
analisis y procesamiento de datos bioldgicos, particularmente en la determinacién de la

composicidon microbiana.

La combinacién de técnicas de biologia molecular y bioinformatica se ha destacado por su alta
especificidad, sensibilidad y velocidad en la determinacién de microbiomas en diversos entornos.
Esto la sitia como una metodologia destacada para lograr una identificacién rapida y precisa de

microorganismos.

En resumen, el disefio de un script en Python que aspire a igualar la capacidad de deteccién y
clasificacién de microorganismos de programas como EPI2ME representa un paso importante
para abordar los desafios en el procesamiento de datos bioldgicos. Este enfoque contribuye al
avance de la bioinformatica y la investigacion en biologia al proporcionar una herramienta

accesible y efectiva para el analisis de datos biolégicos.
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2. MARCO TEORICO

La principal limitacion histérica para el estudio de la diversidad microbiana en suelos radica en la
dificultad de aislar los microorganismos. Se estima que solo alrededor del 1% de la poblacién
bacteriana presente en los suelos puede ser cultivada utilizando practicas de laboratorio
estandar, pero no se sabe si ese 1% es representativo (Nogales, 2005). En la ultima década, esta
limitacion ha sido un obstaculo para investigar los microbiomas en los ecosistemas, ya que la
incapacidad de cultivarlos dificultaba su deteccidn. Sin embargo, el desarrollo de nuevas técnicas
de Biologia Molecular en las ultimas décadas ha beneficiado a la Ecologia Microbiana,
contribuyendo significativamente al estudio y generacién de conocimiento sobre la composicién
de las comunidades microbianas sin la necesidad de cultivar los microorganismos (Valenzuela,
2015). Los marcadores moleculares se han demostrado de gran utilidad para describir y
caracterizar las comunidades microbianas, especialmente los organismos no cultivados (Hébert
et al., 2003). Las nuevas técnicas de secuenciacién han contribuido al incremento exponencial en
el registro de secuencias, aunque parciales, de regiones especificas como cédigos de barras para
microorganismos. Como resultado, ha sido necesario revisar los conceptos y métodos de
clasificacién taxondmica para estos organismos (Tanabe, 2013). El manejo y analisis de una gran
cantidad de informacion genética han impulsado el desarrollo de bases de datos especificas,
algoritmos y herramientas computacionales especializadas para comparar miles de secuencias
similares y realizar la asignacion taxonémica (Hernandez, 2020). Estos avances han permitido un
mejor entendimiento de la diversidad microbiana en suelos y otros ambientes, superando las
limitaciones impuestas por la dificultad de cultivar los microorganismos y abriendo nuevas

oportunidades de investigacion en el campo de la Ecologia Microbiana.

2.1 Gen ribosomal 16S rARN

La regién 16S es un polirribonucleétido de aproximadamente 1500 nucleétidos de longitud,
codificado por el gen rrs, también conocido como ADN ribosomal 16S (ADNr 16S). La relevancia
de esta region ribosomal radica en su disposicion de bases nitrogenadas, lo cual permite llevar a

cabo una clasificacion filogenética y taxondmica de las bacterias (Johnson, 2019).

Al igual que cualquier secuencia de nucledtidos de cadena sencilla, el ARNr 16S se pliega y

adquiere una estructura secundaria que incluye segmentos de doble cadena capaces de formar
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asas y hélices. Esta molécula se ha reconocido como un marcador universal poderoso, ya que se
encuentra presente en todos los organismos conocidos. Su estructura parece mantenerse estable
durante largos periodos de tiempo, y dado que su funcidon no ha experimentado cambios, las
alteraciones en la secuencia probablemente sean aleatorias. Sin embargo, los ARNr poseen
suficiente variabilidad para diferenciar no solo organismos muy divergentes, sino también
aquellos mas cercanos. En algunos casos, es posible distinguir especies. El tamano relativamente
largo del ARNr 16S (1500 nucleétidos) minimiza las fluctuaciones estadisticas, y su conservacion
en la estructura secundaria favorece el alineamiento preciso durante la comparacidon de
secuencias (Johnson, 2019). El ARNr 16S contiene nueve regiones (V1-V9) menos conservadas o
hipervariables, las cuales proporcionan la mayor informacién til para estudios filogenéticos y
taxondmicos. Las regiones conservadas son de gran ayuda para disefiar oligonucledtidos que
permitan amplificar las diversas regiones hipervariables de la gran mayoria de los ARNr 16S de los

microorganismos presentes en una comunidad (Johnson, 2019).

En la Figura 1 se muestra una representacién grafica del gen 16SrRNA (New England Journal of
Medicine, 2023) , donde se puede visualizar las dos subunidades que componen el gen 16S, asi
como las nueve regiones hipervariables que conforman esta estructura genética. Estas regiones
hipervariables son de especial relevancia en la investigacidn microbioldgica, ya que son sometidas
a amplificacion con el propésito de extraer la informacidn genética necesaria para la realizacién
de estudios de indole filogenética y taxondmica. Este enfoque molecular facilita la caracterizacién
y clasificacion precisa de las especies bacterianas, contribuyendo significativamente al

entendimiento de su diversidad y relaciones evolutivas.
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Figura 1. Diagrama de la estructura génica de los rRNAs procariontes. Donde se muestra las dos
subunidades del gen 16S y las nueve regiones hipervariables que lo componen. Tomado de (New

England Journal of Medicine, 2023).

El uso de oligonucledtidos ha facilitado la deteccidn y el analisis de secuencias; sin embargo,
algunos autores sefialan su limitacién para detectar un numero considerable de especies
bacterianas no cultivadas presentes en muestras ambientales (Huws et al., 2007). Existen varios
estudios que informan sobre la cobertura de iniciadores universales y sus combinaciones,
utilizando secuencias obtenidas de estudios metagendmicos (Liu et al, 2008). La tasa de
clasificacién y la precision varian ampliamente entre entornos y regiones de secuencia, debido a
varias razones entre las cuales estan: la base de datos de referencia proporciona diferentes
niveles de cobertura para cada entorno, ningun iniciador es verdaderamente "universal", pero
cuanto mayor sea la cobertura de una muestra bioldgica, mayor sera la identificacion precisa de

los microorganismos presentes en el medio ambiente (Soergel, 2012).

2.2 Regidn ITS como “cédigo de barras” para la identificacién fingica.

En organismos eucariotas, los genes responsables de la sintesis de los ARN ribosomales estan
dispuestos en configuraciones gendmicas que comprenden unidades transcripcionales
repetitivas, a saber, los genes 18S, 5.8S y 28S. Estas unidades, constituyentes fundamentales del
ribosoma, son elementos esenciales en la maquinaria molecular encargada de la sintesis de
proteinas. En adicién a estos componentes estructurales, se hallan presentes dos regiones
variables conocidas como espaciadores transcritos internos (ITS1 e ITS2), cuyo cardcter dindmico
es crucial para la diferenciacién de especies y la taxonomia. Ademas de las regiones ITS, se

distinguen dos secuencias adyacentes externas denominadas ETS (External Transcribed Spacer, en
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inglés), que desempefian un papel funcional en la transcripcién y procesamiento de los
precursores ribosomales, afladiendo una capa de complejidad en la regulacion de la expresién

génica en organismos eucariotas. (Raja et al., 2017).

Las regiones ITS en los genomas de organismos eucariotas pueden variar considerablemente en
tamafio y secuencia (Stajich et al., 2009). Esta variabilidad ha permitido validarlas como "cddigo
de barras" (Buée et al., 2009; Wang et al., 2011) para la identificacion de hongos, ya que posibilita
la identificacién a nivel de género y especie (Seifert, 2009; Tedersoo et al., 2010, Schoch et al.,

2012).

En contraste, las subunidades 18S, 5.8S y 28S no permiten la identificacidon a nivel de especie
debido a que se consideran regiones conservadas con poca variabilidad en su secuencia, lo que

dificulta la clasificaciéon y diferenciacién de diferentes tipos de hongos (Raja et al., 2017).

La Figura 2 presenta un esquema de los genes 18S rRNA, 5.8 rRNA y 28 rRNA, fundamentales en
la maquinaria molecular ribosomal. Este grafico destaca las areas antigénicas denominadas
Espaciadores Transcritos Internos 1 (ITS1) y Espaciadores Transcritos Internos 2 (ITS2). Dichas
regiones desempeiian un papel de suma importancia en la identificacién taxondmica a nivel de
género y especie en el ambito de la biologia molecular y la taxonomia. En determinadas instancias,
es posible llevar a cabo la identificacion de la especie con un grado de certeza notable. Sin
embargo, conviene subrayar que la eficacia de este proceso de identificacion se encuentra
intrinsecamente vinculada a la integridad y la calidad de la informacién contenida en las bases de
datos que albergan secuencias correspondientes a las regiones ITS1 e ITS2. Esta metodologia de
identificacion se basa en el andlisis comparativo de las secuencias de dichas regiones con aquellas
disponibles en bases de datos taxonédmicas de referencia, lo que implica una evaluacion rigurosa
de la coherencia y la semejanza genética entre las secuencias bajo analisis y sus contrapartes de

referencia.
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Figura 2. Representacion esquematica del gen 18S rRNA, gen 5.8 rRNA y gen 28rRNA, que
muestra las regiones intergenicas ITS1 e ITS2. En este esquema visual, se resaltan las zonas
denominadas ITS1y ITS2, las cuales desempefian un papel crucial en la identificaciéon taxonémica

dentro de los campos de biologia molecular y taxonomia. Extraido de (White, 1990).

El uso de las regiones ITS variables en el estudio de la diversidad fungica ha requerido el disefio
de oligonucledtidos universales que permitan la amplificacion de la region de interés en todos los
taxones (Bidartondo,2005). White et al.,, (1990) disefiaron los primeros oligonucledtidos
universales (ITS1/1TS2 e ITS3/I1TS4) para lograr la amplificacion de estas regiones, lo cual condujo

al disefio de oligonucledtidos universales y especificos para cada taxén de hongos.

Aunque la mayoria de los programas bioinformaticos estan orientados al analisis de la diversidad
fungica (Nilsson et al., 2009), actualmente se esta mejorando y depurando las bases de datos para

lograr una clasificacién mas precisa de los hongos.

La identificacidn preliminar de fitopatégenos basada en estudios taxondmicos tradicionales de
hongos permite determinar posibles efectos negativos o positivos debido a las interacciones
bioldgicas entre las plantas y los hongos (Aoki et al., 2005), pero requiere tiempo y personal
capacitado para realizar una clasificacién adecuada. Sin embargo, los métodos moleculares
agilizan laidentificacion al analizar regiones especificas del genoma del organismo. Las secuencias
de los espaciadores transcritos internos (ITS) y regiones como el factor de elongacién 1-alfa (TEF
1-a) son las mas utilizadas para diferenciar y clasificar los hongos (Fernandez-Orduiio et al., 2010)

y, una vez identificados, tomar medidas para controlar su proliferacion.

2.3 Secuenciacién masiva en la deteccién de microbiotas
La secuenciacién de alto rendimiento ha revolucionado la generaciéon de datos bioldgicos,
produciendo voliumenes masivos que superan la capacidad de las computadoras convencionales

(Lépez, 2016). Esto ha elevado la informatica a un papel critico en la gestion y analisis de estos
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datos. A diferencia de los sistemas de secuenciacidn tradicionales, las plataformas modernas
pueden generar millones de fragmentos de ADN en un solo proceso, con tiempos récord y costos
cada vez mas bajos. Sin embargo, la manipulacién de estas secuencias aisladas requiere el uso de

potentes herramientas informaticas para su alineacién y ensamblaje (Rodriguez-Santiago, 2012).

A pesar del avance significativo en la microbiologia del suelo gracias a las técnicas de biologia
molecular, las interrogantes que enfrentan los microbidlogos del suelo siguen siendo complejas.
La introduccidn de técnicas de secuenciacién y andlisis de genomas ha generado una cantidad
masiva de informacidn en los ultimos afios, superando en magnitud a lo obtenido en las décadas
anteriores. La metagendmica, el estudio global de los genomas de microorganismos en
comunidades, ha tenido éxito en comunidades microbianas del suelo (Ronddn et al., 2000).
Estimaciones conservadoras sugieren la presencia de entre 6,000 y 10,000 genomas diferentes
en suelos orgdnicos no perturbados y un nimero menor en suelos agricolas o contaminados con
metales pesados (Marcano et al., 2015). Esto refleja la magnitud de la nueva informacién

generada.

En el campo de la microbiologia del suelo, la metagendmica se ha centrado en la deteccién de
biocatalizadores, compuestos bioactivos y la caracterizacién de genomas de microorganismos no
cultivados. Estos avances ayudaran a comprender el papel de estos microorganismos en el
ecosistema del suelo. Sin embargo, el manejo de las enormes cantidades de secuencias obtenidas
es un desafio. Para abordarlo, se han desarrollado diversos programas y paquetes informaticos
como BLAST, Bioconductor, NCBI Entrez Utilities, FASTA y Bowtie (Wang, 2019), que permiten el

analisis de secuencias, ya sea de un organismo, un grupo de organismos o una o varias muestras.

2.4 Epi2me

Epi2me es una plataforma desarrollada por Oxford Nanopore Technologies (ONT) para el andlisis
de datos de secuenciacion de nanoporos (Kerkhof, 2021). Ofrece herramientas y flujos de trabajo
para diversas aplicaciones, como el analisis de genomas, la deteccién de modificaciones
epigenéticas, la identificacion de variantes genéticas y la metagendmica. Epi2me facilita la
identificacion de genes, elementos reguladores y especies en muestras de ADN, y se utiliza en una
amplia variedad de investigaciones cientificas y aplicaciones de diagnédstico. Su versatilidad lo hace

esencial en la gendmica y la biologia molecular.
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Es importante mencionar que, segun informacidn proporcionada, el costo de una membresia de
uso de Epi2me se estima en aproximadamente 1000 ddlares al afio, equivalente a unos 20,000
pesos mexicanos al tipo de cambio actual (Oxford Nanopore Technologies,2023). Esta estimacion
de costos es relevante para aquellos que consideran utilizar esta plataforma en términos de su
viabilidad econdmica y acceso a sus capacidades de andlisis de datos de secuenciacion de
nanoporos. Los costos asociados pueden estar sujetos a variaciones y dependen de factores como
la ubicacién geografica y la eleccidn de licencia especifica, por lo que se recomienda verificar los
precios actuales y las opciones de membresia directamente a través de la fuente oficial o el

proveedor de servicios correspondiente.

2.5 Formato FAST 5

El formato FASTS5 utilizado por Oxford Nanopore Technologies (ONT) se basa en el sistema HDF5
(Hierarchical Data Format 5), que es un enfoque altamente flexible para el almacenamiento y
gestion de datos (Huges, 2017). HDF5 es un formato de archivo binario que permite una
estructura jerarquica de datos, dividiéndolos en grupos y conjuntos de datos. Esto se traduce en
la categorizacion y organizacidon de datos similares en categorias cuando se trata de datos en
grupo. Por otro lado, cuando se hace referencia a data sets, nos estamos refiriendo a la
recopilacidon y almacenamiento estructurado de datos con un propdsito especifico para su

posterior analisis o procesamiento.

Los grupos en HDF5 actian como contenedores que pueden alojar otros grupos y data sets,
mientras que los data sets son arreglos multidimensionales de informacién. Esta jerarquia
proporciona una eficiente forma de organizar diversos tipos de datos en un solo archivo. Uno de
los beneficios destacados de HDF5 radica en su versatilidad para manejar datos de miultiples tipos
y tamanos, incluyendo datos numéricos, de texto, imagenes y sonido, en una Unica estructura de
archivo. Ademas, HDF5 permite la compresidn de datos, lo que reduce el tamafio de los archivos

sin pérdida de informacion esencial.

HDF5 también ofrece una interfaz de programacion de aplicaciones (API) que facilita el acceso y
la manipulacion de los datos almacenados en archivos HDF5. Esta APl esta disponible en varios
lenguajes de programacion, como C, C++, Python y Java, lo que simplifica su integracion en

diversas aplicaciones y entornos.
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En el caso especifico del formato FAST5 de ONT, que utiliza HDF5 como base, esta eleccién
proporciona una gran flexibilidad en la gestion de los datos generados por los secuenciadores de
nanoporos de ONT. Los archivos FAST5 pueden almacenar lecturas de secuencias, informacion de
calidad, metadatos experimentales y otros datos relevantes en una Unica estructura, lo que

simplifica significativamente su posterior andlisis y procesamiento (Gamaarachchi et al, 2022).

2.6 Formato FASTQ

El formato FASTQ es esencial en bioinformadtica y es un estdndar en la secuenciacion de nueva
generacion (NGS). Se basa en texto y tiene la capacidad de almacenar tanto la secuencia bioldgica,
gue suele ser una secuencia de nucledtidos, como las puntuaciones de calidad relacionadas con
cada posicion de la secuencia. Esta combinacién de secuencia y puntuaciones de calidad es
fundamental para lograr una interpretacién precisa y confiable de los datos producidos por los

secuenciadores de NGS (Wang et al., 2021).

AGCTGATCGATCGTAGCTAGCTAGCAT

+

PR i0o0e T ) Yedade++) (ki) .

TGGCAATCGATGCTAGCTGATCGTAG

+

ST+ ) DIDRI+* %) ) )+ ) )30

Figura 3 . Formato FastQ. El formato FASTQ es un tipo de archivo de texto utilizado para
almacenar secuencias bioldgicas, como acidos nucleicos, junto con sus valores de calidad.

Tomado de (Wang et al., 2021).

@Secuencia_1l y @Secuencia_2: Estas lineas comienzan con el simbolo "@" seguido de un
identificador Unico para cada secuencia. Esta linea indica a qué secuencia pertenecen las

siguientes lineas de datos y calidad.
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AGCTGATCGATCGTAGCTAGCTAGCAT y TGGCAATCGATGCTAGCTGATCGTAG: Estas lineas
contienen las secuencias nucleotidicas reales obtenidas durante la secuenciacion. Son las
representaciones de las letras A (adenina), G (guanina), C (citosina) y T (timina) que componen el

ADN o ARN.

+: Esta linea comienza con el simbolo "+" y generalmente se utiliza para separar las secuencias de
calidad de las secuencias de nucledtidos. A menudo, esta linea se deja en blanco o contiene

informacion adicional sobre la secuencia.

PE(((***+))%%%++) (%% %%).1 y %% %%++))%%%+**)))+**))%%%1: Estas lineas representan
los valores de calidad asociados con cada base de la secuencia correspondiente. Los valores de
calidad estan codificados en ASCII, donde caracteres diferentes representan diferentes niveles de
calidad. Cuanto mayor sea el valor ASCIl, mejor serd la calidad de la base correspondiente. Por

ejemplo, "!" tiene un valor ASCIl mas bajo que "*", lo que indica una calidad mas alta.

Estas puntuaciones de calidad se presentan como caracteres ASCIll, donde cada cardcter codifica
una puntuacién numérica especifica que refleja la confiabilidad de cada base en la secuencia. La
relacion entre los caracteres ASCIl y las puntuaciones de calidad se establece en una tabla de
codificacion, como la tabla Phred. El valor numérico de la puntuacion de calidad se obtiene
restando un valor fijo (generalmente 33 o 64) del valor ASCII correspondiente al caracter (Wang

etal., 2021).

El formato FASTQ ofrece una representacion compacta y eficiente de los datos de secuenciacién
al combinar la secuencia y las puntuaciones de calidad en un solo archivo de texto. Esto simplifica
el analisis y el procesamiento subsiguientes de los datos mediante herramientas bioinformaticas.
Ademas, permite la capacidad de almacenar multiples secuencias en un Unico archivo, lo que

facilita la manipulacién y transferencia de datos de manera efectiva (Hernandez, 2020).

2.7 Python

Python es un lenguaje de programacién de alto nivel que goza de una amplia adopcién en el
ambito de la informatica y la programacion. Se destaca por su sintaxis clara y legible, lo que lo
convierte en una eleccion idénea tanto para aquellos que estan dando sus primeros pasos en la

programacidon como para programadores con experiencia consolidada. La versatilidad de Python
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se manifiesta en su aplicacion en una diversidad de campos, abarcando desde el desarrollo web
hasta el analisis de datos y el aprendizaje automatico. Su capacidad para ser empleado en una
variedad tan extensa de aplicaciones lo consolida como una herramienta esencial en el repertorio

de programadores y cientificos de datos (Prokopyev et al., 2020).

2.8 Kraken 2.0

Kraken 2.0 es un sistema desarrollado para abordar la tarea de asignar etiquetas taxondmicas a
secuencias cortas de ADN, especialmente aquellas obtenidas en estudios metagendmicos. El
objetivo principal de Kraken 2.0 es realizar una clasificacion taxonémica precisa y eficiente de

secuencias de ADN.

El sistema utiliza una estrategia basada en la construccion de una base de datos de referencia que
contiene informacion taxondmica y secuencial de diversos organismos, como bacterias, virus,
eucariotas y arqueas. Esta base de datos de referencia se compone de secuencias gendmicas

conocidas y estd organizada en una estructura de arbol de taxonomia (Wood & Salzberg, 2014).

El proceso de clasificacién con Kraken 2.0 se realiza comparando las secuencias de entrada con la
base de datos de referencia utilizando algoritmos eficientes de coincidencia de secuencias. El
sistema utiliza un enfoque de mapeo rdpido basado en k-mers, que son secuencias cortas de
longitud fija. Los k-mers se generan a partir de las secuencias de entrada y se comparan con los
k-mers presentes en la base de datos de referencia. La coincidencia de k-mers permite asignar

etiquetas taxondmicas a las secuencias de entrada.

En la Figura 4 se muestra el algoritmo de clasificacion de secuencias Kraken 2.0 en el cual indica
gue, para clasificar una secuencia, cada k-mer en la secuencia se asigna al ancestro comun mas
bajo (LCA) de los genomas que contienen ese k-mer en una base de datos. Los taxones asociados
con los k-mers de la secuencia, asi como los ancestros de los taxones, forman un subdarbol podado
del arbol de taxonomia general, que se utiliza para la clasificacion. En el arbol de clasificacién,
cada nodo tiene un peso igual al niUmero de k-mers en la secuencia asociada con el taxén del nodo.
Cada ruta de raiz a hoja (RTL) en el drbol de clasificacién se puntia sumando todos los pesos de
laruta, y la ruta RTL maxima en el arbol de clasificacion es la ruta de clasificacion (nodos resaltados
en amarillo). La hoja de esta ruta de clasificacién (la hoja naranja situada mas a la izquierda en el

arbol de clasificacién) es la clasificacion utilizada para la secuencia de consulta.
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Figura 4. Algoritmo de clasificacidon de secuencias Kraken 2.0. El algoritmo Kraken 2.0 clasifica
secuencias asignando k-mers a ancestros comunes y utiliza el peso de los k-mers para determinar
la clasificacion final basada en la ruta de raiz a hoja con la mayor puntuacion en el arbol de

taxonomia. Traducido de (Wood & Salzberg, 2014).

La clasificacion taxondmica realizada por Kraken 2.0 es altamente precisa y se basa en la
comparacion de secuencias especificas en lugar de la alineacidn global. Esto permite un analisis

rapido y escalable de grandes volimenes de datos metagendmicos.

Ademas, Kraken 2.0 proporciona una clasificacion jerdrquica, lo que significa que no solo asigna
una Unica etiqueta taxondmica a una secuencia, sino que también identifica los niveles de

taxonomia superiores en el arbol de taxonomia.

La utilidad y eficacia de Kraken 2.0 han sido demostradas en diversos estudios y ha sido
ampliamente adoptado por la comunidad cientifica para el analisis taxondmico en estudios
metagendmicos. Ademas, se han desarrollado versiones mejoradas de Kraken 2.0, como Kraken

2.0, que ofrecen un rendimiento y una precisién aun mayores (Ravelo et al., 2023).
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3. JUSTIFICACION

Las tecnologias disponibles en el campo de la biologia molecular han abierto nuevas posibilidades
para la realizacion de estudios mas complejos en la identificacidon de organismos, especialmente
en el dmbito de los microbiomas y la metagendmica. Cada compafiia de secuenciacidn genética
cuenta con su propio software para el procesamiento de datos de secuenciacidon masiva, con el
objetivo de llevar a cabo clasificaciones taxondmicas precisas.

Estos programas informaticos suelen tener un costo, tanto econédmico como de infraestructura,
debido a los derechos de autor y a las amplias caracteristicas que ofrecen. De hecho, estos
programas son tan versatiles y demandantes en términos de recursos computacionales que
resulta dificil utilizarlos en equipos informaticos convencionales, lo que representa un desafio
tanto para la comunidad académica como para los investigadores.

Por lo tanto, en el presente trabajo de investigacion se propone desarrollar una serie de scripts
gratuitos que contribuyan a la clasificacién taxonémica de las lecturas de las regiones ITS y 16S
obtenidas mediante secuenciacién masiva. Estos scripts, o programas de computadora, fueron
disefiados para ser accesibles y utilizables por la comunidad cientifica sin restricciones
econdmicas, permitiendo asi el acceso a herramientas de clasificacidon taxondmica de manera mas
amplia y equitativa.

El objetivo principal de estos scripts gratuitos es facilitar el analisis de datos de secuenciacién
masiva y proporcionar resultados de clasificaciéon taxondmica confiables. Para lograr esto, se
emplearon algoritmos y enfoques bioinformaticos adecuados, asegurando la precision y la
eficiencia en el procesamiento de las secuencias.

Al ofrecer una alternativa gratuita y accesible a los programas comerciales, se espera fomentar la
colaboracidn cientifica y el avance del conocimiento en el campo de la clasificacidon taxondmica.
Ademads, la disponibilidad de estos scripts gratuitos permitird a investigadores con recursos
limitados llevar a cabo analisis mas sofisticados y realizar estudios taxondmicos en una amplia

gama de organismos y ambientes.
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4. HIPOTESIS

El disefio de un script en lenguaje Python presentara una capacidad equiparable a la del programa

EPI2ME en términos de deteccidn y clasificacién de microorganismos.

5. OBJETIVOS

5.1 General:

Disefiar un conjunto de scripts para realizar la clasificacién de lecturas de secuenciacién masiva
en formato fastq de las regiones 16S y ITS provenientes de secuenciacién por la tecnologia de

nanoporos.

5.2 Especifico:

1. Disefo de algoritmo para separar secuencias dependiendo de las muestras.

2. Realizar la clasificacién taxondmica de los microorganismos presentes en las lecturas.

3. Comparacién entre los resultados obtenidos en base al porcentaje de clasificacién
taxondmica al emplear EPI2ZME vy los resultados derivados de la ejecucion de los scripts

creados en Python.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Diagrama Experimental

Figura 5. Estrategia experimental usada para el analisis y procesamiento de datos de

secuenciacion masiva de las regiones 16S y ITS de microbiomas de muestras de suelo.
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6.2 Procesamiento de la muestra

6.2.1 Recoleccion de muestra.

Las muestras se recolectaron en un vivero de fresa localizado en el Irapuato en el estado de
Guanajuato, las muestras fueron recolectadas mediante la técnica de zigzag, se tomaron un total
de 10 muestras de suelo, cada muestra se tomd a 2 cm de la superficie de suelo, cada muestra se
recolecto un total de 30 gramos, recolectada en un tubo falcon de 50 mililitros. Una vez recolectas
las muestras se almacenaron a 4°C para su procesamiento. Las muestras fueron recolectadas el

15 de noviembre del 2019.

6.2.2 Extraccién de ADN

Se tomaron 750 mg de cada muestra y se colocaron en un tubo de 2 ml. Se anadieron 850
microlitros de medio de transporte con formulacién STUART (Lifeder, 2023) y se mezclaron
vigorosamente cada tubo eppendorf durante 10 segundos. Luego, se extrajeron 750 microlitros
de la muestra homogeneizada y se transfirieron a un nuevo microtubo de 1.5 mL. La muestra se
centrifugd a 1,000 g durante 1 minuto. Se recuperaron 600 uL del sobrenadante y se transfirieron
a un nuevo microtubo de 1.5 mL. Este nuevo tubo se centrifugd a 10,000 g durante 5 minutos, y
se descarté el sobrenadante. Se resuspendid el pellet resultante con 50 uL de agua libre de
nucleasas hasta obtener una mezcla homogénea. El tubo se congeld a -209C, lo que tomd
aproximadamente 10 minutos. Una vez que la muestra estuvo congelada, se sometié a un choque
térmico mediante una incubacién a 95°C durante 10 minutos en un termociclador.
Posteriormente, se centrifugd a 1,000 g durante 3 minutos y se recuperaron 30 uL del

sobrenadante en un microtubo de 0.2 mL.

6.2.3 Producto de la PCR de la regién 16S

Para la PCR de la regién 16S, se empled el kit Direct PCR Mdster de la marca Jena Bioscience con
numero de catdlogo PCR-111S. La reaccién de PCR se llevé a cabo en un termociclador de la marca
Applied Biosystems. Los oligonucleétidos utilizados fueron el 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3’) y el 1492R (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’), disefiados para amplificar las zonas V1-V9 de la
region 16S (Sedlar, 2018). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 20 uL, segun se
detalla en la tabla 1. El protocolo para la reaccién siguid las pautas propuestas por la casa
comercial para productos mayores de 1000 pb, tal como se indica en la tabla 2.
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Tabla 1.Composicion De la Mezcla Maestra para PCR.

Componentes Volumen Concentracion
Direct PCR master 10 uL
Oligonucleodtidos 27F 1uL 10 um
Oligonucledtidos 1492R 1uL 10 um
Muestras 2 uL 10-30 uM
Agua libre de ADNasa 6 uL
Total 20 uL
Tabla 2.Protocolo de termociclador para PCR.

Temperaturas Tiempo Ciclos

95°C 300s 1

95°C 20s

56.8°C 30s 35

72°C 90s

72°C 120s 1
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6.2.4 Integridad del producto de PCR

Se llevé a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. En cada pozo del gel se cargaron 3 ulL
de cada muestra junto con 2 uL del buffer de carga azul de bromofenol. Este buffer de carga estaba
previamente tefiido con bromuro de etidio a una concentracion de 10 mg/mL. Luego, el gel se

visualizé utilizando luz ultravioleta mediante un fotodocumentador Ingenius.

6.2.5 Purificacién de la PCR 16S.

Para eliminar productos secundarios de la PCR con un tamafio inferior a 900 pb, se tomaron 17 pL
del producto de la PCR de la region 16S y se les afiadieron 13.6 pL de perlas magnéticas Agencourt
AMPure XP mediante pipeteo. La mezcla se dejé reposar durante 2 minutos a temperatura
ambiente. Luego, se colocd la muestra en una gradilla magnética y se mantuvo alli hasta que la
solucidn se aclard y se formd un pellet con las perlas magnéticas, un proceso que duréde 3 a5

minutos.

Una vez que se formo el pellet, se retiré cuidadosamente el sobrenadante desde el lado opuesto
al pellet con una pipeta, con precaucién para evitar que el pellet se resuspendiera. Se realizaron
dos lavados con 200 pL de etanol al 80% en cada lavado, afiadiendo el etanol al lado opuesto al
pellet. Luego, se realizd un breve giro durante 2 segundos y se dejo la muestra a temperatura

ambiente para permitir que el etanol residual se evaporara, lo cual llevd de 3 a 5 minutos.

Después, se afladieron 13 plL de agua libre de nucleasas directamente al pellet y se mezclaron
mediante pipeteo, realizando 20 ciclos. Se dejé reposar la muestra a temperatura ambiente
durante dos minutos antes de volver a colocarla en la gradilla magnética. Se esperaron otros 2
minutos hasta que la fase acuosa estuvo completamente transparente, momento en el cual se
recuperaron 12 uL de la fase acuosa sin tocar el pellet, y se colocaron en un nuevo microtubo de

0.2 mL.

6.2.6 Producto de la PCR de la regién ITS

Para la PCR de la regién ITS, se empled el kit Direct PCR Master de la marca Jena Bioscience con
numero de catdlogo PCR-111S. La reaccién de PCR se llevé a cabo en un termociclador de la marca
Applied  Biosystems modelo veriti. Se utilizaron los  oligonucledtidos  ITS1
(5’ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) y ITS2 (5'TCCTCCGCTTATTGATATGC3’) (White et al., 1990) (Gardes

& Bruns, 1993). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 20 pL, como se especifica en
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la tabla 3. El protocolo para la reaccidn siguid las pautas propuestas por la casa comercial en el

manual para productos con un tamafio menor de 1000 pb, tal como se describe en la tabla 4.

Tabla 3.Composicion De la Mezcla Maestra para PCR.

Componentes Volumen Concentracién
Direct PCR master 10 uL
Oligonucledtidos ITS1 1L 10 uM
Oligonucledtidos ITS2 1L 10 uM
Muestras 2 uL 10-30 uM
Agua libre de ADNasa 6 uL
Total 20 pL
Tabla 4.Protocolo de termociclador para PCR.

Temperaturas Tiempo Ciclos

95°C 300s 1

95°C 20s

56.8°C 30s 35

72°C 60s

72°C 120s 1
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6.2.7 Integridad del producto de PCR ITS

Se llevé a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. En cada pozo del gel se cargaron 3 plL
de cada muestra junto con 2 uL del buffer de carga azul de bromofenol. Este buffer de carga fue
tefiido previamente con bromuro de etidio a una concentracion de 10 mg/mL. Luego, el gel se

visualizé utilizando luz ultravioleta mediante un fotodocumentador Ingenius.

6.2.8 Purificacién de la PCR ITS.

Para eliminar productos secundarios de la PCR con un tamafio inferior a 500 pb, se tomaron 17 pL
del producto de la PCR de la regién ITS y se les afiadieron 9.6 plL de perlas magnéticas Agencourt
AMPure XP mediante pipeteo. La mezcla se dejé reposar durante 2 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se colocd la muestra en una gradilla magnética y se mantuvo alli hasta
gue la solucidn se aclard y se formd un pellet con las perlas magnéticas, un proceso que duré de

3 a 5 minutos.

Una vez que se formo el pellet, se retiré cuidadosamente el sobrenadante desde el lado opuesto
al pellet con una pipeta, con precaucién para evitar que el pellet se resuspendiera. Se realizaron
dos lavados con 200 pL de etanol al 80% en cada lavado, afiadiendo el etanol al lado opuesto al
pellet. Luego, se realizd un breve giro durante 2 segundos y se dejo la muestra a temperatura

ambiente para permitir que el etanol residual se evaporara, lo cual llevd de 3 a 5 minutos.

Después, se afladieron 13 plL de agua libre de nucleasas directamente al pellet y se mezclaron
mediante pipeteo, realizando 20 ciclos. Se dejé reposar la muestra a temperatura ambiente
durante dos minutos antes de volver a colocarla en la gradilla magnética. Se esperaron otros 2
minutos hasta que la fase acuosa estuvo completamente transparente, momento en el cual se
recuperaron 12 uL de la fase acuosa sin tocar el pellet, y se colocaron en un nuevo microtubo de

0.2 mL.

6.2.9 Incorporacién de cédigos de barra al producto de la PCR de la regién 16Sy ITS.

Al producto de PCR purificado tanto para la regidén ITS como 168, se le afiadié un cédigo de barra
especifico para cada muestra mediante PCR. Los cddigos de barra utilizados se detallan en la tabla
3. Para la preparacion de la PCR para agregar los cédigos de barra a la region 16S, se empleé el kit
Direct PCR Master de la marca Jena Bioscience con nimero de catdlogo PCR-111S. La reaccion de

PCR se realizé en un termociclador de la marca Applied Biosystems.
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Para la region 16S, se utilizaron los oligonucleétidos 27FCBN (5’CBNFAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3’) y 1492RCBN (5'CBNRGGTTACCTTGTTACGACTT-3"), donde CBNF y CBNR corresponden al codigo
de barra de cada muestra. Para la region ITS, se usaron ITS1CBNF
(5’"CBNRTCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) y ITS2CBNR (5'CBNRTCCTCCGCTTATTGATATGC3’), y los

cédigos de barra para las muestras se presentan en la tabla 4.

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 L, como se especifica en la tabla 5.

El protocolo para la reaccidn siguiod las pautas propuestas por la casa comercial para productos

con un tamafio mayor de 1000 pb, tal como se describe en la tabla 6.

Tabla 5. Combinacién de cédigos de barra por cada producto de 16S y ITS.

Muestra Cdédigo de barra 5 (CBNF)’ Cdédigo de barra 3 (CBNR)’
CB1 GACGCCTAAGCTAACCCGGC | CTGCGGATTCGATTGGGCCG
CB2 ACCCCGACACACCATAGGCG | TGGGGCTGTGTGGTATCCGC
CB3 GACGAGCTCCACACATCGCC CTGCTCGAGGTGTGTAGCGG
CB4 AAGGGCACCTACCCCATGCG | TTCCCGTGGATGGGGTACGC
CB5 GGGACCTCGTAAGGGCAGAG | CCCTGGAGCATTCCCGTCTC
CB6 GTCCGACTGGGATGGAGCCT | CAGGCTGACCCTACCTCGGA
CB7 CAGAGGAGTGTCCGACCGAC | GTCTCCTCACAGGCTGGCTG
CB8 GTCCCGGAAGGGCTTGCACT | CAGGGCCTTCCCGAACGTGA
CB9 GGCTGCAGTTAGGGCACGGA | CCGACGTCAATCCCGTGCCT
CB10 CGGGAATTCTCGGAACGCGG | GCCCTTAAGAGCCTTGCGCC

32



Tabla 6.Protocolo de reaccién para la incorporacion de cédigo de barra tanto para 16S y ITS.

Componentes Volumen Concentracion
Direct PCR master 12.5 L

CBF (N) [10 uM] 1pL 10 uM

CBR (N) [10 uM] 1pL 10 uM
Muestra (purificado de la PCR) 2 uL 10-50 uM
Agua libre de ADNasa 8.5 uL

Total 25 uL

Tabla 7.Protocolo de termociclador para la incorporacion de cédigo de barra.

Temperaturas Tiempo (s) | Ciclos
95°C 300 1
95°C 20

56.8°C 30 35
72°C 90

72°C 120 1

6.2.9 Confirmacion del producto de la PCR de la incorporacion de cédigo de barra.

Se llevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. En cada pozo del gel se cargaron 3 pL
de cada muestra junto con 2 pL del buffer de carga azul de bromofenol. El buffer de carga se tifid
previamente con bromuro de etidio a una concentraciéon de 10 mg/mL. Luego, el gel se visualizd

utilizando luz ultravioleta mediante un fotodocumentador Ingenius.
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6.2.10 Purificacion de la incorporacion de cédigo de barra.

Para eliminar productos secundarios con un tamafio inferior a 900 pb, se tomaron 20 pL del
producto de la PCR de la incorporacidn de cédigo de barras y se les afiadieron 16.0 uL de perlas
magnéticas Agencourt AMPure XP mediante pipeteo. La mezcla se dejé reposar durante 2 minutos
a temperatura ambiente. Luego, se colocé la muestra en una gradilla magnética y se mantuvo alli
hasta que la solucidn se aclaré y se formé un pellet con las perlas magnéticas, un proceso que

durd de 3 a 5 minutos.

Una vez que se formo el pellet, se retird cuidadosamente el sobrenadante desde el lado opuesto
al pellet con una pipeta, con precaucién para evitar que el pellet se resuspendiera. Se realizaron
dos lavados con 200 pL de etanol al 80% en cada lavado, afiadiendo el etanol al lado opuesto al
pellet. Luego, se agitd durante 2 segundos y se dejo la muestra a temperatura ambiente para

permitir que el etanol residual se evaporara, lo cual llevé de 3 a 5 minutos.

Después, se afiadieron 20 uL de agua libre de nucleasas directamente al pellet y se mezclaron
mediante pipeteo, realizando 20 ciclos. Se dejé reposar la muestra a temperatura ambiente
durante dos minutos antes de volver a colocarla en la gradilla magnética. Se esperaron otros 2
minutos hasta que la fase acuosa estuvo completamente transparente, momento en el cual se
recuperaron 20 uL de la fase acuosa sin tocar el pellet, y se colocaron en un nuevo microtubo de

0.2 mL.

6.2.11 Secuenciacion.

Preparacién del Producto de PCR y secuenciacion.

En un tubo de PCR de 0.2 mL, se mezcld lo siguiente: 47 ul de producto de PCR purificado, 3.5 pL
de tampon de reparacion de ADN NEBNext FFPE, y 2 ul de NEBNext FFPE DNA Repair Mix. La
mezcla se agitdé suavemente moviendo el tubo y girando hacia abajo. Luego, utilizando un

termociclador, se incubé a 20 °C durante 5 minutos y a 65 °C durante 5 minutos.

La muestra de ADN se transfirid a un tubo Eppendorf limpio de 1.5 mL. Se afiadieron 60 pl de
perlas AMPure XP resuspendidas a la reaccién de preparacién final y se mezclé por pipeteo. La

mezcla se incubd en un mezclador rotatorio durante 5 minutos a temperatura ambiente.
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Se prepararon 500 pL de etanol fresco al 70% en agua libre de nucleasas. Luego, se coloco el tubo
en un iman, se pipeted el sobrenadante y se mantuvo el imdn en su lugar. Se lavaron las cuentas
con 200 uL de etanol al 70% recién preparado sin alterar el sedimento. Se retird el etanol al 70%

con una pipeta y se desechd. Se dejé secar durante 30 segundos.

Después, se retird el tubo de la rejilla magnética y se resuspendié el sedimento en 61 pL de agua
libre de nucleasas. La muestra se incubd durante 2 minutos a temperatura ambiente. Luego, se
pelletizaron las cuentas en un imdan hasta que el eluato se volvid transparente e incoloro. Se retird

el eluato y se transfirieron 61 L a un tubo limpio Eppendorf de 1.5 mL.

Una vez que se obtuvo el ADN reparado, se utilizd6 el kit de secuenciacion 1D de Nanopore

siguiendo el protocolo proporcionado por la empresa (Oxford Nanopore Technologies).

6.3 Analisis Bioinformatico.

6.3.1 Procesamiento de datos.

Una vez obtenidas las lecturas de secuenciacién por MinlON, estas se almacenaron en archivos
en formato FASTS estas lecturas se encuentran almacenadas en el repositorio virtual en el
apartado anexos. Cada archivo FASTS tiene una capacidad limitada de almacenar hasta 40
lecturas. Con el fin de facilitar el procesamiento y andlisis de estos datos, se empled un script
disefiado para esta tesis que se encuentra en el repositorio virtual que se generd para este trabajo
gue se encuentra en el apartado de anexos. El objetivo de este script fue unir los archivos FAST5
individuales y convertirlos en un Unico archivo en formato FASTQ. Al combinar los archivos, se
reduce el numero de archivos a analizar, lo que facilita su manipulacién y procesamiento en

etapas posteriores.

Una vez que se obtuvo el archivo Unico en formato FASTQ, se procedid a realizar otro script el
cual se encuentra su codigo fuente en el repositorio virtual y aparece con el titulo de Fastq separar
por cédigo de barra utilizando el lenguaje de programacion Python. El propdsito de este nuevo
script fue separar las lecturas en archivos individuales, en funcién de la presencia de un cddigo de
muestra especifico Mediante la aplicacidon de este segundo script, se logrd clasificar las lecturas
de secuenciacién en diferentes archivos, seguin la muestra a la que pertenezcan. Esto permitid
una organizacidon adecuada de los datos, facilitando el analisis posterior y el estudio de las
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diferentes muestras de interés. Con la ejecucion de estos scripts, se optimizo el manejo y la
organizacién de los datos de secuenciacidon masiva obtenidos a través de la tecnologia MinlON,

permitiendo una mayor eficiencia en la posterior interpretacidn y analisis de los resultados.

6.3.2 Clasificacion de la muestra.

En el marco de este estudio, se llevd a cabo la creacion de una nueva base de datos utilizando
como punto de partida la base de datos existente de Kraken 2.0. Con el fin de ampliar las
capacidades de clasificacion, se incorpord una carpeta que contiene las secuencias obtenidas de
las regiones ITS de hongos registradas desde el afio 2000 hasta el 18 de octubre de 2020.
obtenidas de la base de datos del NCBI y que se encuentran depositadas en el repositorio virtual

con el titulo lista de microorganismos usados en Kraken 2.0.
Para incorporar datos de la region ITS a Kraken 2.0, se siguieron los siguientes pasos:
Paso 1: Preparacion de Datos

e Se asegurd que los datos de secuenciacidn incluyeran la region ITS.
e Serealizé el control de calidad de las secuencias cuando fue necesario.
e Se ensamblaron los datos si no estaban en secuencias contiguas (contigs).

Paso 2: Construccion de la Base de Datos de Kraken 2.0.

e Se descargd e instald Kraken 2.0.

e Se descargd una base de datos de referencia de Kraken 2.0 que incluia informacién
taxondmica de la region ITS y se cred una base de datos personalizada que se puede
encontrar en el repositorio virtual.

e Se utilizé kraken2-build para construir la base de datos personalizada.

e Seindexd la base de datos personalizada con kraken2-build.

Paso 3: Ejecucion de Kraken 2.0 con los Datos ITS

e Se ejecutd Kraken 2.0 con los datos ITS utilizando kraken2.0.

e Se analizaron los resultados para obtener informaciéon sobre la taxonomia de las
secuencias.

e Se interpretaron los resultados para identificar las especies o grupos taxondmicos

presentes en los datos de ITS.
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Lo anterior se ha fundamentado en el manual oficial de Kraken 2.0(Oregdn State University,2023).

El objetivo principal de esta adicién es permitir la clasificacion no solo de la region 16S, sino
también de la regién ITS, ampliando asi el alcance de la clasificacién taxondmica de los organismos
presentes en las muestras analizadas. La decisién de limitar la inclusidon de secuencias a los
ultimos 20 aios se basa en la consideracion de que existen numerosas secuencias de hongos mal
clasificadas durante las décadas anteriores del siglo pasado. Estas secuencias incorrectamente
clasificadas podrian introducir un margen de error en la clasificaciéon taxondmica y dar lugar a
contradicciones en la arquitectura de los datos. Al seleccionar Unicamente las secuencias
obtenidas durante los ultimos 20 afios, se busca mejorar la calidad y la precision de la clasificacidon
taxondmica de los hongos presentes en las muestras. Con la creacion de esta nueva base de datos,
se mejord la capacidad de clasificacion taxondmica de Kraken 2.0, debido a que se tiene una
mayor cobertura gendmica ya que incorpora un conjunto mds amplio de secuencias genémicas
de diversas especies y taxones, la actualizacion de datos ya que la creacion de una nueva base de
datos permite incorporar datos mas recientes y actualizados, lo que puede resultar en una mejor
clasificacién taxondmica al reflejar con mayor precisiéon la diversidad gendmica en el reino
biolégico, correccidn de errores y eliminaciéon de contaminantes, la creaciéon de una nueva base
de datos brinda la oportunidad de eliminar datos incorrectos, redundantes o contaminantes que
puedan haber estado presentes en versiones anteriores facilitando un analisis mas preciso y
confiable de las muestras de interés, especialmente en lo que respecta a la identificacion y

clasificacién de las secuencias de la regién ITS de hongos.

6.3.3 Comparacién de bases de datos.

En el marco de este estudio, se llevé a cabo una comparacion bioinformatica entre los datos
obtenidos mediante el programa modificado de clasificacion basado en la base de datos de libre
acceso disefiada en esta tesis y la aplicacién comercial de Nanopore denominada EPI2ME. El
objetivo de esta comparacion es determinar si la precision de la base de datos modificada es
comparable a la aplicacion comercial de Nanopore en términos de identificaciéon entre otros
criterios de una buena identificacion taxondmica de organismos a partir de secuencias. Para llevar
a cabo esta comparacién, se utilizaron conjuntos de datos obtenidos por ambos métodos de

identificacion. Estos conjuntos de datos consistieron en secuencias provenientes de muestras de
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tierra de viveros de fresa en Guanajuato y fueron sometidos a analisis mediante los respectivos
programas de clasificacion. Se evaluaron diversos parametros para determinar la precision de la
clasificacién en cada caso. Estos pardmetros incluyen, entre otros, la sensibilidad, que mide Ia
capacidad de identificar correctamente casos positivos en un conjunto de datos. Una alta
sensibilidad indica una buena deteccidn de casos positivos, |la especificidad, que mide la capacidad
de identificar correctamente casos positivos en un conjunto de datos. Una alta sensibilidad indica
una buena deteccidon de casos positivos, y la precision que mide la proporcién de resultados
positivos reportados que son verdaderamente positivos. Una alta precisién indica resultados
positivos confiables. Ademas, se realizé un analisis comparativo de los resultados obtenidos por
ambos métodos, identificando las similitudes y diferencias en la asignacion taxonémica de las
secuencias. Se realizo una evaluacion de los resultados obtenidos, considerando tanto el
rendimiento general de la clasificacibn como la consistencia y concordancia con las
identificaciones conocidas de los organismos presentes en las muestras analizadas. Este andlisis
comparativo tiene como objetivo determinar si la base de datos modificada disefiada en esta tesis
es capaz de proporcionar resultados de clasificacidon de organismos comparables en términos de
identificacion a la aplicacién comercial EPI2ZME de Nanopore. Los resultados de esta comparacion
permitieron evaluar la utilidad y eficacia de la base de datos modificada para la identificacién de

secuencias en el contexto de la investigacién bioinformatica y la biologia molecular.

6.3.4 Porcentaje de microrganismos

Con el fin de determinar las proporciones relativas de bacterias y hongos presentes en la muestra,
se utilizaron los datos obtenidos a través del proceso de clasificacion de cada lectura. Estos datos
se analizaron utilizando la herramienta Krona, que se implementa en el lenguaje de programacion
Ruby. Cabe destacar que esta herramienta no es compatible con el sistema operativo Windows.
Aunque es posible ejecutar Krona en Windows con una configuracién adicional, esto puede
plantear problemas y complicaciones en la instalacion y el uso. La incompatibilidad con Windows
limita la accesibilidad y la conveniencia de Krona para los usuarios de este sistema operativo, lo
gue puede resultar en la preferencia por alternativas mas compatibles y faciles de usar en
entornos Windows. La herramienta Krona se utilizé para generar un grafico de circulo dindmico
gue visualice las proporciones de los diferentes taxones identificados en la muestra. Este tipo de
representacion grafica permite una visualizacion interactiva y detallada de la distribucién de las
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bacterias y hongos presentes, brindando una representacion visual efectiva de las proporciones
relativas de cada grupo taxonémico. Se procedié a importar los datos de clasificacién obtenidos
previamente al software Krona, siguiendo el flujo de trabajo establecido por esta herramienta
(Ondov et al., 2015). Ademas, la naturaleza dinamica del grafico de circulo de Krona facilité la
exploracion y la interaccion con los datos, lo que permite una comprension mas profunda de la

composicidn taxondmica de la muestra.
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7. RESULTADOS

7.1 Porcentaje de microrganismos

Para determinar las proporciones de bacterias y hongos presentes en la muestra, se utilizaron los
datos obtenidos de la clasificacién de cada lectura realizada por el programa Epi2me. Estos datos
se visualizaron en el diagrama de arbol incluido en el software por defecto, como se muestra en
la Figura 6 y 7 para bacterias y hongos respectivamente. Esta representacion grafica permite
observar la distribucién taxondmica de las secuencias identificadas. Por otro lado, los datos
obtenidos de la clasificacion de cada lectura mediante el script enlazado a Kraken 2.0 se
procesaron utilizando Krona, una herramienta basada en el lenguaje Ruby. Krona permitira
generar un grafico de circulo dindmico que mostrara la clasificacion taxondmica de las secuencias.
A continuacion, se presenta la Figura 8, la cual ilustra la clasificacién taxondmica de las bacterias
en lamuestra 1, y la Figura 9, que muestra la clasificacion taxonémica de los hongos en la muestra
1. Este mismo procedimiento se seguird para cada una de las 10 muestras analizadas. Estas
representaciones graficas son de gran utilidad para visualizar y comprender la composicién

taxondmica de las bacterias y hongos presentes en cada muestra.

La muestra numero 1 exhibe un alto nivel de identificacidon de bacterias tanto por el algoritmo
Epi2me como por Kraken 2.0. El grafico de arbol generado por Epi2me muestra la clasificacion de
organismos hasta el nivel de especie. En el grafico de arbol, la cantidad de lecturas clasificadas de
cada especie se representa con el tamano de la rama. Ambos graficos de arbol son generados por
el algoritmo Epi2me. La Figura 6 muestra la clasificacion de bacterias en la muestra 1, revelando
gue la especie bacteriana mas predominante en dicha muestra es Massilia niabensis y la menos
predominante es Lactobacillus acetotolerans. La Figura 7 muestra la clasificacidon de hongos en la
muestra 1, y destaca que la especie fungica mas predominante es Malassezia restricta y la menos

predominante es Sugiyamaella lignohabitans.

Asimismo, se presentan los resultados obtenidos mediante el algoritmo Kraken 2.0,
representados en graficos circulares porcentuales utilizando Krona. En la Figura 8, se muestra la
clasificacién porcentual de bacterias, donde cada bacteria se muestra en funcién de su rango
taxondmico, revelando que la especie bacteriana mas predominante es Massilia niabensis y la
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menos predominante es Vitreoscilla estercolaria. La Figura 9 exhibe la clasificacidn porcentual de
hongos en la muestra 1, evidenciando que Malassezia restricta es la especie fungica mas

predominante y la menos predominante es Rhizomucor pusillus.

Estos resultados subrayan la similitud entre ambos algoritmos en la identificacidn y clasificacion

de microorganismos. Por lo tanto, se puede afirmar que el script gratuito cumple con su funcion.

El andlisis comparativo y la discusion de la predominancia de bacterias y hongos con diferentes

niveles de abundancia en cada muestra se presentaran posteriormente en la tabla 18.

Figura 6.Clasificacion taxonémica de bacterias en la muestra 1. Arbol filogenético generado
utilizando el software comercial epi2me, en el que cada nodo denota los ancestros comunes
compartidos por dos o mas taxones. El grosor de las lineas representa el numero de lecturas
clasificadas a nivel taxondmico, mientras que el tamafio de los circulos refleja la abundancia de

un género o especie bacteriana en la muestra.
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Figura 7.Clasificacion taxonémica de hongos en la muestra 1. Arbol filogenético generado
utilizando el software comercial epi2me, en el que cada nodo denota los ancestros comunes
compartidos por dos o mas taxones. El grosor de las lineas representa el numero de lecturas
clasificadas a nivel taxondmico, mientras que el tamafio de los circulos refleja la abundancia de

un género o especie fungica en la muestra.
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Figura 8. Clasificacion taxonémica porcentual de bacterias en la muestra 1. Grafico circular
interactivo generado por Krona en el que cada nivel taxondmico se ve representado por capas,
este a su vez contiene nodos y porcentajes que representan diferentes categorias taxondmicas y

colores que se utilizan para diferenciar categorias o nodos.
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Figura 9.Clasificacion taxondmica porcentual de hongos en la muestra 1.Gréfico circular
interactivo generado por Krona en el que cada nivel taxondmico se ve representado por capas,
este a su vez contiene nodos y porcentajes que representan diferentes categorias taxondmicas y

colores que se utilizan para diferenciar categorias o nodos.

Las demas muestras (de la muestra 2 a la muestra 10) junto con sus respectivos diagramas de
EPI2ME y Kraken se hallan en la seccion de anexos del presente documento. Asimismo, para una

visualizacidn interactiva, se pueden consultar en el repositorio virtual.

7.2 Comparacion de bases de datos.

7.2.1 BACTERIAS

En el andlisis de las 10 muestras mediante el programa Epi2me, se observé un promedio de
clasificacion del 72% con relacion al total del 100% de la muestra como se muestra en la tabla 8.
Por ejemplo, la muestra 1 alcanzé una clasificacidon del 92%, lo que implica que Unicamente el 8%
de la muestra no pudo ser identificado ni clasificado por el programa. De manera analoga, la
muestra 5 logré un 44% de clasificacion, indicando que el 56% de la muestra no pudo ser
identificado ni clasificado por el programa. En contraste, el script desarrollado en el lenguaje

Python obtuvo un promedio de clasificacién del 54%. En el caso de la muestra 1, se logré una
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clasificacion del 79%, siendo el 21% restante no identificado debido a la ausencia de informacion
en las bases de datos utilizadas. La muestra 2 presenté el porcentaje mas bajo de clasificacidn,
con un 43%. Es importante destacar que este bajo porcentaje de clasificacién en la muestra 2 no
implica necesariamente un fallo en el funcionamiento del script de Python, ya que su capacidad

de clasificacién esta vinculada a la disponibilidad de datos en las bases de datos utilizadas.

Tabla 8.Porcentaje de clasificacion total de bacterias por muestra.

Nimero de Muestra. % clasificacion total epi2me % de clasificacion total Kraken
2.0
1 92 % 79 %
2 66 % 43 %
3 67 % 47 %
4 77 % 56 %
5 44 % 49 %
6 68 % 48 %
7 62 % 47 %
8 75 % 51%
9 77 % 57 %
10 87 % 65 %
Promedio 72% 54%

Es fundamental comprender que la diferencia en los porcentajes de clasificacién entre ambos
métodos refleja las capacidades y limitaciones de cada uno, especialmente en funcién de la

disponibilidad de datos en las bases de datos utilizadas.

El andlisis comparativo y multifacético de la clasificacién de géneros bacterianos en diez muestras
distintas se realizo utilizando las plataformas EPI2ME y Kraken. Los resultados correspondientes a

cada muestra se encuentran detallados en las tablas 9 y 10.
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Este andlisis permite tomar en consideracion mds de una caracteristica de los algoritmos vy

proporciona una comprension de la variabilidad en la clasificacién de géneros bacterianos entre

las dos plataformas. Los resultados obtenidos arrojan luz sobre la importancia de la seleccion de

la plataforma analitica mas adecuada de acuerdo con los objetivos de investigacidn y subrayan la

necesidad de evaluar la concordancia entre diversas herramientas de clasificaciéon de géneros.

Tabla 9.Comparacidn de la Concordancia de géneros bacterianos entre muestras (muestra 1-5)

Los datos contenidos en la tabla son representativos de los géneros bacterianos identificados por

cada muestra, utilizando los programas EPI2ME y Kraken. En dicha tabla, las celdas resaltadas en

color blanco representan el total de géneros identificados en la muestra, mientras que las celdas

destacadas en color rojo indican los géneros comunes identificados por ambos algoritmos.

Lactobacillus

Termoangercbacterium

Halanagerobium

lactobacillus

Herbaspiriilum

Undibacterium

Providencia

Legionella

Dialister

Bradyrhizobium

Sphigobium

Chelatococcus

Ramiibacter

Ricketsig

Cuprigwidus

Citrobacter

Akkermansia

Citrobacter

Klebsiella

Mycoplasma

Rhodanobacter

Aguicella

Lactococcus

Xanthomonas

Hoemophilus

Lactobacilius

Paenibacilius

Lysobacter

Veillonella

Thermolithobacter

Paenibacillus

Eacillus

Prevotella

Edwadsiella

Alistipes

Flavobacterium

Gemmatimonas

Methylobacterium

Enhydrobacter

Derxia

Burkholderig

Cuprigwidus

Acidovorax

Variovorax

Zoogloea

Microbulbifer

Pectobacterium

Yersinig

Haligngium

Enterococcus

Lactococcus

Streptococcus

Angerobacterium

Ruthenibacterium

MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 3 MUESTRA 4 MUESTRA 5
Massilia Massilia Pseudomonas Kiebsiella Pssudomonas Klebsiella Pseudomonas Klebsiella Pseudomonas Klebsiella
Pseudomonas Collimonas Massilia Serratia Serratia Serratia Serratia Yersinia Herbaspirillum Pantoea
Undibacterium Herbaspirilum Undibacterium Pzeudomonas Massilia Pseudomonas Undibacterium Serratia Massilia Serratia
Herbaspirillum Burkholderig Serratia [stenotrophomonas Lysobacter Hydrogenophaga Massilia Peeudomonas Undibacterium Peeudomonas
Pseudoduganelia Varioverax Vicinamibacter Massilia Aquicella Bacillus Stenotrophomeonas [stenotrophomonas Ralstonia Moraxella
Serratia Erwinia [stenotrophomonas Termotoga [stenotrophomonas Burkhaolideria Hydrogenophaga Vibrio Serratia Stenotrophomonas
Nowiherbaspirilium Klebsiella Raistonia Garritya Massilia Pelomonas Massilia Akkermansia Ralstonia
Coulobacter Yersinia Ramiibacter Devosia Vibrio Achromobacter Burkholderia Bradyrhizobium Burkholderia
Sphingomonas Streptococus Herbaspirillum Methyiobacterium |Stenotrophomaonas Ralstonia Herbaspirillum Sphingomonas Herbaspirilium
Ralstonia Lactococus Pseudoduganella Sphingomonas Herbaspirillum anthinobacterium| Hydrogenophaga Massilia
Pelomonas Staphylococcus Pectobacterium Achromobacter Noviherbaspirillum Colimonas Asinibacterium Lactobacillus
Janthinobacterium Paenibacillus Ralstonia Sphingomeonas Ralstonia Coulobacter Bacilius
Stenotrophomonas Bacillus Hydrogenophaga Morganella Comamongas Coedimonas

46




Tabla 10.Comparacion de la Concordancia de géneros bacterianos entre muestras (Muestra 6-

10).

MUESTRA 6 MUESTRA 7 MUESTRA 8 MUESTRA 9 MUESTRA 10
Hydrogenaphaga Kiebsiella Pseudomonas Termus Pssudomonas Serratia Undibacterium Massilia Undibacterium Massilia
f f Massilia Paenibacillus Undibacterium Kiebsiella Herbaspirillum Herbaspirillum Herbaspirilium anthinobacterium
Cuprigvidus Serratia Serratia Serratia Serratia Pseudomonas Ralstonia anthinobacterium Ralstonia Herbaspirilium
Herbaspirillum | Stenotraphemaonas Citrobacter Herbaspirillum Maszsilia Vibric Noviherbaspirilium Ralstonia Noviherbaspirillum Cuprigvidus
Undibacterium | Hydrog hag thylobacterium _|Stenotroph Herbaspirillum Lysobacter 2 Cuprigvidu. P Rolstonia
Serratia Jantinobacterium Herbaspirilium Brachyspira Ralstonia Burkholderia Methylobacterium Nitrosomonas Serratia Burkholderia
Bernardetia Herbaspirillum Undibacterium Yersinia Ramliibacter Ralstonia |Stenotrophomonas |  Pseudomonas Massilia Achromobacter
Gemmatimonas Burkholderia Hydrogenophaga Kiebsiella Methylobacterium Massilia Massilia Entercbacter Paenibacillus Variovorax
Lengimicrebium Hyph icrobium Brad Bl Vibrio Citrobacter Herbaspirillum Paenibacillus Klebsiella Stenotrophomenas Pseudomonas
Reyranella Mycoplasma Morganelia Alteromonas Nocardigides Achromobacter Cuprigvidus Yersinia Methylobacterium Serratia
Sphingomonas Bacillus Paenibacilius Pseudomonas Akkermansig Acetobacter Pelomaonas Vibrio Gemmata Klebsiella
Phreatobacter hil Mici ibacter Burkholderia Bradyrhizobium Methylobacterium Serratio Stenotrophomonas | Bradyrhizebium Acinetobacter
Limnobacter Mucilaginibacter Decloromonas Stella thylorubrum Bradyrhizobil Brad cbium hing thylobacterium
Acidovorax Dongia Achromobacter Dongia Bradyrhi; g Cuprigwidus Roseomonas
Comamonas Sphingobium Hydrogenophaga Reyranella Bocillus Achromobacter | Methylobacterium Pgucimonas Paenibacillus
Simplicisoira Achromobacter Massilia Burkholderia Staphylococcus Hydrogenophaga Bacilius Acidovorax Bacilius
Variovorax Burkholderia Diglister Pargburkholderig | Termoangerobacterium gesell Paenibacillus Hydrog hag Lactobacillus
Telluria Trinickia Comamonas Citrobacter Mycoplasma Duganelia
Chromobacterium Pelomonas Hydrogenophaga Nostoc Janthinobacterium
Citrobacter Ramlibacter MNoviherbaspirilium Cedecea
Periucidibaca Glaciimonas Tepidimonas Citrobacter
Rhodancbacter Roseateles Nitrosococcus Vibric
Stenotrophomonas Vogesella Tatumella Dyelia
Hydrogenophilus Kluyvera Morganelia
Shigeila Pectobacterium
Pectobacterium Aguicella
Aquicellg Haemophilus
Legionella Stenotrophomonas
Haemophilus Gaielig
Stenotrophomonas Lactococcus
Leuconostoc
Kineothrix

En los resultados de las muestras analizadas, se observa una comparacién de la identificacion
taxondmica llevada a cabo por dos plataformas, EPI2ME y Kraken. En la Muestra 1, se identificaron
principalmente los géneros Massilia, Pseudomonas y Klebsiella a través de EPI2ME, mientras que
Kraken identificd principalmente los géneros Massilia, Pseudomonas y Collimonas. De manera
interesante, dos géneros, Massilia y Pseudomonas, fueron comunes en ambas plataformas. En la
Muestra 2, EPI2ME identific6 predominantemente los géneros Serratia, Pseudomonas y
Undibacterium, en contraste con Kraken, que identificd principalmente los géneros Serratia,
Pseudomonas y Klebsiella. Tres géneros, Pseudomonas, Serratia y Herbaspirillum, fueron comunes
en ambas plataformas. Finalmente, en la Muestra 3, EPI2ME clasificé principalmente los géneros
Pseudomonas, Undibacterium y Serratia, mientras que Kraken clasifico principalmente los géneros
Serratia, Pseudomonas y Klebsiella. Notablemente, cinco géneros, a saber, Undibacterium,
Pseudomonas, Serratia, Herbaspirillum y Massilia, se identificaron de manera coincidente en
ambas plataformas. Estos resultados resaltan las similitudes y diferencias en la identificacién

taxondmica entre EPI2ME y Kraken en estas muestras particulares.
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Estos patrones se repiten en las muestras restantes. Los resultados resaltan la variabilidad en la
clasificacion de géneros bacterianos entre las dos plataformas, asi como la presencia de géneros
en comun que pueden considerarse consistentes en las muestras. Estas observaciones subrayan
la importancia de seleccionar la plataforma analitica mas adecuada segun los objetivos de la
investigacion y resaltan la necesidad de evaluar la concordancia entre diferentes herramientas de

clasificacidon microbioldgica.

Los resultados indican que, en las muestras analizadas, la plataforma EPI2ME clasificd un nimero
variable de géneros bacterianos, que oscila entre 11 y 42 géneros, mientras que Kraken identificé
entre 7 y 22 géneros. Ademas, se observé que el nimero de géneros en comun entre ambas

plataformas varié de 2 a 10 géneros en las distintas muestras.

Estos hallazgos sugieren diferencias en la capacidad de clasificacion de géneros bacterianos entre
EPI2ME y Kraken (Tabla 11), asi como la presencia de una proporcién variable de géneros en

comun en las distintas muestras.

Tabla 11.Concentrado de la comparacidon de la Concordancia de géneros bacterianos entre

muestras.
Géneros Bacterias
Numero de muestra |EPI2ME| Géneros en comin |KRAKEN
1 14 2 16
2 11 3 7
3 18 5 9
4 42 10 22
5 20 5 12
6 24 6 12
7 33 9 17
8 31 6 17
9 21 8 22
10 23 9 17
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7.2.2 HONGOS

Durante el analisis de las 10 muestras a través del programa Epi2me, se registré un promedio de
clasificacion del 76.3% en relacion con el total del 100% de las muestras evaluadas. Por ejemplo,
al observar la muestra 9, se resaltd una destacada clasificacién del 89%, lo que implica que
Unicamente el 11% de la muestra no pudo ser identificado ni categorizado por el programa. De
manera similar, tanto la muestra 2 como la muestra 5 lograron una clasificacién del 79%, indicando

que el 21% de la muestra no pudo ser identificado ni clasificado por el programa.

Por otro lado, el script desarrollado en el lenguaje Python arrojé un promedio de clasificacién del
46.75%. En el caso de la muestra 8, se logré una clasificacién del 59%, mientras que el 41%
restante no pudo ser identificado debido a la falta de informacion en las bases de datos utilizadas.
La muestra 2, por su parte, mostrd el porcentaje mds bajo de clasificacion, con un 39%. Es
importante subrayar que este bajo porcentaje de clasificacién en la muestra 2 no necesariamente
denota un fallo en el funcionamiento del script de Python, ya que su capacidad de clasificaciéon

esta directamente relacionada con la disponibilidad de datos en las bases de datos empleadas.

Tabla 12.Porcentaje de clasificacion total de hongos por muestra.

Numero de muestra % clasificacion total % de clasificacion total
epi2me Kraken 2.0
1 87 % 45 %
2 79% 39%
3 87 % 56 %
4 84 % 57 %
5 87 % 49 %
6 83 % 58 %
7 72 % 53 %
8 88 % 59 %
9 89 % 56 %
10 79 % 55 %
Promedio 76.30 % 46.75 %
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La tabla 12 representa el rendimiento de dos métodos, Epi2me y un script de Python, en el andlisis
de 10 muestras. Epi2me logra un alto promedio de clasificacién del 76.3%, con ejemplos
destacados como la muestra 9, que alcanza el 89% de clasificacion. Las muestras 2 y 5 también
tienen una buena clasificacién del 79%. En contraste, el script de Python tiene un promedio de
clasificacion mds modesto del 46.75%, siendo la muestra 8 la mejor clasificada con un 59%. La
muestra 2 tiene el porcentaje mas bajo de clasificacidon, con un 39%. Se destaca que el bajo
rendimiento no necesariamente indica un fallo en el script de Python, sino que depende de la

disponibilidad de datos en las bases de datos utilizadas y su confiabilidad.

El analisis comparativo y multifacético de la clasificacién de géneros fungicos en diez muestras
distintas se realizé utilizando las plataformas EPI2ME y Kraken. Los resultados correspondientes a

cada muestra se encuentran detallados en la tabla 13 y 14.

Tabla 13.Comparacion de la concordancia de géneros flingicos entre muestras (Muestra 1-5).

Los datos contenidos en la tabla son representativos de los géneros fungicos identificados por
cada muestra, utilizando los programas EPI2ME y Kraken. En dicha tabla, las celdas resaltadas en
color blanco representan el total de géneros identificados en la muestra, mientras que las celdas

destacadas en color rojo indican los géneros comunes identificados por ambos algoritmos.

MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 3 MUESTRA 4 MUESTRA 5
Botrytis Malassezia Candida Malassezia Botrytis Malassezig | Thermothelomyces | Malassezia Kluyveromyces Malassezia
Brettanomyces Fusarium Kluyveromyces Candida Brettanomyces Candida Pichia Candida Talaromyces Candida
Candida Aspergilius Brettanomyces Crytococcus Candida Fusarium Malassezia Fusarium Malassezia Fusarium
Kluyveromyces Malassezia Fusarium Kluyveromyces Aspergillus Sugiyamaella Aspergilius | Thermothelomyces | Aspergillus
Malassezia Sugiyamaella Aspergilius Malassezia Brettanomyces Eremothecium Botrytis
Pichia Botrytis Eremothecium Pichia Zygotorulaspora | Kluyveromyees candida
Saccharomyces Talaromyces kluyveromyces | Saccharomyces Botrytis Saccharomyces | Eremothecium
Sugiyamaella Thermothelomyces Sugiyamaella Talaromyces
Talaromyces Pichia Talaromyces Saccharomyces
Thermothelomyces Thermathelomyces Candida
Zygotorulaspora Zygotorulaspora Kluyveromyces
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Tabla 14.Comparacion de la concordancia de géneros flingicos entre muestras (Muestra 6-10).

MUESTRA 6 MUESTRA 7 MUESTRA 8 MUESTRA 9 MUESTRA 10
Candida Malassezia Candida Malassezia Botrytis Maolossezia Talaromyces Malassezia Talaromyces Malassezia
Eremothecium Cryptococcus Kluyveromyces Cryptococcus Kiuyveromyces Candida Brettanomyces Candida Malassezia Cryptococcus
Malassezia Candida Talaromyces Candida Malassezia fusarium Sugiyamaelia Fusarium Candida Candida
Botrytis Fusarium Malossezia Fusarium Candida Aspergillus Malassezia Aspergillus Thermothelomyces Fusarium
Brettanomyces Aspergillus Brettanomyces Aspergillus Brettanomyces | Eremothecium Candida Eremothecium Botrytis Aspergillus
Kluyveromyces | Eremothecium Pichia Eremothecium Talaromyces Kluyveromyces | Thermothelomyces Thermothielavioides |Kluyveromyces
Sugiyamaella Botrytis Kluyveromyces | Thermothelomyces Botrytis Sugiyamaella
Talaromyces Thermothelomyces Sugiyamaella Pichia Zygotorulaspora
Thermothelomyces Sugiyamaella Pichia Zygotorulaspora
Zygotorulaspora Saccharomyces Thermothielavioides

Este estudio consistid en analizar y comparar la clasificaciéon de diversos géneros de hongos en
diez muestras diferentes mediante dos plataformas de analisis. A continuacién, se presentan de
manera concisa los resultados obtenidos tras el analisis taxondmico de diez muestras distintas. En
la Muestra 1, los géneros Botrytis, Candida y Brettanomyces sobresalieron como los mas
prominentes, destacandose la presencia de los géneros Candida y Malassezia, que fueron
compartidos por ambas plataformas de analisis. En la Muestra 2, los géneros Malassezia,
Aspergillus y Fusarium figuraron como los géneros de mayor relevancia, y nuevamente se observo
la identificacion conjunta de Candida y Malassezia por ambas plataformas. La Muestra 3 exhibié
una identificacién prominente de los géneros Candida y Brettanomyces, con la coincidencia de
tres géneros, a saber, Candida, Fusarium y Malassezia, identificados por ambas plataformas de
analisis. Similarmente, las Muestras 4, 5 y 6 presentaron patrones similares, con diferentes
géneros destacados y una variedad de géneros comunes identificados por ambas plataformas. En
las Muestras 7, 8, 9 y 10, se detectaron géneros distintos de manera prominente, junto con
géneros compartidos entre ambas plataformas de analisis. Estos hallazgos proporcionan una
vision comprehensiva de la diversidad taxondmica en las muestras examinadas. Los resultados
concentrados de la clasificacidon de géneros de hongos en diez muestras utilizando las plataformas
EPI2ME y Kraken se muestran en la tabla 15. En general, EPI2ZME y Kraken difieren en la cantidad
de géneros clasificados en cada muestra. Se encontraron géneros comunes entre ambas

plataformas en la mayoria de las muestras, lo que sugiere cierta consistencia en la clasificacién.
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Tabla 15. Concentrado de la comparacién de la concordancia de géneros fungicos entre

muestras.

Géneros Hongos

Numero de muestra |EPI2ME| Géneros en comiun | KRAKEN
11
9
11
11
7
10
10
9
10
8
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7.2.3 BACTERIAS
La informacion previamente presentada se refiere a la clasificacion general de las muestras, es

decir, cuanto lograron clasificar tanto el programa Epi2me como el script de Python de bacterias
y hongos dentro del total del 100% de cada muestra. En este contexto, la Tabla 16 proporciona el
porcentaje de clasificacidn total a nivel de especies bacterianas por muestra, es decir, qué parte

de la muestra fue clasificada por el programa hasta el nivel taxondmico de especie.

En el caso del programa Epi2me, se destaca que logrdé clasificar hasta el nivel de especie el 83%
de la muestra 1, lo que significa que el 17% restante fue clasificado, pero no alcanzé dicho nivel
taxondmico. Por otro lado, el script desarrollado en Python muestra resultados de clasificacién
bajos, a pesar de que en la clasificacidn general presentaba resultados favorables con relacién al
100% de la muestra. Sin embargo, al evaluar qué porcentaje de microorganismos se clasificé hasta
el nivel de especie, se observa que, de las 10 muestras, solo una de ellas logré un nivel de
clasificacion satisfactorio por encima del 50%. En otras palabras, el resto de las muestras solo

alcanzé un bajo porcentaje de clasificacion a nivel de especie (Figura 12).
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Tabla 16.Porcentaje de clasificacion total de especies de bacterias por muestra.

Numero de Muestra. % lecturas clasificadas de % lecturas clasificadas de
especies epi2me especies Kraken 2.0
1 83 % 25%
2 46 % 11%
3 62 % 13%
4 57 % 5%
5 68 % 13 %
6 59 % 72 %
7 59 % 50 %
8 60 % 10 %
9 59 % 11%
10 58 % 11%
Promedio 55.88 % 21.10%
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7.2.4 HONGOS

Tabla 17.Porcentaje de clasificacion total de especies de Hongos por muestra.

Numero de muestra % de lecturas clasificadas hasta % de clasificacidon total de
especies especies Kraken 2.0
1 91% 32%
2 81% 25%
3 91 % 44 %
4 76 % 37 %
5 96 % 39%
6 90 % 46 %
7 91 % 35%
8 85 % 44 %
9 90 % 44 %
10 81% 36%
Promedio 79.91 % 34.96 %

En el analisis de los resultados, se destaca el desempefio del programa Epi2me en la muestra 5,
donde logré clasificar hasta el nivel de especie el 96% de la muestra, lo que implica que solo el 4%
restante no pudo ser categorizado a nivel taxondmico de especie. Este resultado indica una
capacidad sobresaliente del programa para identificar y clasificar microorganismos en esta

muestra especifica.

Por otro lado, el script desarrollado en Python, aunque mostré resultados favorables en la
clasificacion general con relacién al 100% de la muestra, presenta resultados de clasificacion mas
bajos a nivel de especie (tabla 17). Al evaluar la clasificacién de hongos en estas muestras, se
observa que ninguna de las 10 muestras logra superar el 50% de clasificacion hasta el nivel de
especie. Sin embargo, es relevante destacar que 9 de las 10 muestras exhiben un porcentaje de

clasificacion hasta el nivel de especie que supera el 30%. Esto sugiere que, aunque el script en
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Python no logra un alto grado de clasificacion a nivel de especie en ninguna de las muestras,
todavia es capaz de identificar y categorizar un porcentaje significativo de microorganismos en la

mayoria de los casos.

En la Figura 10, se puede apreciar que ambos algoritmos exhiben una capacidad similar para
clasificar e identificar géneros de bacterias en base a muestras. No obstante, en la Figura 14, la
asignacion especifica de cada punto a un nimero de muestra resulta poco discernible. A pesar de
esta limitacidn, se observa a simple vista una tendencia media en el grafico, lo cual sugiere que el
algoritmo desarrollado en Python y conectado a Kraken 2.0 posee el potencial de servir como una
herramienta para la clasificacion de bacterias en la region 16S, especificamente en la region
Hipervariable v3-v4. Adicionalmente, se aprecian porcentajes de clasificacién similares a los

obtenidos por el programa epi2me de Oxford Nanopore.

Figura 10. Grafico comparativo de algoritmos de clasificacion taxondmica de bacterias.
Representacion grafica que muestra la relacidn entre el porcentaje de lecturas clasificadas y los
géneros bacterianos clasificados, con cada muestra diferenciada por un color distinto y el

algoritmo diferenciado por una circulo para epi2me y un hexdgono para Kraken.
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En contraste, en la Figura 11 se puede observar que el algoritmo Kraken 2.0 logra identificar una
mayor cantidad de géneros de hongos por muestra. Sin embargo, se debe destacar que este
algoritmo presenta la limitacién de no clasificar una gran proporcién de las lecturas, lo que resulta
en la pérdida de una considerable cantidad de informacion. Por otro lado, el algoritmo Epi2me
realiza un analisis de la mayoria de las lecturas de nuestra muestra, aunque no logre clasificarlas

en su mayoria hasta el nivel de especie.

Figura 11. Grafico comparativo de algoritmos de clasificacion taxonomica de Hongos.
Representaciéon gréfica que muestra la relacidn entre el porcentaje de lecturas clasificadas y los
géneros bacterianos clasificados, con cada muestra diferenciada por un color distinto y el

algoritmo diferenciado por una circulo para epi2me y un hexagono para Kraken.

Los graficos 10y 11 previamente presentados ofrecen una representacion visual de la clasificacidon
taxondmica de bacterias y hongos en las muestras analizadas. En las tablas 18 y 19 presentan los
resultados de un andlisis comparativo de la identificacion de especies bacterianas y fungicas
predominantes y menos predominantes en diez muestras distintas utilizando dos plataformas de
analisis: EPI2ZME y Kraken 2.0. La identificacidon precisa de estas especies es fundamental en
estudios microbioldgicos, ya que puede ofrecer informacion valiosa sobre la composicién y
diversidad de una comunidad en un determinado entorno. La eleccion de la plataforma de analisis
es un paso critico en la obtencidon de resultados confiables y precisos. Por lo tanto, esta
comparacién tiene como objetivo evaluar la concordancia entre las dos plataformas y resaltar las
diferencias en la identificacién de especies bacterianas predominantes y menos predominantes.
Estos resultados proporcionaran informacidn relevante para investigaciones relacionadas con
microbiomas y metagendmica, y subrayaran la importancia de considerar multiples factores al

seleccionar la plataforma de analisis mas adecuada para los objetivos de investigacion.
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Tabla 18.Variabilidad en la Abundancia de Especies Bacterianas segun el Algoritmo

de

Clasificacion.
NUMERO DE MUESTRA ESPECIE DE BACTERIA MAS PREDOMINANTE ESPECIE DE BACTERIA MENOS PREDOMINANTE
EPI2ZME KRAKEN 2.0 EPI2ZME KRAKEN 2.0
1 Massilia niabensis Massilia niabensis Lactobacillus acetotolerans Vitreoscilla stercoraria
2 Undibacterium oligocarboniphilum Photobacterium angustum Stenotrophomonas rhizophila Sinorhizobium fredii
3 Undibacterium oligocarboniphilum Pseudomonas putida Stenotrophomonas rhizophila Rhizobium tropici
4 Pseudomaonas aeruginosa Weizmannia coagulans Ruthenibacterium lactatiformans Pediococcus acidilactici
5 Pseudomonas aeruginosa Bdellovibrio bacteriovorus Thermolithobacter carboxydivorans Borrelia parkeri
6 Hydrogenophaga taeniospiralis Ralstonia pickettii Longimicrobium terrae Salmonella enterica
7 Serratia marcescens Pectinatus frisingensis Mucilaginibacter rubeus Streptococcus equi
3 Pseudomaonas aeruginosa Bacillus benzoevorans Akkermansia muciniphila Pelodictyon luteolum
9 Undibacterium oligocarboniphilum Burkholderia glumae Citrobacter freundii Dickeya chrysanthemi
10 Undibacterium oligocarboniphilum Streptococcus salivarius Gemmata massiliona Bordetella pertussis

Tabla 19.Variabilidad en la Abundancia de Especies Fungica segun el Algoritmo de Clasificacion.

NUMERO DE MUESTRA ESPECIE DE HONGO MAS PREDOMINANTE ESPECIE DE HONGO MENOS PREDOMINANTE

EPI2ZME KRAKEN 2.0 EPI2ZME KRAKEN 2.0

i Malassezia restricta Penicillium coprophilum Sugiyamaella lignohabitans Rhizomucor pusillus

2 Malassezia restricta Penicillium italicum Sugiyamaella lignohabitans Mrakia frigida

3 Malassezia restricta Candida glabrata Sugiyamaella lignohabitans Priceomyces medius

4 Malassezia restricta Trichaphyton vielaceum Zygotorulospora mrakii Tolypocladium nubicola

5 Malassezia restricta Hypoxylon fragiforme Eremothecium gossypif Whalleya microplaca

6 Malassezia restricta Aspergillus japonicus Brettanomyces nanus Cladosporium cucumerinum

7 Malassezia restricta Debaryomyces prosopidis Saccharomyces cerevisiae Fusarium oxysporum

8 Malassezia restricta Candida wanchernioe Brettonomyces nanus Curvularia eragrostidis

£l Malassezia restricta Fusarium foetens Thermothielavioides terrestris Aspergillus ostionus

10 Malassezia restricta Lachnellula willkommii Thermothielavioides terrestris Taphrina betulina
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8. DISCUSION

En la Tabla 18, se detallan las bacterias que exhibieron una predominancia significativa, asi como
aquellas que mostraron una menor predominancia, basandonos en el niumero de lecturas
detectadas por secuenciacion. Es importante destacar que en 4 muestras se identificé
repetidamente la presencia de  "Undibacterium  oligocarboniphilum", usando
Epi2me."Undibacterium oligocarboniphilum" tiene preferencia por suelos con escasas
concentraciones de carbono lo que podria tener implicaciones en la dinamica del suelo como el
ciclo del carbono que contribuye a la descomposicién de materia organica, liberando nutrientes y
carbono al suelo. Los nutrientes también se implicarian ya que participan en la mineralizacion de
nitrégeno y fésforo. La comunidad microbiana por su presencia y actividad impactan la estructura
y diversidad del suelo, con interacciones competitivas y cooperativas. Finalmente, el ciclo del
nitrégeno algunas especies pueden fijar nitrégeno atmosférico, mejorando la fertilidad del suelo
y la disponibilidad de nitrégeno para las plantas y en los procesos biogeoquimicos en el contexto
de los invernaderos destinados al cultivo de fresas (Eder et al., 2011). Sin embargo, se requiere de
investigaciones posteriores para comprender mejor su papel y las posibles interacciones con otros

componentes del ecosistema de suelos en estos entornos especificos.

La observacién de suelos deficientes en contenido de carbono permite inferir que su carencia
impacta de manera adversa en la calidad del suelo, afectando su capacidad para retener

nutrientes y agua.

Otra bacteria que se repitid en varias ocasiones y en diferentes muestras es Pseudomonas
aeruginosa, La presencia de Pseudomonas aeruginosa en los cultivos de fresa puede ser motivo
de preocupaciéon en la agricultura (Aguado-Santacruz etal., 2012), diversos estudios han
demostrados que la bacteria tiene la capacidad de ser patédgena tanto para plantas como para
humanos, aunque Pseudomonas aeruginosa es mas conocida por su papel como patdgeno en
infecciones hospitalarias y en enfermedades en humanos, también puede afectar a las plantas

(Paz-Zarza et al., 2019).

En el caso de los cultivos de fresa, Pseudomonas aeruginosa puede causar problemas
fitopatolégicos, como la marchitez bacteriana, que puede resultar en la pérdida de plantas y

reducir el rendimiento de la cosecha (Naranjo Feliciano & Martinez Zubiaur, 2013).
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El manejo de Pseudomonas aeruginosa en los cultivos de fresa implica practicas agricolas
adecuadas, como la prevencidn de la contaminacién de agua de riego y la promocién de un
ambiente de cultivo saludable. También se pueden utilizar productos fitosanitarios especificos
para el control de enfermedades bacterianas, aunque es importante seguir las recomendaciones

de uso responsable de estos productos.

Una bacteria de impacto que se localizé en algunas muestras es Stenotrophomonas rhizophila esta
se localiza de manera general en el suelo principalmente en la rizosfera de las plantas, incluyendo
el cultivo de fresas. Esta bacteria puede tener efectos beneficiosos en las fresas, como promover
su crecimiento, protegerlas contra patdgenos y mejorar su resistencia al estrés ambiental
(Hagemann et al., 2008). Sin embargo, la respuesta de las plantas a esta bacteria puede variar
segln la cepa especifica y las condiciones locales del suelo. Por lo tanto, es importante realizar
investigaciones y pruebas especificas para determinar si Stenotrophomonas rhizophila es
beneficiosa o perjudicial en un cultivo de fresas particular. En la agricultura, se esta explorando el
uso de bacterias benéficas como una forma de mejorar la salud y el rendimiento de los cultivos
de manera sostenible. De igual modo se encontraron muchas especies de bacterias mas
incluyendo las benéficas como las fijadoras de nitrégeno y promotoras del crecimiento, asi como
las patdgenas. Estas bacterias desempefian roles clave en la nutricién y salud de las plantas, pero
su efecto puede variar segun las condiciones y practicas agricolas. La gestiéon adecuada del suelo

es esencial para un cultivo de fresa exitoso.

En la Tabla 19, se detallan las especies de hongos que exhibieron una predominancia significativa,
asi como aquellas que mostraron una menor predominancia, basandonos en el nimero de
lecturas detectadas por secuenciacion. Es importante destacar que en algunas de las muestras se

identificé repetidamente la presencia de Malassezia restricta.

Malassezia restricta es una levadura que se encuentra comunmente en la piel humana y otros
ambientes. No obstante, el anadlisis de las secuencias ambientales de Malassezia proporciona
informacion respecto a su distribucidn geografica a escala global y su prevalencia en multiples
habitats, que lo sitla en una categoria de hongos considerados hiperdiversos. (Enmienda et
al.,2014), No es un hongo benéfico para las plantas y, en general, se considera una parte natural

del suelo agricola (Theelen et al., 2018).
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Por lo tanto, la presencia de Malassezia restricta en el suelo de cultivos de fresa no se consideraria
una contribucién positiva para el crecimiento de las plantas y podria incluso considerarse un
contaminante si se introduce en el suelo de manera no deseada. La salud del suelo y el éxito del
cultivo de fresa dependen en gran medida de la composicion de la microbiota fungica y otras
condiciones especificas del suelo, mds que de la presencia de levaduras como Malassezia restricta

(Gaitanis et al., 2020).

Otra especie fungica encontrada en las muestras fue Penicillium italicum este es un patégeno que
podria afectar a las fresas. Este hongo es mas conocido por causar problemas en citricos, pero en
ciertas condiciones puede atacar las fresas y provocar podredumbre y dafio en los frutos
(Kanashiro et al., 2020). Es importante tomar medidas de control para prevenir la propagacién de
Penicillium italicum en los cultivos de fresa, como la implementacidon de practicas de manejo

integrado de plagas y enfermedades.

Fusarium oxysporum, una cepa fungica detectable incluso en concentraciones minimas como se
encontrd en la muestra 7 esta no pasa inadvertida debido a su categorizacion como patdégeno
edafico, ejerciendo su capacidad de inducir la enfermedad de la marchitez vascular en los cultivos
de fresa. Este patdgeno, intrincadamente, obstruye el transporte de agua y nutrientes dentro de
la planta, precipitando la atrofia progresiva y, en Ultima instancia, el colapso irreversible del
sistema vegetal. Las estrategias de control comprenden la eleccidn de cultivares resistentes, la
implementacidon de rotaciones de cultivos, asi como la adopciéon de practicas de manejo
especificas, todas dirigidas a la prevencién de la infeccidon (Vega-Lopez & Granados-Montero,

2023).

En la muestra 10 se encontré de manera predominante Lachnellula willkommii este es un hongo
patdégeno que afecta el cultivo de fresas. Este organismo es el agente causal del "moho de la fresa",
una enfermedad que se manifiesta en las hojas de las plantas, generando manchas de color blanco
a gris en la superficie superior y crecimiento de moho en la inferior. A medida que progresa la
enfermedad, las hojas pueden marchitarse, lo que impacta negativamente el desarrollo y la

produccién de frutos (Giroux et al., 2020).

El ciclo de vida del hongo involucra su supervivencia en el suelo y en restos de plantas infectadas,

y su dispersién mediante esporas liberadas en condiciones hiumedas y ventosas.
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El control y la prevencidn de esta enfermedad se logran a través de practicas de manejo cultural,
como la eliminacidn de hojas infectadas, la mejora de la circulacién de aire y el mantenimiento de
niveles adecuados de humedad en el cultivo. Ademads, se pueden aplicar fungicidas especificos
cuando la enfermedad se torna problematica. La seleccion de variedades de fresas resistentes y

la implementacion de buenas practicas agricolas son medidas preventivas esenciales.

Los estudios metagendmicos, que se enfocan en el andlisis de comunidades microbianas, han
surgido como una herramienta poderosa en el campo de las OMICAS. El advenimiento de las
tecnologias de secuenciacién masiva ha generado una enorme cantidad de datos, los cuales estan
almacenados en diversos repositorios publicos. Sin embargo, esta gran cantidad de informacién
dificulta el analisis de calidad y la asignacion taxondmica precisa. En la tabla 2 podemos observar
la disparidad en los resultados de eficiencia de clasificacion entre el uso de la plataforma Epi2me
y la implementacién de un script disefiado para clasificacién de microrganismos. La tasa de
clasificacién del 72% obtenida mediante la plataforma Epi2me destaca su capacidad para
identificar con precision las lecturas de bacterias y asignarlas a categorias taxondmicas
especificas. Esta eficiencia es testimonio de la efectividad del enfoque empleado por Epi2me, que
posiblemente se base en una combinacién de algoritmos sofisticados y una base de datos
taxondmica actualizada y bien curada. El alto porcentaje de lecturas correctamente asignadas
sugiere que Epi2me ha logrado interpretar las secuencias gendmicas con precision, lo que es
crucial en la investigacién de microbiomas y metagendmica, donde la identificacidn precisa es
fundamental para comprender la diversidad microbiana en las muestras. Por otro lado, el
resultado de una tasa de clasificacion del 54% de bacterias en la muestra obtenida a través del
script disefiado es motivo de analisis y consideracién. Varias razones podrian contribuir a esta
discrepancia. La configuracién inadecuada de parametros, la calidad de las bases de datos de
referencia o la complejidad del algoritmo de clasificacion podrian influir en la eficacia de la
clasificacién. Ademas, el proceso de disefio del script podria haber sido desafiante y requerir mas

ajustes para lograr una clasificacién éptima.

Esta divergencia plantea preguntas sobre la viabilidad y efectividad del enfoque de clasificacion
personalizado, en comparacién con herramientas especializadas como Epi2me. Si bien la

flexibilidad y adaptabilidad del script son valiosas, los resultados sugieren que la plataforma
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especializada puede ofrecer una mayor confiabilidad en términos de clasificacidon precisa. Sin
embargo, es crucial considerar que la eficiencia de clasificacion no es el Unico criterio de
evaluacidn. Factores como la personalizacidn, el control y los costos asociados también deben

tenerse en cuenta al decidir el enfoque a utilizar en un estudio especifico.

Del mismo modo en la tabla 3 el logro de una eficiencia de clasificacion promedio del 76%
mediante la plataforma Epi2me evidencia su capacidad para identificar y asignar con éxito las
lecturas gendmicas a las categorias taxondmicas correspondientes. Este alto nivel de eficiencia
sugiere que la plataforma ha implementado un enfoque robusto y preciso para interpretar las
secuencias de los hongos en las muestras. La tasa de lecturas correctamente asignadas subraya
la capacidad de Epi2me para abordar la diversidad gendmica en muestras de hongos, lo que es

esencial para estudios en microbiologia y metagendmica.

En contraste, la tasa de clasificacion del 47% de hongos obtenida a través de la implementacién
de un script disefiado revela desafios potenciales en la eficacia del método personalizado. Este
resultado mds bajo podria ser indicativo de varios factores que influyen en el rendimiento del
script, como la seleccion de bases de datos de referencia, en este caso se usé National Center for
Biotechnology Information (NCBI) ya que es ampliamente reconocido y utilizado en la comunidad
cientifica debido a su accesibilidad, disponibilidad y estatus como una de las tres principales
plataformas de referencia para bases de datos en el campo de la biologia y la biotecnologia. Es
importante destacar que el desarrollo de un script personalizado puede ser un proceso complejo
gue requiere una optimizacién constante para lograr resultados comparables a los obtenidos por

plataformas especializadas como Epi2me.

Los resultados de estos estudios pueden presentar bajo porcentaje de clasificacidn, y esto se debe
a varias razones de naturaleza técnica y biolégica. En primer lugar, es esencial considerar que los
algoritmos utilizados para la clasificacion taxonédmica se basan en la comparacion de las
secuencias con bases de datos de referencia disponible, para el caso de la tesis se usaron los
disponibles de la pagina NCBI. Si las secuencias de interés no estan representadas o no estan bien
caracterizadas en estas bases de datos, es probable que se obtenga una baja tasa de clasificacién.
Ademas, la calidad de las secuencias obtenidas durante el proceso de secuenciacion puede tener

un impacto significativo en la capacidad de los algoritmos para asignar una clasificacién
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taxondmica precisa. Si las secuencias son de baja calidad, contienen errores o fragmentos
incompletos, la capacidad de identificar y clasificar correctamente los organismos presentes en
la muestra se vera comprometida. La diversidad y complejidad de los organismos presentes en la
muestra también pueden influir en la tasa de clasificacidn. Si la muestra contiene especies poco
conocidas, especies que no estan bien representadas en las bases de datos o incluso especies
desconocidas, es posible que los algoritmos no puedan asignar una clasificacién precisa. Es
importante destacar que, en las bases de datos utilizadas para la clasificacion de secuencias,
existen secuencias que no han sido confirmadas mediante otras técnicas complementarias. Esto
plantea la posibilidad de que se produzcan errores en la clasificacién taxondmica si se basa
Unicamente en un fragmento de secuencia. La falta de validacién independiente de las secuencias
presentes en las bases de datos puede aumentar el riesgo de clasificaciones incorrectas o
imprecisas. Por lo tanto, es fundamental considerar estas limitaciones al interpretar los resultados
obtenidos y se recomienda realizar andlisis adicionales para confirmar la clasificacién taxonémica
de las secuencias de interés. La optimizacién de la clasificacion de meta genomas esta en curso,
a medida que se depuran las bases de datos y se incorporan mayores nimeros de secuencias
reportadas y debidamente clasificadas. Esto permitira contar con una herramienta mejorada para
realizar una clasificacién precisa. Es importante destacar que, si bien las nuevas tecnologias de
secuenciacion masiva desempenan un papel fundamental en la generacién de nuevo
conocimiento, también se requiere una mayor regulacion para determinar qué se modifica en las
bases de datos de secuencias de ADN. No se trata solo de clasificar hongos y bacterias en funcién
de una region, sino de combinar técnicas complementarias para mejorar su clasificacién. La
hipdtesis planteada en este estudio afirmaba que el disefio de un script en lenguaje Python
presentaria una capacidad aceptable a la del programa EPI2ME en términos de deteccién vy
clasificaciéon de microorganismos. Para evaluar esta hipdtesis, se establecieron objetivos
especificos relacionados con el disefio de scripts y la comparacidn de resultados entre ambos
enfoques. Luego de llevar a cabo el disefio y la implementacion de los scripts en Python, asi como
la ejecucién de EPI2ME en el mismo conjunto de datos, se pudo realizar una comparacion de los
resultados. Esta comparacién consideré varios aspectos, como la precision de la clasificaciéon
taxondmica, la eficacia en la deteccidn de microorganismos y la consistencia en los resultados

obtenidos.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacidén indican que la hipdtesis formulada es, en gran medida,
respaldada por la evidencia. Se encontré que los scripts en Python son capaces de lograr una
clasificacién taxonédmica aceptable a la proporcionada por EPI2ME. Esto sugiere que los scripts en
Python pueden ser una alternativa efectiva para la deteccidn y clasificacion de microorganismos
a partir de datos de secuenciacion masiva, ofreciendo la ventaja de ser personalizables y

adaptables a las necesidades especificas de un proyecto.

Sin embargo, es importante tener en cuenta que la comparacion de estos dos enfoques no se
limita Unicamente a la precisiéon de la clasificacién. Otros factores, como la velocidad de
procesamiento, la facilidad de uso y la escalabilidad, también deben considerarse en una

evaluacién completa.

En resumen, los resultados obtenidos respaldan la hipétesis inicial de que los scripts en Python
tienen la capacidad de equipararse a EPI2ZME en términos de deteccion y clasificacion de
microorganismos a partir de datos de secuenciacion masiva. Esto sugiere que el desarrollo de
scripts personalizados en Python puede ser una opcidn prometedora para investigaciones futuras

en esta area.
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10.PERSPECTIVAS

Ampliacidn de la busqueda de secuencias: Es importante continuar realizando busquedas
exhaustivas de secuencias para agregar las mas recientes y actualizadas a nuestra base de
datos. Esto nos permitira mejorar la precisién y confiabilidad de la clasificacion al tener en
cuenta la informacidn mas reciente sobre las bacterias.

Evaluacion comparativa con diferentes bases de datos: Ademads de la base de datos de
microorganismos de llumina BaseSpace Sequence, se debe considerar la comparacion con
otras bases de datos ampliamente utilizadas que ofrecen servicios de clasificacion de ITS
y 16S. Esto proporcionara una vision mds completa y comparativa de los resultados
obtenidos.

Comparacidon exhaustiva de categorias taxondmicas: Para verificar la funcionalidad vy
desempeiio de los algoritmos de identificacion utilizados, es esencial realizar una
comparacion total de todas las categorias taxondmicas, desde el reino hasta la especie.
Esto permitira evaluar la precisidon y consistencia de la clasificacién en diferentes niveles
taxondmicos.

Validacién con muestras control: Para garantizar la veracidad y confiabilidad de los
resultados, se recomienda poner a prueba los algoritmos de clasificacién utilizando
muestras control. Estas muestras control contienen una composicion microbiana
conocida y se utilizardn como referencia para evaluar la precisiéon de los algoritmos.
Integracién de enfoques complementarios: Ademas de la clasificacién basada en la region
V1-V9 del ARNr ribosomal, es importante considerar la integracién de enfoques
complementarios. Esto podria incluir el uso de otras regiones ribosomales, como V3-V4 o
V6-V8, o incluso la combinacién de datos de secuenciacion metagendmica y
metabarcoding. Estos enfoques complementarios pueden brindar una vision mas

completa de la diversidad microbiana y mejorar la precisién de la clasificaciéon.
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REPOSITORIO VIRTUAL

Datos | Enlace

Fast5 | https://drive.google.com/drive/folders/1qKJ2ITGGHNEI72ueCT8UpgvdGAIzFL5H?u
a sp=sharing

Fastq.

Script | https://drive.google.com/drive/folders/1F1dqezwP5N0Ou3kjpFi41eilkgXGA5wWVR?u
de sp=sharing

Fast5

a

Fastq.

Fastq | https://drive.google.com/drive/folders/1N8ZiHoy6WIUcrpw4cOuogDU9p8QoSZDE
separ | ?usp=sharing

ar por

codig

ode

barra.

Script | https://drive.google.com/drive/folders/1F1dqezwP5N0Ou3kjpFi41eilkgXGA5wWVR?u
para sp=sharing

separ

ar por

Cadig

o.
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https://drive.google.com/drive/folders/1qKJ2ITGGHnEI72ueCT8UpgvdGAlzFL5H?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1F1dqezwP5N0u3kjpFi41eilkgXGA5wVR?usp=sharing
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https://drive.google.com/drive/folders/1F1dqezwP5N0u3kjpFi41eilkgXGA5wVR?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1F1dqezwP5N0u3kjpFi41eilkgXGA5wVR?usp=sharing

Repositorio de las secuencias usadas para el analisis.

Repositorio

Direccion

Google drive

https://drive.google.com/drive/folders/1Ah3SxStaPD S7SHw1 zpknwe
AIEh0528?usp=share link

Repositorio de las secuencias por muestra.

Google drive

https://drive.google.com/drive/folders/1cXhYv ScU6BOPPoVMYp FBS
FYgXrgKt-?usp=sharing

Repositorio de las muestras de 16S, con su analisis de Epi2me.

Google drive

https://drive.google.com/drive/folders/1Ah3SxStaPD S7SHw1 zpknwe
AIEh0528?usp=share link

Repositorio de las muestras de ITS, con su analisis de Epi2me.

Google drive

https://drive.google.com/drive/folders/1xwNzUQH8wx20tAOWUBw;jS1

SOyMzJ4YS1?usp=share link

Lista de microorganismo usados en Kraken 2.0.

Repositorio

Direccion

Google drive

https://drive.google.com/drive/folders/1C2BE7UZKqv3U2Fz1alvuWTIB
uyHkMFpj?usp=share link
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