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Resumen

La presente investigacion aborda la reconstruccion y anotacion del genoma de una
bacteria de la familia Campylobacteraceae, obtenida a partir de informacion
metagenémica del tracto digestivo de la mosca soldado negra (Hermetia illucens). Para
ello, se empled secuenciacion shotgun con tecnologia Illumina. El protocolo incluyé un
exhaustivo control de calidad (mediante FastQC y Trimmomatic), seguido de la
eliminacion de lecturas del hospedador mediante mapeo con Bowtie2 (utilizando como
referencia el genoma de H. illucens) y la generacion final de archivos FASTQ libres de

secuencias no deseadas.

Posteriormente, en la plataforma KBase se llevaron a cabo multiples ensamblajes
(empleando metaSPAdes, MEGAHIT e IDBA-UD) y se determin6 la calidad de los
contigs generados. Para agruparlos en bins de alta calidad, se aplicaron diversas
herramientas de binning y optimizacion (MaxBin2, MetaBAT2, CONCOCT y DAS
Tool). Este proceso permitié identificar el bin 003, asignado taxondmicamente a
Campylobacter mediante GTDB-Tk. El analisis funcional revel6 un genoma cercano a
1.7 Mbp, con un nivel elevado de integridad y una contaminacion minima. En dicho
genoma se identificaron rutas metabolicas fundamentales para la produccion de energia
(incluidos los complejos de la cadena de transporte de electrones) y elementos asociados
con la biosintesis de siroheme. Aunque se evidenciaron posibles mecanismos de
resistencia a antibidticos, investigaciones complementarias no confirmaron la presencia
de genes de resistencia relevantes, lo cual podria deberse a limitaciones en la calidad del

ADN o a errores en el proceso de filtrado de datos.
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Introduccion

Justificacion

En Ecuador, se exploran vias para lograr una agricultura més sostenible, y la
mosca soldado negro ha demostrado un elevado potencial en la biodegradacién de
residuos orgénicos (Arquivo, 2016; Bortolini et al., 2020; Tanga et al., 2021). No
obstante, su utilidad no se limita solo a este &mbito, pues diversos estudios sefialan que
también constituye una importante fuente de proteinas para la alimentacion del ganado

(Reategui et al., 2020; Tanga et al., 2021).

El crecimiento acelerado de la poblacion humana en los ultimos afios ha
impulsado a investigadores, productores, cientificos e industrias a buscar estrategias
innovadoras para la generacion de alimentos y la provision de fuentes proteicas destinadas
a animales de consumo masivo. En este escenario, la mosca soldado negro podria
desempefiar un papel fundamental; sin embargo, se debe contemplar la presencia de
bacterias asociadas a esta especie, como Campylobacter, capaz de provocar zoonosis en

los seres humanos (Tanga et al., 2021).

En Ecuador, se ha descrito una variedad de aspectos acerca de Campylobacter,
destacandose su resistencia antimicrobiana, ademas de su epidemiologia y diversidad
genética. La identificacion de multiples secuencias tipo (ST) y complejos clonales pone
en evidencia tasas elevadas de resistencia: la ciprofloxacina alcanza el 70,6%, seguida de
la tetraciclina (67,6%) y la eritromicina (35,3%). Asimismo, la coincidencia de
determinados ST en aislados de granjas, carcasas minoristas y muestras humanas sugiere
una posible propagacion del patdogeno a través de la cadena alimentaria. Sin embargo, la
informacion disponible sobre infecciones por Campylobacter en Ecuador es limitada. En
la actualidad, la “AGENCIA DE REGULACION Y CONTROL FITO Y

ZOOSANITARIO” (centrada en la salud animal) y el “INSTITUTO NACIONAL DE



INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA — INSPI — DR. LEOPOLDO IZQUIETA
PEREZ” (enfocado en el area humana) llevan a cabo el control de estas infecciones.
Ambas instituciones realizan la deteccion de Campylobacter mediante la siembra para
evaluar su resistencia a antibioticos y emplean métodos de identificacion, entre ellos la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la PCR en tiempo real (QPCR) (Givanoudi

etal., 2021; Lv et al., 2020a; Nesla Olivas, 2007; Simaluiza et al., 2018).

Por las razones antes expuesta anteriormente es importante conocer y controlar la
propagacion de esta bacteria, que causa diarrea cronica en las personas. De igual manera
es importante conocer los diversos antibiodticos a los cuales son presenta resistencia para
poder tratar la infeccion con esta bacteria (el Sitio Avicola, 2012; ELIKA, 2022;
Fernandez, 2011; Nesla Olivas, 2007). Esto permitiria conocer si en el tracto digestivo de
Hermetia illucens, se encuentra la presencia de Campylobacter, la cual puede transmitirse
a los alimentos, frutas, animales y carnes de consumo humano; lo cual puede causar

diarrea cronica al infectarse una persona con la bacteria.

Objetivos

Objetivo General

Ensamblar y anotar el genoma de una proteobacteria perteneciente a la familia
Campylobacteraceae a partir de datos metagendmicos del tracto digestivo de larvas de

mosca Hermetia lllucens.

Objetivos Especificos
e Eliminar lecturas del hospedero (Hermetia illucens) de los datos metagendomicos
e Ensamblar el genoma de la bacteria de la familia Campylobacteraceae a partir de
datos metagendmicos libres de lecturas del hospedero

e Seleccionar el genoma ensamblado de la familia



1. Revision de Literatura
2. Gendmica

La gendémica puede describirse como la disciplina que estudia el conjunto del
material genético presente en los diversos organismos (Mainetti, 2003; National Human
Genome Research Institute, 2024a). Este material genético alberga una gran cantidad de
informacion, responsable de transmitir las caracteristicas necesarias para el
funcionamiento y desarrollo de cada organismo. Dentro del estudio del genoma se incluye
la identificacion, comprension y analisis de cada gen y de todos los componentes que lo

constituyen.

3. Tecnologias de secuenciacion

La secuenciacion del material genético surgié en la década de los 70, iniciando
con el desarrollo de la técnica de Sanger en 1977, lo que representd una revolucion en la
secuenciacion de fragmentos de ADN. Sin embargo, este método presentaba diversas
limitaciones en el laboratorio al intentar secuenciar multiples fragmentos

simultdneamente (Metzker, 2010).

La adopcion de la secuenciacion de nueva generacion (Next-Generation
Sequencing, NGS) produjo un cambio radical en el campo de la gendmica, al posibilitar
la secuenciacion masiva y paralela de millones de fragmentos de material genético de
forma simultanea (Metzker, 2010). Este avance ha elevado de manera significativa la
rapidez, eficiencia y exactitud de los procesos de secuenciacion, favoreciendo el andlisis
genodmico en diversas areas, entre ellas la investigacion biomédica, la metagendmica y la

medicina personalizada (Herndndez et al., 2020a; Rubio et al., 2020)

La tecnologia de secuenciacion NGS tiene multiples aplicaciones en distintos
campos. Entre ellas, se encuentran el estudio de variaciones genéticas, el analisis de

expresion génica y la caracterizacion de proteinas, entre otros enfoques relevantes



(Mardis, 2013). Una de sus aplicaciones mas destacadas es la identificacion del
microbiota para determinar los taxones que coexisten en una muestra, asi como la
deteccion de genes de resistencia y rutas metabolicas, lo que permite un analisis detallado

de la composicion genética en distintos entornos (Hernandez et al., 2020a).

El desarrollo de las tecnologias NGS un gran cambio en el ambito de la
investigacion dando como resultado que el costo de las tecnologias de NGS fuera
disminuyendo, permitiendo que sea mas accesible para la investigacion, el ambito clinico,
ambiental, etc., generando nuevas aplicaciones para el uso de la informacion (Rodriguez-

Santiago & Armengol, 2012).
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Figura 1. Cambio de precios a lo largo del tiempo

Los tridngulos representan el costo de la secuenciacion tomando en cuenta la
capacidad de secuenciacion, la linea de color azul, el incremento del almacenamiento con
relacion al precio de este. La linea roja muestra cuanto ha variado el costo de

secuenciacion por cada base con relacion al costo, en comparacion al inicio de la



secuenciacion. Con relacidn al escalado de la tecnologia dando un mayor rendimiento y
mejorando la velocidad de secuenciacion, esto se observa a partir de la brecha que se

observa entre la linea y amarilla (Rodriguez-Santiago & Armengol, 2012).

A continuacion, en la figura 2, se presenta un cuadro de flujo para el analisis de

datos de secuenciacion por NGS.
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Figura 2. Flujo de trabajo para la tecnologia de NGS. Tomado de (Rodriguez-
Santiago & Armengol, 2012)
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4. Ensamblaje y anotacion de genomas

Desde la aparicion de la NGS se ha presentado una gran cantidad de datos que
contienen informacion importante y de utilidad para diversas ramas de trabajo (Aguilar-
Bultet Lisandra & FalquetLaurent, 2015; Rodriguez-Santiago & Armengol, 2012). Una
vez que el material genético se procesa en el secuenciador, se obtiene una gran cantidad
de datos, donde se encuentra informacion muy valiosa, como son los genes que pueden
estar asociados a diversas funciones, resistencias entre otros (Aguilar-Bultet Lisandra &
FalquetLaurent, 2015). Al trabajar datos metagenomicos, no solo se trabaja con un solo

organismo, sino que se tiene una gran diversidad de organismos.

Una vez que se obtienen los datos de secuenciacion, en este caso de
metagendmica, se procedera a realizar un ensamblaje de estos, lo que consiste en la union
de las lecturas para formar secuencias mas largas denominadas contigs (Lis Ricardi,
2022). Se pueden realizar distintos tipos de ensamblaje, entre los principales se

encuentran el ensamblaje basado en un genoma de referencia y el ensamblaje de novo.

El ensamblaje basado en un genoma de referencia permite la alineacion de las
lecturas con una secuencia gendmica previamente caracterizada, lo que facilita la
identificacion de variantes y regiones conservadas. Entre sus ventajas, destaca su menor
demanda de recursos computacionales y su capacidad para generar ensamblajes mas
precisos en organismos bien estudiados. Sin embargo, su principal desventaja es la
dependencia de un genoma de referencia adecuado, lo que puede limitar su aplicacion en
estudios de comunidades microbianas complejas o en organismos sin informacion

genomica disponible (Blake et al., 2010; Peabody et al., 2015).

Por otro lado, el ensamblaje de novo no requiere una secuencia de referencia, lo
que permite reconstruir genomas completos de especies previamente no caracterizadas.

Entre sus ventajas, se encuentra la capacidad de descubrir nuevas variantes genéticas y



especies desconocidas, lo que resulta esencial en estudios metagendémicos. No obstante,
este tipo de ensamblaje presenta desafios, como la mayor dificultad en la resolucion de
secuencias repetitivas y la mayor posibilidad de ensamblajes erroneos. Ademas, demanda
un poder computacional significativamente mayor debido a la necesidad de algoritmos
avanzados para ensamblar fragmentos cortos sin una referencia previa (Mathai et al.,

2020; Vollmers et al., 2017).

Después de contar con el genoma ensamblado, se debe realizar la anotacion del
genoma obtenido (Aguilar-Bultet Lisandra & FalquetLaurent, 2015; Bikel et al., 2015;
Lis Ricardi, 2022). La anotacion es importante para conocer la informacioén que contienen

los contigs.

Existen diversos tipos de anotacion, lo cual proporcionan diferentes tipos de
informacion. Un tipo de anotacion estructural, la permite realizar una prediccion de las
regiones codificantes de los contigs obtenidos. Otro tipo de anotacion es la funcional la
cual nos proporciona informacidon importante y relativa de los genes en los contigs (Lis

Ricardi, 2022).

5. Metagenomica

La metagenomica es una disciplina dentro de las ciencias dmicas que estudia la
estructura y funcion del material genético microbiano presente en diversos entornos,
como suelos, océanos, microbiotas humanas y comunidades microbianas no cultivables.
Su principal objetivo es identificar los organismos que conforman estos ecosistemas y
analizar sus funciones dentro de ellos (National Human Genome Research Institute,

2024b; Rahbari et al., 2017).

La técnica mas empleada para este propdsito es la secuenciacion shotgun, que

fragmenta y secuencia de forma aleatoria el material genético, brindando una vision



global de la diversidad y el potencial funcional de la comunidad microbiana(Kunin et al.,

2008; Rahbari et al., 2017).

6. Mosca Soldado Negro

La mosca soldado-negro, tconocida en inglés como Black Soldier Fly — BSF,
pertenece al orden de los dipteros en los insectos. Su nombre cientifico es Hermetia
illucens. Actualmente ha tomado relevancia el estudio de esta especie, debido a que las
larvas poseen la capacidad de degradacion de sustratos organicos, llegando a transformar
alrededor del 50% de la materia organica consumida en biomasa (G Del Hierro et al.,
2021; INABIO, 2016). La biomasa que se produce de la actividad de las larvas de H.

illucens se emplea en la alimentacion de animales de granja.
H. illucens se encuentra distribuida en varios paises y regiones como son:

e América Latina
o Ecuador
e Asia
o Indonesia
o Japon

o Filipinas

e Europa
e Africa
e (Qceania

o Nueza Zelanda

o Australia



Se encuentran divida en estas regiones debido a que crece en zonas tropicales,

subtropicales y templadas (INABIO, 2016).

El ciclo de vida de H. illucens incluye un total de seis etapas con un tiempo de
duracién de cuatro semanas, dependiendo el ambiente donde se desarrolle el individuo,

pero puede variar segun el clima de desarrollo (G Del Hierro et al., 2021).

7. Familia Campylobacteraceae

Para poder describir y comprender a la bacteria Campylobacter, debemos primero
conocer su taxonomia. Pertenece al dominio Bacteria, al filo Pseudomonadota, a la clase
Epsilonproteobacteria, a la orden Campylobacterales, a la familia Campylobacteraceae
y al género Campylobacter (Alonso et al., 2023; El-Naenaeey et al., 2020; Terzolo et al.,

2007). El nombre de Campylobacter significa “bacilo curvo” (Terzolo et al., 2007).

Dentro de las caracteristicas que contiene el género Campylobacter, son su forma
ondulada en espiral con una forma de “S”, son gram negativas con unas medidas
aproximadas de 0.5 a 8 um a lo largo y a lo ancho con unas medidas de 0.2 a 0.5 um y
poseen un solo flagelo (Terzolo et al., 2007). Poseen una reaccion positiva a la oxidasa,
pero algo a destacar es que la reaccion a la catalasa es variable segin la especie de
Campylobacter. Otra caracteristica destacada de este género es la temperatura de

incubacion que va entre los 25 a 42 °C.

7.1. Enfermedades
Campylobacter es una de las causantes de enfermedades intestinales méas comunes
en las personas, es la causante de la gastroenteritis (Bush & Charles, 2022; ELIKA, 2023;
OMS, 2020), de los cuales se conocen que existen mas de una docena especies dentro de

este género. Esta familia se encuentra presente en diversos lugares, desde el ambiente



hasta el intestino de animales sanos (Bush & Charles, 2022; ELIKA, 2023; OMS, 2020),

donde parte de su flora intestinal.

Las personas mas propensas a esta enfermedad son nifios menores de 2 afios,
adultos mayores y quienes presentan un sistema inmune comprometido (ELIKA, 2023;
OMS, 2020). De acuerdo con la OMS (2020), en ese mismo afio la diarrea causada por
Campylobacter afectd a una de cada diez personas. Asimismo, se estima que, a escala
global, 220 millones de nifios menores de 5 afios se infectaron con este patdgeno, segun

datos de la Organizacion Mundial de la Salud..

Los primeros sintomas de infeccion por Campylobacter suelen aparecer entre los
2 a 5 primeros dias, cuando la bacteria ingresa al organismo (Bush & Charles, 2022;
ELIKA, 2023; OMS, 2020). Una vez que la bacteria paso su tiempo de infeccion presenta
los siguientes sintomas, con una duracion de 3 a 6 dias y que suelen ser los mds comunes

COmo son:

e Diarrea, en algunas ocasiones se pueden presentar sangre en las heces
e Calambres

e Dolor abdominal con célicos

e Fiebre

e Fatiga

e Nauseas
e Vomito

7.2. Fuentes de transmision

Esta bacteria se encuentra presente en alimentos, animales y el ambiente, por lo
cual existe la posibilidad de contraer esta bacteria (ELIKA, 2023; OMS, 2020). Con

relacion a los animales se ha encontrado presencia de esta bacteria en ganado vacuno,



aves de corral, ganado porcino, ganado ovino y mariscos (ELIKA, 2023; OMS,
2020).Pero también en estudios realizado se ha determinado que es posible encontrar esta
bacteria en agua dulce y no potable, de igual manera en agua mal potabilizada y hielos
comerciales realizados con defectuosos controles de calidad o de manera artesanal para
su venta (ELIKA, 2023). No obstante, mediante el uso de buenas practicas para la
elaboracion, produccion y conservacion de alimentos se puede evitar la infeccion con esta
bacteria; con relacion al agua, siempre y cuando esta sea potable y cuente con estdndares

de calidad, la presencia de esta bacteria serd nula.
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Figura 3. Fuentes de contaminacion de Campylobacter en humanos
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Genoma, plasmidos y genes de resistencia en Campylobacter

La secuenciacion completa del genoma de Campylobacter se efectud por primera
vez en el ano 2000 (Cuadrado et al., 2018), a través de la colaboracion entre The London
School of Hygiene & Tropical Medicine (LSHTM) y el Instituto Sanger. El resultado fue
un genoma circular de 1,461,481 pb correspondiente a una cepa de C. jejuni (Cuadrado
et al., 2018). En dicho genoma se determind un contenido de guanina-citosina de entre 30
y 40% (Cuadrado etal., 2018; De Ciéncias et al., 2019), asi como la presencia de

alrededor de 1,654 proteinas.

Un elemento esencial dentro del genoma de Campylobacter para la supervivencia
del microorganismo lo conforman los plasmidos y los genes de resistencia.
Concretamente, se han identificado tres tipos de pladsmidos: pVIR, pTET y los
denominados plasmidos cripticos (Cuadrado et al., 2018). El plasmido pVIR participa en
la exportacion de ADN, la secrecion de proteinas y la conjugacion bacteriana; mientras
que pTET cumple una funcion primordial en la resistencia antimicrobiana. Por otro lado,
los plasmidos cripticos contienen diversos genes relacionados con los mecanismos de

replicacion (Cuadrado et al., 2018).

Con relacion a los genes de resistencia que se encuentran en el genoma de
Campylobacter, se han estudiado 18 genes. De igual manera se han detectado mutaciones
dentro de dos genes housekeeping que son gyr4 and 23S rRNA (Hull et al., 2023; Joshi
etal., 2022; Zhao etal.,, 2016). Se debe destacar la importancia de los genes
housekeeping, ya que estos poseen una expresion muy estable en todo el organismo o sus

células y las cuales son parte del mantenimiento celular del organismo (Joshi et al., 2022).

Listado de los 18 genes de resistencia que posee Campylobacter (Zhao et al.,

2016).



tet(O): El gen tet(O) confiere resistencia a la tetraciclina en Campylobacter, al
codificar una proteina que funciona de forma similar a un factor de elongacion.
Esta proteina interfiere en la accion de la tetraciclina al inhibir la sintesis proteica
por medio de su interaccion directa con el ribosoma, lo que libera al antibidtico
de su objetivo diana dentro de la célula. Dentro de este grupo de proteccion
ribosomal, se incluyen otras proteinas como Tet(M), Tet(Q), Tet(S), Tet(T),
Tet(W) y OtrA (Connell et al., 2003).

bla OXA-61: Este gen otorga resistencia a los antibidticos B-lactamicos, como la
penicilina, al producir una enzima capaz de romper el anillo B-lactamico
caracteristico de estos farmacos. Al descomponer dicho anillo, se evita que el
antibidtico ejerza su efecto en las bacterias, protegiéndolas y permitiéndoles
sobrevivir dentro del organismo (Alfredson & Korolik, 2005; Audu et al., 2022;
Casagrande Proietti et al., 2020; Quino et al., 2022a).

catA: Este gen permite la codificacion de la enzima llamada cloranfenicol
acetiltransferasa, abreviada como CAT, la cual permite la resistencia al
cloranfenicol; el cual es un antibidtico. Este gen se ha encontrado en plasmidos y
elementos genéticos moéviles en bacterias (Bundurus et al., 2023; Liao et al., 2022)
Inu(C): Este gen otorga la resistencia a los antibioticos licosanmidas, esto se logra
mediante la codificacion de la enzima lincosamida nucleotidiltransferasa (Li et al.,
2023; Quino et al., 2022b).

aph(2")-Ib: Este gen codifica para la enzima aminoglicosido fosfotransferasa, la
cual confiere la resistencia a los antibidticos aminoglucosidos, dentro de este
grupo y uno de los mas conocidos se encuentra la gentamicina (Fabre et al., 2018a;

Habib et al., 2023; Zhao et al., 2014).



aph(2")-Ic: Este gen codifica una enzima del tipo aminoglucosido fosfotransferasa
conocida como APH, la cual permite la inhibicién de los antibidticos del tipo
aminoglucosidos; un antibidtico que representa a este tipo de antibidticos es la
gentamicina (Fabre et al., 2018b; Ocejo et al., 2021; Yao et al., 2017a, 2017b; X.
Zhang et al., 2021a).

aph(2')-If: Este gen tiene la capacidad de codificar la enzima fosfotransferasa, la
cual otorga la resistencia a los antibioticos de tipo aminoglucésidos, entre los mas
conocidos se encuentran gentamicina y la kanamicina (Yao et al., 2017c).
aph(2")-Ig: Este gen codifica para la enzima fosfotransferasa, que otorga
resistencia para los antibidticos aminoglucosidos, en especifico contra la
gentamicina. Algo que preocupa en el area clinica, es la alta transferencia de este
gen, ya que se encuentra en elementos moviles, plasmidos y transposones (X.
Zhang et al., 2021b; Zhao et al., 2015).

aph(2")-Ih: Este gen de igual manera codifica la enzima fosfotransferasas y
confiera la resistencia para gentamicina y kanamicina, es similar a los genes el
aph(2")-Ig y aph(2")-Ih en Campylobacter (Kang et al., 2024).
aac(6')-le-aph(2")-Ia: Este gen codifica para la enzima bifuncional, la cual le
confiere resistencia a los antibidticos del tipo aminoglucosidos (Chen et al., 2013).
aac(6')-Ie-aph(2")-If: Este gen codifica para la enzima bifuncional, la cual
también confiere resistencia a los antibioticos del tipo aminoglucdsidos. Esto se
logra mediante la modificacion estructural de los antibidticos tipo
aminoglucosidos. Algunos antibioticos dentro del grupo bifuncional son

gentamicina y kanamicina (X. Zhang et al., 2021b).



e aac(6')-Im: Este gen de igual manera confiere la codificacién para la enzima
acetiltransferasa, que permite la resistencia a los antibidticos del tipo
aminoglucoésidos (C. A. Smith et al., 2017).

e aadE: Este gen codifica para la enzima adenililtransferasa, la cual otorga
resistencia a los antibidticos del tipo aminoglucosidos, como en este caso seria la
estreptomicina y espectinomicina (Guirado et al., 2022; Pinto-Alphandary et al.,
1990).

o sat4: Este gen codifica para la enzima streptotricina acetiltransferasa, la cual da
resistencia a los antibidticos de clase estreptotricinas (Jacob et al., 1994).

e ant(6): Este gen codifica la enzima aminoglucdsido nucleotidiltransferasa, la cual
otorga la resistencia a los antibioticos tipo aminoglucésidos. Uno de los
principales antibioticos del grupo aminoglucdsidos es la estreptomicina, a la cual
le otorga resistencia (Hormefo et al., 2018a, 2018b).

e aad9: Este gen codifica la enzima adenililtransferasa, la cual otorga la resistencia
a los antibioticos del tipo aminoglucodsidos, en especial confiere resistencia a la
espectinomicina (Chen et al., 2013).

e aph(3')-Ic: Este gen codifica para la enzima fosfotransferasa, lo cual otorga
resistencia a los antibioticos del tipo aminoglucdsidos, en especial como al
antibiotico kanamicina(Guirado et al., 2022).

e aph(3')-1lla: Este gen codifica para la enzima fosfotransferasa, para dar resistencia
a los antibidticos del tipo aminoglucosidos. A los antibidticos que principalmente

confiere resistencia son kanamicina y neomicina (Woegerbauer et al., 2014).

Todos los genes involucrados en la resistencia antimicrobiana permiten que la
bacteria obtenga una resistencia del 100% a Tetraciclina, ciprofloxacino/acido nalidixico

y eritromicina. Una resistencia entre 95 a 98% para gentamicina, azitromicina,



clindamicina y telitromicina. Sin embargo, no se ha detectado genes y resistencia contra

florfenicol (Zhao et al., 2016)

8. Metodologia
8.1. Obtencion de material genético y secuenciacion

La informacion utilizada en este andlisis metagendomico proviene del estudio
“Genetic diversity and organic waste degrading capacity of Hermetia illucens from the
evergreen forest of the Equatorial Choco lowland” (2023, Ecuador) En dicha
investigacion, se recolectaron muestras de Hermetia illucens en dos regiones del pais. Las
secuencias analizadas proceden de archivos FASTQ generados mediante secuenciacion
shotgun del ADN proveniente del tracto intestinal de moscas soldado negro (Hermetia
illucens), empleando tecnologia Illumina. El procesamiento de los datos se llevd a cabo
en formato paired-end, con un archivo forward (“PLA _FDME210308107-
Ir HSY3FDSX2 14 1.197) y otro reverse (“PLA_FDME210308107-

Ir HSY3FDSX2 L4 2.fq”), cada uno con un tamafio cercano a los 7 Gb.

8.2. Ensamblaje y anotacion del metagenoma

8.2.1. Obtencion e instalacion de software

Con el fin de poder desarrollar el proyecto para el andlisis metagenémico de las
secuencias, es necesario utilizar las secuencias paired end previamente obtenidas y varios
programas bioinformaticos. El primer paso para el analisis fue realizar la carga de las
secuencias en el espacio de trabajo; en este caso se trabajo la primera parte en la
supercomputadora de CEDIA. El programa utilizado para sincronizacion de archivos

entre las dos partes fue WinSCP 6.3.2. Las secuencias se subieron al directorio “Tesis”.

Una vez que se subieron las secuencias para trabajar, se cred un directorio, en el

cual para almacenar e instalar todos los programas necesarios para trabajar; el nombre del



directorio fue “PROGRAMS”. Cada uno de los programas fue descargado,

descomprimido de ser el caso e instalado en este directorio.

o FastQCv0.11.9
e  Trimmomatic v0.39
o  SAMrools vi.10-3

e Bowtie 2v2.4.2

FastQC Trimmomatic

Control de calidad Limpieza de

secuencias

FastQC Docker

Control de calidad Ambiente de

trabajo root

Bowtie2 y Samtools Bedtools

Eliminacion de BEd Cambio de formato
secuencias de .bam a .fastq

Figura 4. Flujo de trabajo en supercomputadora CEDIA

8.2.1.1. Evaluacion de la calidad de las secuencias
La evaluacion de la calidad de las secuencias se llevo a cabo utilizando la
herramienta FastQC v.0.11.9, la cual permite inspeccionar el nivel de limpieza de las

secuencias antes de su procesamiento (Brown et al., 2017; Chivian et al., 2023a).




8.2.1.2. Limpieza de secuencias
Tras la evaluacion de la calidad de las secuencias, se empled la herramienta
Trimmomatic v0.39 para su depuracion y procesamiento (A. M. Bolger et al., 2014;
Chivian et al., 2023a). Este programa permite la filtracion de datos, la eliminacion de
adaptadores y la remocién de secuencias de baja calidad, de acuerdo con los criterios

definidos por el analista (A. Bolger et al., 2024; A. M. Bolger et al., 2014).

8.2.1.3. Eliminacion de secuencia del hospedero
Para la eliminacion de las secuencias correspondientes al hospedero, H. illucens,
se empled el genoma de referencia obtenido del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI), con el numero de accesion GCF_905115235.1 (National Center
for Biotechnology Information, 2024). Luego de descargar la secuencia a través de linea
de comandos, se asigno6 el nombre “Hospedero.fn” y se generd una base de datos con la

informacion del hospedero utilizando la herramienta Bowtie2 v2.4.2.

Genome assembly
IHerlll2.2.curated.20191125 ceee

Download datasets curl

NCBI RefSeq assembly GCF_9051152351

Submitted GenBank assembly GCA_905115235.1

Taxon Hermetia illucens (black soldier fly)
WGS project CAJHNGO1

Assembly type haploid

Submitter CAM

Date Nov 21, 2020

Figura 5. Referencia de H. illucens en NCBI, tomado de (NCBI, 2024)



Posterior a la creacion de la base de datos, se mapeo la secuencia que se trabaja
con relacion a la base de datos del hospedero, con el fin de eliminar la secuencia

hospedero; de H. illucens.

8.2.2. Secuencias no mapeadas y organizacion de lecturas

Para poder utilizar la herramienta SAMtools, primero se requiere un acceso root,
por lo cual se crea un contenedor docker, en el cual contiene todo lo necesario para instalar
y correr el programa SAMtools, a este contenedor se puede acceder de manera

independiente, permitiendo que no interfiera con el resto del espacio de trabajo.

Una vez iniciado el docker, se procede a ejecutar la herramienta SAMtools, la cual
permite interactuar y ayuda al procesamiento para el alineamiento de lecturas del material
genético, con el formato SAM. Una vez que se corrié el alineamiento, se procede a

organizar las lecturas en un archivo a que contiene las lecturas paired end.
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Figura 6. Flujograma para metagenomica en KBase. Tomado de (Chivian et al.,
2023b)

8.2.3. Generacion de lecturas paired end

Para genera los archivos paired end, con todo el analisis que se ha realizado a las
secuencias. La generacion de estos archivos se realiza mediante la herramienta Bedtools,
la cual a partir de archivos en formato .bam genera las lecturas paired end en formato

fastq.

Las secuencias paired end obtenidas al finalizar los analisis, se les coloco el

nombre para la secuencia forward “PLA_F.fastq” y la secuencia reverse “PLA_R.fastq”.



8.3. Ensamblaje y anotacion de metagenoma

8.3.1. Subir secuencias a KBase

Una vez que se obtuvieron las secuencias paired end “PLA F.fastq” y
“PLA_R.fastq”, se cargaron en la narrativa de KBase, en el formato FastQ y unificando
las en una sola con el nombre de “PLA”. La cual se utiliz6 para realizar el ensamblaje y

anotacion de esta.

8.3.2. Clasificacion taxonémica

Tras obtener la secuencia “PLA”, se procesé en la plataforma KBase. Para el
analisis taxondmico, se utilizo la herramienta Classify Taxonomy of Metagenomic Reads
with Kaiju - v1.9.0 (Chivian et al., 2023b), la cual permite determinar la composicion

microbiana presente en la muestra.

8.3.3. Ensamblaje de Metagenoma, comparacion y agrupamiento de contigs
El ensamblaje del metagenoma se llevd a cabo empleando tres herramientas
disponibles en KBase, utilizando la secuencia PLA previamente procesada. Para este
procedimiento, se utilizaron Assemble Reads with metaSPAdes - v3.15.3, Assemble Reads
with MEGAHIT v1.2.9 y Assemble Reads with IDBA-UD - v1.1.3 (Chivian et al., 2023b).
Estas herramientas permiten la generacion de contigs, con una longitud minima de 2000

pb.

Posteriormente, se empled la herramienta Compare Assembled Contig
Distributions - vI.1.2 (Chivian et al., 2023b), la cual permite visualizar un resumen
comparativo de los resultados obtenidos con las tres herramientas utilizadas en el

ensamblaje del metagenoma.

Una vez identificado el ensamblaje 6ptimo, se procedid a su utilizacion para el

agrupamiento de contigs, considerando factores como la profundidad de cobertura, la



presencia de genes especificos y los marcadores dentro de cada secuencia. Para ello, se
emplearon diversas herramientas disponibles en KBase, incluyendo Bin Contigs using
MaxBin2 - v2.2.4, MetaBAT2 Contig Binning - vi.7 y Bin Contigs using CONCOCT -

vl.1, aplicando la configuracion predefinida en cada herramienta (Chivian et al., 2023b).

8.3.4. Optimizacion de Bins

Tras la obtencion de los bins en la etapa previa, se llevo a cabo su optimizacion
siguiendo la metodologia descrita en KBase para el ensamblaje de metagenomas del 2023.
Para este proceso, se utilizd la herramienta Optimize Bacterial or Archaeal Binned
Contigs using DAS Tool - vi.1.2. El ensamblaje empleado correspondi6é al obtenido

mediante metaSPAdes, junto con los contigs generados en pasos anteriores.

8.3.5. Evaluacion de los bins

Una vez obtenidos los bins, se realizd una evaluacion de su calidad con el fin de
determinar el nivel de contaminacion presente en cada uno. Este analisis resulta esencial
para definir la clasificacion taxonomica del ensamblaje. Para ello, se utilizd la

herramienta Assess Genome Quality with CheckM - v1.0.18 (Chivian et al., 2023b).

8.3.6. Anotacion del genoma y clasificacion taxonomica
Para llevar a cabo la anotacion del genoma, siguiendo el procedimiento descrito
en KBase para el ensamblaje de metagenomas, se empled la herramienta Annotate

Multiple Microbial Assemblies with RASTtk - v1.073.

Posteriormente, la clasificacion taxonomica se realizd utilizando Classify
Microbes with GTDB-Tk - v2.3.2 (Chivian et al., 2023), lo que permitio la organizacion

de los bins obtenidos en las etapas previas.



8.3.7. Obtencion de perfil metabdlico y genes de resistencia
Para caracterizar el perfil metabolico del ensamblaje, se empled la aplicacion
Annotate and Distill Assemblies with DRAM - kb DRAM v0.1.2 en KBase (Shaffer et al.,

2023), utilizando el ensamblaje obtenido en las etapas previas.

Con relacion a los genes de resistencia se obtuvo por medio de la platamrma
ResFinder (Center for Genomic Epidemiology, 2024; Florensa et al., 2022), perteneciente
al Centro de Epidemiologia Gendémica — CGE (Center for Genomic Epidemiology),

perteneciente a la Universidad Técnica de Dinamarca (DTU).

9. Resultados y discusion

9.1. Control de calidad
Para iniciar el analisis de las secuencias forward y reverse obtenidas mediante
secuenciacion shotgun con tecnologia Illumina, se llevd a cabo un control de calidad

previo.

Tabla 1. Estadisticas de calidad de las secuencias forward y reverse antes del
proceso de limpieza

Medida Valor (Forward) Valor (Reverse)
Nombre del archivo PLA_FDME210308107- PLA_FDME210308107-
1r_H5Y3FDSX2_L4 1.fq.gz 1r_H5Y3FDSX2_L4 2.fq.gz

Llamadas de base

. Llamadas de base convencionales
convencionales

Tipo de archivo

Sanger / lllumina 1.9 Sanger / lllumina 1.9
3 Gbp 3 Gbp
Secuencias marcadas como 0 0
baja calidad
Longitud de la secuencia 150 pb 150 pb
41% 41%

En la Tabla 1 se presentan los valores de calidad de las secuencias obtenidas

mediante secuenciacion con Illumina. Los archivos generados llevan los nombres



PLA FDME210308107-1r H5Y3FDSX2 L4 _1.fq.gz y PLA FDME210308107-
Ir H5Y3FDSX2 L4 2.fg.gz. No se detectaron errores de calidad durante el proceso de
secuenciacion; sin embargo, en la grafica de evaluacion de calidad se observa una
disminucioén de la sefial al final de la secuenciacion, lo que sugiere una caida de la sefal

en las tltimas bases leidas (Figura 6).

Quality scores across all bases {Sanger / lllumina 1.9 encoding)

1 22 4586 788 1519 30-34 45-49 60-64 75-79 90-94 105-108 120-124 135-139 150
Pogition in read {bp)

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

1224586789 1518 30-34 45-49 60-64 75-78 9084 105-109 120-124 135-129 150

Figura 7. Evaluacion de la calidad de las secuencias forward y reverse antes del
proceso de limpieza
Nota: A) secuencia forward. B) secuencia reverse



En la Figura 6, se observa que en la secuencia representada en la subfigura 6-A,
la calidad de las bases a partir de la posicion 120 cae por debajo del umbral de aceptacion
definido por los criterios de calidad (Babraham Institute, 2024). Por otro lado, en la
subfigura 6-B, se identifica que las bases comprendidas entre las posiciones 60 y 139
presentan errores dentro de un rango aceptable; sin embargo, a partir de la base 140 hasta
la 150, la calidad disminuye significativamente, alcanzando niveles considerados

deficientes (Babraham Institute, 2024).

Estos errores pueden estar relacionados con una posible degradacion del ADN
durante el proceso de secuenciacion, lo cual se refleja en ambas subfiguras (Babraham

Institute, 2024; Hernandez et al., 2020b).

Otro aspecto relevante al evaluar la calidad de las secuencias obtenidas es la
concentracion de bases GC, ya que puede inducir sesgos durante el proceso de

secuenciacion. Los resultados de la distribucion de GC se presentan en la Figura 7A'y 7B.
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Figura 8. Concentracion de GC de las secuencias forward y reverse
Nota: A) Secuencia forward. B) Secuencia reverse

9.2. Limpieza de secuencias
La limpieza de las secuencias forward y reverse se llevo a cabo utilizando la
herramienta Trimmomatic v0.39, un software de cddigo abierto disefiado para la
depuracion de secuencias generadas con tecnologia Illumina. Entre sus principales
funciones, se encuentra la eliminacion de adaptadores y secuencias de baja calidad

generadas durante el proceso de secuenciacion (A. Bolger, 2024).

Posteriormente, tras la limpieza, se realizo un nuevo andlisis de calidad de las

secuencias empleando la herramienta FastQC v0.11.9.

La cual dio como resultados los datos mostrados en la tabla 2. Los nombres de los
archivos cambiaron luego de realizar la limpieza con Trimmomatic v0.39, la secuencia

forward paso a llamarse “PLA_1Pfq.gz” y la secuencia reverse “PLA_2Pfq.gz”



Tabla 2. Datos post limpieza de las secuencias forward y reverse

Medida Valor (Forward) Valor (Reverse)
Nombre del archivo PLA_1P.fg.gz PLA_2P.fg.gz

Tipo de archivo :
convencionales

Codificacion Sanger / lllumina 1.9 Sanger / lllumina 1.9
Secuencias totales 19,279,737 19,279,737

Bases totales 2.8 Gbp 3 Gbp

Secuencias marcadas como 0

de baja calidad

Longitud de la secuencia 55-150 55 -150

(pb)

%GC 41%

Se observa que, en la secuencia forward, antes de aplicar los filtros de
Trimmomatic v0.39 se registraron 20,327,027 lecturas; tras su aplicacion, el nimero de
lecturas se redujo a 19,279,737, lo que implica la eliminacion de 1,047,290 lecturas
durante el proceso de limpieza. Ademas, el tamafio total de las lecturas disminuy6 a 2.8

Gbp, manteniéndose constante la concentracion de GC en un 41%.

En la secuencia reverse se observo que, antes de aplicar los filtros, se contaban
con 20,327,027 lecturas; tras la limpieza, el nimero se redujo a 19,279,737, lo que implica
la eliminacién de 1,047,290 lecturas. El tamaio total de la secuencia fue de 3 Gbp y la
concentracion de GC disminuy6 en 1%, situdndose en 40% en comparacion con el 41%

registrado previamente al uso de Trimmomatic v0.39.

Llamadas de base Llamadas de base convencionales

40%



En cuanto a la calidad de las secuencias que se observa en la figura

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding}

12345467895 1518 30-34 45-48 B0-84 75-79 90-94 105-109 120-124 135-139 150
Position in read (5p]

Quality sceres across all bases (Sanger / llumina 1.8 encoding)

123456789 1519 30-34 45-49 60-64 7579 90-94 105-109 120-124 135-138 150
Position in read (bp}

Figura 9. Evaluacion de la calidad de las secuencias forward y reverse después
del proceso de limpieza
Nota: A) Secuencia forward. B) Secuencia reverse
Con relacion a la secuencia reverse figura 8 — B, se puede observar que luego de
la limpieza, se observa que la calidad mejoro; desaparecieron las lecturas que se

encontraban en la zona de error. Por lo que se ve una mejor calidad en la secuencia

réverse.

9.3. Eliminacion de secuencia hospedero
Como se menciond previamente y se observa en la figura 4, el genoma de
referencia para H. ilucens, con el numero de accesion GCF_905115235.1, el cual fue

descrito en varias publicaciones (Generalovic et al., 2021; Walt et al., 2023). El archivo



fue descargado en formato “.fasta”, para poder trabajar. Mediante el comando “head” se

observan las primeras lineas de la secuencia del Hospedero.

juan.baez@dgx-node-0-2:~/Secuencias$ head Hospedero.fna

>NC 051849.1 Hermetia illucens chromosome 1, iHerIll12.2.curated.20191125, whole
genome shotgun sequence
atttcgtcatcatcaaatcacaggctatacacttgctctcagacgctgataccctcagatctcaagatcacaaatcaggt
tccttttcattattttgcaagtacttaacgagaaattaacatttaaatcctggaaaagtgatttttcagcttttecctcca
ttttcgtcatcatcaaatcacaggctatacacttgctctcagacgctgataccctcagatctcaagatcacaaatcaagt

tccttttcaatattttgcaagtacttaacgagaaattaacatttaaatcctggaaaagtgattttccagcttttcctcca
ttttcgtcatcatcaaatcacaggctatacacttgctctgagacgctgataccctcagatctcaagatcacaaatcaggt
tccttttcattattttgcaagtacttaacgagaaattaacatttaaatcctggaaaagtgatttttcagcttttcctcca
ttttcgtcatcatcaaatcacaggctatacacttgctctcagacgctgataccctcagatctcaagatcacaaatcaggt]
tccttttcattattttgcaagtacttaacgagaaattaacatttaaatcctggaaaagtgatttttcagattttcctcta
ttttcgtcatcatcaaatcacaggctatacacttgctctcagacgctgatatcctcagatctcaagatcacaaatcaggty

Figura 10. Genoma de referencia de H. ilucens descargado del NCBI

A partir de la secuencia del hospedero (Figuras 4 y 9), la descarga del genoma de
referencia desde NCBI y el uso de la herramienta Bowtie2 v2.4.2, se gener6 una base de

datos, cuyo resultado se presenta en la Figura 10.

bothEndsUnmapped.bam PLA 1U.fq.gz

bothEndsUnmapped sorted.bam PLA 2P fastqc.html
.1.bt2 PLA 2P fastqc.zip
.2.bt2 PLA 2P.fq.gz

| DB.3.bt2 PLA 2U.fg.qgz

H DB.4.bt2 PLA_FDME210308107-1r H5Y3FDSX2 L4 1 fastqc.
.rev.1l.bt2 PLA_FDME210308107-1r H5Y3FDSX2 L4 1 fastqc.

_DB.rev.2.bt2 PLA FDME210308107-1r H5Y3FDSX2 L4 1.fq.gz
Hospedero.Tna PLA FDME210308107-1r H5Y3FDSX2 L4 2 fastqc.
mau.sam PLA_FDME210308107-1r_H5Y3FDSX2 L4 2 fastqc.
PLA_1P fastgc.html PLA_FDME210308107-1r H5Y3FDSX2 L4_2.fq.gz
PLA 1P fastqc.zip PLA F.fastqg
PLA 1P.fq.gz PLA R.fastq

Figura 11. Base creada a partir de la secuencia Hospedero y Bowtie2 v2.4.2
Con la base de datos generada se mapeo las secuencias obtenidas a trabajar se
procedié a mapear, donde nos dio como resultado un 56.34% de alineamiento general

3

(figura 11). Resultado en un archivo en formato “.sam” que contiene las secuencias

mapeadas.

Una vez que se obtuvo el archivo mapeado, era necesario realizar el cambio de
formato mediante la herramienta SamTools v.1.10-3, para obtener un archivo en formato

“.bam”. Para correr la SamTools v.1.10-3 en la super computadora de CEDIA; pero al



necesitar acceso root, se utilizdo un Docker, el cual permite crear, implementar y probar
aplicaciones rapidamente en un espacio separado que cuenta con todo lo necesario para

que se ejecute software, bibliotecas, herramientas y codigo (Amazon Web Services Inc,

2023).

19279737 reads; of these:
19279737 (100.00%) were paired; of these:
10210286 (52.96%) aligned concordantly 0 times
5520391 (28.63%) aligned concordantly exactly 1 time
3549060 (18.41%) aligned concordantly >1 times

10210286 pairs aligned concordantly O times; of these:
281163 (2.75%) aligned discordantly 1 time

9929123 pairs aligned 0 times concordantly or discordantly; of these:
19858246 mates make up the pairs; of these:
16836004 (84.78%) aligned O times
1749282 (8.81%) aligned exactly 1 time
1272960 (6.41%) aligned >1 times
56.34% overall alignment rate

Al iniciar el contenedor Docker se pudo correr la aplicacion SamTools v.1.10-3,
para cambiar el archivo “.sam” a un formato “.bam”, y simultdneamente la herramienta
permite filtrar las secuencias no alineadas, con este filtro se obtienes unicamente las

lecturas que no se encuentran mapeadas dentro del genoma de H. illucens, dando un total

de 16836004 lecturas.

El archivo “.bam” es el cual se trabaja a partir de ahora, ya que hemos elimina las
lecturas del hospedero, con lo cual ahora contamos tnicamente con los organismos que
no tienen relacion con el hospedero. Para continuar el trabajo de analisis se procedié a
acceder a un docker, ya que la configuracién de la super computadora de CEDIA, no

permite el acceso a root, por lo cual iniciar la herramienta

Figura 12. Resultado de las lecturas mapeadas y no pareadas del metagenoma
con relacion a H. illucens

Tras obtener el archivo en formato .bam, que contenia las lecturas no pareadas, se

llevdo a cabo la conversion a formato .fastq para continuar con el analisis en la



supercomputadora de CEDIA. Para ello, se empled la herramienta bedtools v.2.25.0,
generando dos archivos: “PLA_F.fastq” para la secuencia forward y “PLA_R.fastq” para

la secuencia reverse, cuyos resultados se presentan en las Figuras 12 y 13.

@A00920:768:H5Y3FDSX2:4:1101:1036:16845/1
TI5GGTAGAGCACGGGAAATACACTCCCTGTTCATACTATCGAAAGCATTCTCCAAATCGATGAAGAGCAGGGGAAGCGGCTATCTAAACTTCGCA
CACTGTTCCAAAACGATCTATTGGTCAACGCTGGAGGATTTGGAGCGGAAACCAC

4

FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF : FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF:F
FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF: FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF:
@©@A00920:768:HSY3FDSX2:4:1101:1036:29371/1
CATTGGAACAGTATAAAAATAGTCCAAGCGCTGTTTTTGTACAGATAAACACCAATAAATTGTAGTAAGTAACATTGTGATAAGAGTACTATTTT

ATTTATTTAAGTACTCTTATTTTCTATTATTTCAAATCACACTGTCAGATTACTT

A
F,FFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFF, FFFFFFFFFFF, FFF: FFFFFFFFFFFFFFFFF: FFF: FFFF, FFFFFFF, FFFFF: FFFFF:FF, FFFF
F, :FFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFF: FFFFFFFFFFF: FFFFFFFFFFFFFFFF
@A00920:768:HSY3FDSX2:4:1101:1036:31125/1
AAAACCACTATTTAGTCAATGGGCTGCGATTATGCAGTCCGAAAAAGAGCAACTAATCGAGCTAGATAGTGTTGTTGGCGATGGTGATTTAGGTT
TGACTATGAGTGATGGGTTTACTGCGGCTAATTTA

Figura 13. Secuencia forward

@A00920:768:HSY3FDSX2:4:1101:1036: 16845/2
TGAAAGTCTCCTCGCAGATTTATTTATCGCTGCACCTGCAGTTACTGCAGATCTGCTACTTCTCGTAGGGAAATCTTGGGAATCCGAAACCTTTC
CCAGAGAGTAGAAAAAAATGGATGATGCAAAGAAGGGAATTCGCTTTAAGTATGA

b
FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF, FFFFFFF : FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF
FFFFFF:FF,FFFF: :FFFFFFFFFFFFFFFF: FFFFF: : FFFF: FFFFFFFFFF

@A80920:768 :HSY3FDSX2:4:1101:1036:29371/2
CTTCCTGGGCACGGTTTTTCATCACCACTTCCTCGAGTTTCCTTAGGAGATGTAAGTTCTGCTTCTTAAGGGAAGGAAAATAACTGCCTAAAAAA

ACAACAACGGGAGGTCCTTCCTGTTTACAAGATGTCAAAAAGACAGTCATCAATA

%
FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF : FFFF: FFFFF, FFFFFFFFFFFFFFF
FFFFFFFFFFFFFFFFFF: FFFFF: FFFFFFFFFFFFFFFFFFF: FFFFFFFFFF

@A00920:768 :H5Y3FDSX2:4:1101:1036:31125/2
TCACCAAATTCAGTGCTATCAATTGATGGACGATCTTTAAACGTTTTTCCTACTTGCATCAGGCCCGAAGCCATCAAGGTTACCATTGTTGATGG
AACAGCATTCAT

Figura 14. Secuencia reverse

9.4. Ensamblaje y anotacion del metagenoma en KBase
9.4.1. Clasificacion taxonémica
Para continuar con el analisis se subid las secuencias a “PLA Ffastq” y

“PLA_R.fastq” a KBase (figura 14) con el nombre “PLA”

Reset  batch job finished with success: 1 success [ [::]IIIIIIIIII
< Datatype File Paths LCREATE IMPORT TEMPLATE
FASTQ Reads Noninterleaved Forward/left FASTQ file path Reverse/right FASTQ file path Reads object name
1 | PLA_Ffastq 0 | PLA_Rfastq 0 PLA

Parameters (3 advanced parameters hidden) show advanced

Sequencing technology

Illumina v

Single genome

Figura 15. Carga de las secuencias a KBase



Para la prediccion de la composicion microbiana en las secuencias analizadas, se
empled la herramienta Classify Taxonomy of Metagenomic Reads with Kaiju - v1.9.0 en
KBase, lo que permitié obtener una estimacion aproximada del contenido microbiano
presente (Lv etal., 2020b; Menzel et al., 2016). Dentro de la configuracion de esta
herramienta, se utilizé como referencia la base de datos “RsfSeq Genomes (no Euks)”, y
se solicitd la generacion de todos los niveles taxondmicos. Los resultados obtenidos se

presentan en las Figuras 15 a 20, tomadas directamente de KBase(US. Department of

ENERGY, 2024).
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Figura 16. Distribucion de la clasificacion taxonomica a nivel de filo en la
muestra analizada
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Figura 17. Distribucion de la clasificacion taxonomica a nivel de clase en la
muestra analizada
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Figura 18. Distribucion de la clasificacion taxonomica a nivel de orden en la
muestra analizada
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Figura 19. Distribucion de la clasificacion taxonomica a nivel de familia en la
muestra analizada

o
e
& 1.0
@ 08
B o6l
(]
py gg Lo .
5 02} .
o 100
-
h —-_ 0 unassigned at genus level
3 viruses
w 80} {|E=2 tail (< belong to a (non-viral) genus with less than 0.5% each taxon)
E [0 Providencia
‘-::_ [ Gilliamella
2 6ok | |E==1 Frischella
i =3 Zophobihabitans
© [ Enterococcus
"; 40| ||== Dysgonomonas
= [ Hungatella
§ [ Campylobacter
] [ Lacrimispora
o 20F 7 |==3 vagococcus
[ Pelosinus
= I Clostridium
0 [J Entomomonas
P = Blautia
a 3 Lachnoclostridium
[ Paenibacillus
[ Sporomusa
3 Vibrio
[ Pseudomonas
Il Anaerocolumna

Figura 20. Distribucion de la clasificacion taxonomica a nivel de género en la
muestra analizada
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Figura 21. Distribucion de la clasificacion taxonomica a nivel de especie en la
muestra analizada

En diversos estudios se ha encontrado que los microorganismos con mayor
predominancia en el tracto digestivo de H. illucens, como se puede observar en la figura
21, las siguientes familias Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria y
las especies Acinetobacter, Bacillus, Klebsiella, Providencia, Morganella, etc (Casariego,

2020; Khamis et al., 2020).

100% H Others 100% H Others
B Chlamydiac B Proteus
@ Tenericutes @ Citrobacter
80% B Aquificae 80% B Sphingobacterium
I Blastocladiomycota B Escherichia
[ Fusobacteria O Actinomyces
60% o B Deinococcus-Thermus 60% B Klebsiella
O Chytridiomycota O Staphylococcus
@ Zoopagomycota @ Morganella
40% O Mucoromycota 40% O Salmonella
B Basidiomycota B Dysgonomonas
O Ascomycota 0 Myroides
20% W Actinobacteria 20% @ Enterobacter
O Bacteroidetes O Providencia
B Firmicutes B Acinetobacter
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Sample Sample
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Fig. 1 Relative abundance microbiota analysis in the phylum and genus. a Relative abundance microbiota analysis in the phylum. b Relative
abundance microbiota analysis in the genus. F1, F2, and F3 are replicates of group F; T1, T2, and T3 are replicates of group T, W1, W2, and W3 are

replicates of group W




Figura 22. Presencia de microorganismos encontrados en H. illucens, tomado
de (Khamis et al., 2020)

Dentro del resultado obtenido, se puede observar que dentro de la muestra existe
con mayor presencia de Protobacterias con una presencia >40%, como se puede observar
en la figura 15. Pero también se puede observar la presencia de genoma de virus que
equivale al 0,1% dentro de la muestra y un 0,3% de otros organismos no identificados.
Continuando con la descripcion de los datos obtenidos, con relacion a la clase se puede
observar en la figura 16 la mayor presencia la tiene Gammaproteobacteria con una
presencia mayor al > 50%. A nivel de orden se puede observar que la mayor presencia la
comparten Orbales y Enterobacterales; que se puede observar en la figura 17. A nivel de

género quien predomina es Gilliamella, como se observa en la figura 18.

En relacion con Campylobacter, se observa que su deteccion solo alcanza hasta el
nivel de género. No se logré identificar a nivel de especie en la prediccion obtenida con

Classify Taxonomy of Metagenomic Reads with Kaiju - v1.9.0.

vinses 015 [
tomerron 0|




Figura 23. Diagrama de KRONA a partir de KAIJU

9.4.2. Ensamblaje del metagenoma, comparacion de contigs y optimizacion

de bins
Para realizar el ensamblaje de la secuencia de trabajo, se emplearon las
herramientas Assemble Reads with metaSPAdes - v3.15.3, Assemble Reads with
MEGAHIT v1.2.9 y Assemble Reads with IDBA-UD - vi.1.3. Posteriormente, se utilizo la
herramienta Compare Assembled Contig Distributions - v1.1.2, la cual permite comparar

los ensamblajes generados en términos de longitud, distribucion y calidad de los contigs.
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Figura 24. Clasificacion de cotigs del mds largo a mas corto

Sorted Contig Lengths (in Mbp)

Iy
=]
L

e
@
L

2
o
L

0.4

sorted contig lengths (Mbp)

0.2 1

0.0 4

1] 5 10 15 20 25 30 35
sum of serted contig lengths (Mbp)

Figura 25. Suma de contigs con relacion a su longitud en Mbp
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Figura 26. Comparacion de los contigs generados mediante las diferentes
herramientas de ensamblaje

Se tom¢ la decision de utilizar el ensamblaje realizado a partir de Assemble Reads
with metaSPAdes - v3.15.3, donde se obtuvo el contig de mayor tamafio que fue de 965405

pb, el N50 fue de 30896 pb y el contig de mayor tamafio en pb resultante fue de 11106160.

Tras seleccionar metaSPAdes como ensamblaje de referencia, se procedid a
realizar el agrupamiento de los contigs utilizando diversas herramientas para generar los
bins. La obtencion de los bins se llevo a cabo mediante las herramientas Bin Contigs using
MaxBin2 - v2.2.4, MetaBAT2 Contig Binning - v1.7 y Bin Contigs using CONCOCT -

vi.1.

El ntimero de bins generados por cada herramienta se puede visualizar en la tabla



Tabla 3. Numero de bins obtenidos con cada herramienta

NuUmero de bins

Nombre de la herramienta .
obtenidos

Contigs using MaxBin2 -
v2.2.4

v1.7
-vl.1

Para mejorar la calidad de los bins obtenidos, se realiz6 un proceso de

optimizacion utilizando la herramienta Optimize Bacterial or Archaeal Binned Contigs
using DAS Tool - vi.1.2. Como resultado, se obtuvo un total de 11 bins optimizados, los

cuales presentaron la mejor calidad dentro del conjunto analizado (Figura 26 y 27).
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Figura 27. Comparacion del numero de bins y la calidad general de cada
ensamblado
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Figura 28. Comparacion de la eficacia de diferentes métodos de agrupamiento
de bins

9.4.3. Evaluacion de la calidad e integridad de los bins obtenidos

on el fin de evaluar la integridad y contaminacion dentro del ensamblaje
metagenomico y de los bins obtenidos, se empleo la herramienta Assess Genome Quality
with CheckM - v1.0.18. Esta evaluacion permite determinar la calidad de los bins
mediante el analisis de su completitud y la presencia de contaminacion en las secuencias

clasificadas.

Los resultados obtenidos a partir de este analisis pueden observarse en la figura

28, donde se representa la distribucion de los valores de calidad para cada bin generado.
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Figura 29. Contaminacion e integridad de los bins obtenidos

Dentro del resultado obtenido, se observa que dentro de algunos bins obtenidos,
como son el bin.005, bin0.007. bin.003, bin.001 y bin.011, existe una contaminacion
minima, tomando en consideracion que la obtencion de los bins, se realizaron mediante

el ensamblaje de mejor calidad.

Otra de las funciones que ofrece la herramienta Assess Genome Quality with
CheckM - v1.0.18 es la obtencion previa de un linaje asociado a cada bin, cuyos resultados

se presentan en la tabla 5.

En esta tabla se observa que el bin.011 es el que presenta el mayor nivel de
contaminacion, con un valor del 4.01%. Ademas, en la columna 1 se muestra el nimero
total de genes que actian como marcadores dentro del genoma, lo que permite evaluar la

calidad y composicion de cada bin obtenido.

Se puede observar que el resultado obtenido en la tabla 4 presenta una relacion

con la figura 16; la cual fue obtenida a partir de una prediccion realizada con la



herramienta Kaiju. Esto denota que se observa una gran presencia de la clase
Gammaproteobacteria, siendo los bins 002 y 010. También podemos notar la presencia
de la clase Epsilonproteobacteria en el bin.003, a la cual pertenece Campylobacter. El
bin.003 posee un total de 445 genes marcadores, una contaminacion 0.86% y un total de

111 genomas hasta este punto del analisis.

9.4.4. Anotacion del genoma

A partir de los bins obtenidos, se procedi6 a realizar su anotacidon taxondmica
utilizando la herramienta Classify Microbes with GTDB-Tk - v2.3.2. Esta herramienta
proporciona informacion clave, como el dominio y el nombre cientifico asignado a cada
uno de los bins, permitiendo una mejor clasificacion de los organismos presentes en la

muestra.

Como previamente se observd que el bin.003, representa a la clase
Epsilonproteobacteria, se realizd observo los resultados de la anotacion de este genoma,

dando como resultado los siguientes datos presentes en la tabla 4.

Tabla 4. Caracterizacion taxonomica y fuente de datos del Bin.003

Nombre del objeto PLA-Bin3
Nombre cientifico Taxdn desconocido
Dominio B
Cadigo genético 11
Fuente Kbase
ID de la fuente bin.003.fasta_assembly.RAST
Tamano 1709401




Nombre Marcador de linaje

Tabla 5. Evaluacion de linaje obtenido a partir de los bins

NUmero de
genomas

NUmero de
marcadores

NUmero
de sets

5+

Completo

Contaminacion

c_Gammaproteobacteria
¢_Gammaproteobacteria
c_Epsilonproteobacteria
p_Firmicutes
o_Clostridiales
k_Bacteria
o_Clostridiales
k_Bacteria
o_Clostridiales
¢_Gammaproteobacteria
¢_Bacilli

965
965
111
100
172
433
155
433
155
899
586

277
277
445
295
263
273
278
273
278
312
325

177
177
271
158
149
183
158
183
158
185
181

256
275
401
290
176
270
230
209
274
303
302

~ B P N P W s~ 01 O W

[N
N
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0.71
0.27
0.69
0.09
0.63

1.8
4.01



Taxonomy

cellular organisms
Bacteria
Proteobacteria
delta/epsilon subdivisions
Epsilonprotecbacteria
Campylobacterales
Campylobacteraceae
Campylobacter

Figura 30. Taxonomia del bin.003

Como se muestra en la figura 29, se puede observar la taxonomia de
Campylobacter obtenida a partir del analisis metagendmico. Los resultados obtenidos
coinciden con lo reportado en la bibliografia, ubicando a Campylobacter dentro del
dominio Bacteria, filo Pseudomonadota, clase Epsilonproteobacteria, orden
Campylobacterales, familia Campylobacteraceae y género Campylobacter (Alonso

et al., 2023; El-Naenaeey et al., 2020; Terzolo et al., 2007).

De igual manera los datos resultantes obtenidos mostro que el tamafio del gen era
de 1709401 pb, de las cuales 285 eran no codificantes, 1815 pertenecen a genes

codificantes, 200 genes no repetidos sin codificacion y 37 ARN no codificantes.

9.4.5. Clasificacion taxonémica
Para obtener la clasificacion taxondmica de los 11 bins previamente obtenidos, se
utiliz6 la herramienta Classify Microbes with GTDB-Tk - v2.3.2. Los resultados obtenidos

se presentan de manera resumida en la tabla 6.

Segun lo encontrando en bibliografia Campylobacter se encuentra al momento de
secuenciar los microorganismos dentro de H. illucens (Yu et al., 2023; Y. Zhang et al.,
2022). Se debe destacar que en varios articulos se ha detectado Campylobacter hasta nivel

de género (Yu et al., 2023; Y. Zhang et al., 2022).



Tabla 6. Clasificacion taxonomica obtenida

Bin Filo Clase Orden Familia Género Especie

=0l Pseudomonadota  Gammaproteobacteria  Enterobacterales Enterobacteriaceae - -
=l0le2d Pseudomonadota Gammaproteobacteria  Enterobacterales Enterobacteriaceae Orbus -
=100l Campylobacterota Campylobacteria Campylobacterales Campylobacteraceae Campylobacter B -

=llrels Bacillota C Negativicutes DSM-1736 Dendrosporobacteraceae - -
=l Bacillota A Clostridia Lachnospirales UBA5962 UBA5962 -

=l100lsE Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Dysgonomonadaceae Dysgonomonas -
={lph0ors Bacillota_A Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae - -
=l 0l Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Dysgonomonadaceae Dysgonomonas -

=llroliel Bacillota A Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae CHH4-2 -

providencia
rettgeri_D
=110 Bacillota Bacilli Lactobacillales Vagococcaceae - -

=11 0i08 Pseudomonadota  Gammaproteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae Providencia
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Figura 31. Arbol taxonémico obtenido a partir de los 11 bins obtenidos

Nota: Leyenda de la figura 30, donde se muestran los microorganismos
encontrados en la muestra

. p_ Bacillota
BBl

p_ Bacillota_C
. o_ Lactobacillales

. c__Negativicutes

[To_DsMm 1736
. p_ Bacillota_A

. f Dendrosporobacteraceae
. c__ Clostridia

p__ Bacteroidota
. o__Lachnospirales ¢_ Bacteroidia
. f Lachnospiraceae o__Bacteroidales
i _uBases

f Dysgonomonadaceae
. g UBASSE2 z_ Dysgonomonas




En la figura 30 se puede observar la relacion entre los diferentes organismos
presentes en la muestra, asi como su interaccion con cada una de las bacterias

identificadas. En esta representacion, se evidencia la presencia de Campylobacter.

PLA-S-Tree: Species Tree generated by Species Tree Builder
bin.011.fasta assembly.RAST [User Genome 177677/40/2]
bin.004.fasta assembly.RAST [User Genome 177677/41/2]

0.997°] bin.005.fasta assembly.RAST [User Genome 177677/43/2]
ﬁl} bin.009.fasta assembly.RAST [User Genome 177677/39/2]
1 bin.007.fasta assembly.RAST [User Genome 177677/44/2]

Photorhabdus temperata subsp. thracensis [GCF 001010285.1]
998 Xenorhabdus bovienii SS-2004 [GCF 000027225.1]
1 .[ Xenorhabdus nematophila ATCC 19061 [GCF 000252955.1]
1 L Xenorhabdus doucetiae [GCF 000968195.1]
1 Moellerella wisconsensis ATCC 35017 [GCF 001294465.1]
N n Providencia stuartii MRSN 2154 [GCF 000259175.1]
1 Providencia rettgeri [GCF 001874625.1]
0.996 1 Lbin.010.fasta assembly.RAST [User Genome 177677/38/2]
= Proteus mirabilis HI4320 [GCF 000069965.1]
1 L—Morganella morganii subsp. morganii KT [GCF 000286435.2]
Obesumbacterium proteus [GCF 001586165.1]
Yersinia ruckeri [GCF 000964565.1]
Yersinia pestis CO92 [GCF 000009065.1]
1'[ .| Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 8081 [GCF 000009345.1]
1 lyersinia enterocolitica subsp. palearctica Y11 [GCF 000253175.1]
{Chania multitudinisentens RB-25 [GCF 000520015.2]
1 L Serratia fonticola [GCF 001514455.1]
o {Serratia marcescens subsp. marcescens Db11 [GCF 000513215.1]
0.844 L serratia rubidaea [GCF 001572725.1]
bin.001.fasta assembly.RAST [User Genome 177677/47/2]
1 Gilliamella apicola [GCF 000599985.1]
1 Frischella perrara [GCF 000807275.1]
1 L—bin.002.fasta assembly.RAST [User Genome 177677/36/2]
bin.003.fasta assembly.RAST [User Genome 177677/42/2)
0.78] _—bin.006.fasta assembly.RAST [User Genome 177677/46/2]
1L~ bin.008 fasta assembly.RAST [User Genome 177677/37/2]

Figura 32. Arbol de especies obtenidos a partir del andlisis de los bins

Una vez obtenido el arbol filogenético mediante la herramienta Insert Set of
Genomes Into SpeciesTree - v2.2.0, se generd una representacion que muestra la relacion
entre los bins obtenidos (figura 31). Se observa que los bins 011, 004, 005, 009 y 007 se

agrupan en el mismo clado, lo que sugiere que estan relacionados filogenéticamente. Por



otro lado, los bins 003, 006 y 008 comparten un ancestro en comun. En contraste, el bin

010 no muestra relacion con ningtn otro bin dentro del arbol filogenético.

9.5. Genes de resistencia y rutas metabdlicas

El perfil metabdlico del metagenoma se obtuvo mediante el uso de la herramienta
Annotate and Distill Assemblies with DRAM (Shaffer et al., 2023) en Kbase, este
programa nos brinda una gran cantidad de informacion crucial dentro del analisis
metagenomico. Se realizo el aalsisi metabolica de todos los bin obtenidos previamente,
sin embargo, al ser Campylobacter el organismo de interés en el presente trabajo se
presentara todo lo relacionado con el bin.003; el cual contiene toda la informacion
relacionada con el organismo de interés. Dentro de la informacion que se presento se
obtuvo la que el bin.003 cuenta con 60 scraffolds y 37 genes de tRNA, lo cual fue
obtenido posterior al analisis. Se obtuvieron las siguientes figuras, las cuales figura 33 y

34.
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Figura 33. Mapa de calor de los complementos cadena de transporte de electrones (ETC)

Con relacion a la figura 33, se observan las rutas metabolicas y la cadena de

transporte de electrones, también conocida como Electron Transport Chain (ETC, por sus




siglas en inglés). La figura 33 presenta un diagrama de colores donde las rutas
representadas en azul oscuro indican que estan completas al 100%, mientras que aquellas

en verde claro representan rutas incompletas dentro del genoma analizado.

Los complementos de la cadena de electrones — ETC, se compone de distintos
modulos numerados del I a 1 V. El complejo I, corresponde al NADH deshidrogenasa;
juega un ron importante dentro del metabolismo energético de Campylobacter spp, el cual
permite la transferencia desde donantes hacia moléculas que acepten los electrones, lo
cual permite la generacion de ATP (Klotz et al., 2019; Weerakoon & Olson, 2008; Yagi
et al., 2006). Una carterista especial de la especie Campylobacter que dona electrones a
partir de flavodoxina reducida, ya que en algunas ocasiones la disponibilidad de NADH
suele ser reducido para la produccion de ATP (Weerakoon & Olson, 2008). Otra funcion
dentro de este complejo es que interviene en la patogenicidad y como interactia
Campylobacter con el huésped (Klotz et al., 2019; Weerakoon & Olson, 2008; Yagi et al.,

2006).

El complejo II o conocido también como succinato deshidrogenasa — SDH,
desempeia un rol fundamental del metabolismo energético en Campylobacter spp, la
enzima que es generada dentro de este complejo juega un papel fundamental dentro del
ciclo de Krebs, mediante el transporte de electrones; donde se oxida el succinato para
formar sintetizar fumarato y lo cual permie la transferencia de electrones a la ubiquinona
que se encuentra en la membrana celular. Otra caracteristica de este complejo dentro de
Campylobacter, es que permite la sobrevivencia para generar nuevas colonias en el tracto
digestivo y gastrointestinal del huésped, en condiciones muy bajas de oxigeno, conocido

como condiciones microaerdfilas (Huang & Millar, 2013; Weingarten et al., 2009).



Respecto al complejo III o también llamado citocromo bcl, juega el papel para la
transferencia de electrones en la membrana celular de Campylobacter, esta transferencia
ayuda a regular la energia para el crecimiento y mantener la vida del organismo. Al igual
que el complejo II ayuda a la supervivencia en condiciones bajas de oxigeno o
microaerdfilas. Otra ruta metabdlica el complejo bel realiza el paso de electrones desde
ubiquinol hasta el citocromo ¢, con lo cual se genera la sintesis de ATP; al generarse un
gradiente de protones (Myers & Kelly, 2005; Sellars et al., 2002a; M. A. Smith et al.,

2000).

Existen dos tipos de complejo IV, los cuales son alto y bajo. Este complejo
también lleva el nombre de citocromo oxidasa alto y bajo, el cual cumple una funcion
indispensable en Campylobacter; 1a cual permite presentar una afinidad alto o baja por el
oxigeno presente en el medio donde se desarrolla el organismo, lo cual le da una de sus
principales caracteristicas para sobrevivir en condiciones microaeréfilas (Kelly, 2014;
Sellars et al., 2002a). Cuando se toma en cuenta la alta afinidad del citocromo oxidasa;
permite el desarrollo de Campylobacter en ambientes con poca presencia de oxigeno
como pueden ser el tracto gastrointestinal de aves, mamiferos, insectos, entre otros. En
consecuencia, la baja afinidad al citocromo oxidasa permite la supervivencia en ambiente
con altas concentraciones de oxigeno para Campylobacter (Hoffmant & Goodman, 1982;

Kelly, 2014; Weingarten et al., 2008).

El ultimo complejo V o también llamado ATP sintasa, es muy importante para el
metabolismo energético en Campylobacter, la cual es una de las mas importantes en la
produccion de energia dentro del organismo (Hoffmant & Goodman, 1982; Rupinder
Kaur Kanwar et al., 1994; Weingarten et al., 2008). Este complejo funciona sintetizando
ATP, tomando como base ADP y fosfato inorganico, el cual se produce a partir de

gradiente de protones que se genera al momento de la respiracion celular en la membrana.



Afectar este complejo puede ser perjudicial para Campylobacter, debido a que, sin este
complejo, se reduce la supervivencia del organismo (Belli & Fryklund, 1995; Dedieu

et al., 2020; Jackson et al., 2007; Rupinder Kaur Kanwar et al., 1994; Wassenaar, 1997).

La figura 34 obtenida a partir del bin.003, que previamente fue confirmado como
Campylobacter spp, donde se puede observar diversas rutas metabolicas con funciones
distintas. Las rutas metabolicas obtenidas son CAZy, metabolismo del nitrégeno,
metabolismo del azufre, reductasas, fotosintesis, metanogénesis y metanotrofia y
conversion de SCFA. Las rutas metabolicas presentadas permiten que Campylobacter
adaptarse a diverses tipos de ambientes con condiciones no tan favorables para este
(Hofreuter, 2014; Sellars et al., 2002b). Se debe destacar las rutas metabolicas de
nitrégeno y azufre son parte de las caracteristicas de Campylobacter que le permite
colonizar el tracto gastrointestinal de animales, insectos y humanos (Hofreuter, 2014;
Sellars et al., 2002b; van der Stel & Wosten, 2019), lo cual le da la caracteristicas de ser
un patdégeno extraordinario, ademds de las diversas resistencias a los diferentes

antibioticos.
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Figura 34. Funciones metabdlicas




La herramienta Annotate and Distill Assemblies with DRAM proporciond
informacion clave para el analisis del bin.003, identificado como perteneciente a
Campylobacter. Esta herramienta genera archivos en formato .faa, .tsv, .xlsx y .genbank,
permitiendo obtener informacion detallada sobre los genes identificados, una lista
completa de los genes presentes y un mapa genético. Esto facilita la exploracion de los

genes de resistencia presentes en la muestra (tabla 7).

En la tabla 7, se presenta los diversos genes de resistencia, que presenta dentro del
genoma ensamblado, posterior a todos los analisis y lo cual nos permite ver los diversos
genes de resistencia dentro de Campylobacter spp. Sin embargo, para poder confirmar los
genes de resistencia se utilizé la plataforma del “Center for Genomic Epidemiology”
dando Los resultados presentados en la tabla 8 indican que no se detectd la presencia de
genes de resistencia a diversos antibidticos, los cuales se esperaria encontrar en
Campylobacter spp., segin los datos obtenidos en la plataforma Center for Genomic
Epidemiology (CGE). Esta ausencia de deteccion puede deberse a multiples factores,
entre ellos: la calidad del ADN extraido, la eficacia del proceso de limpieza del material
genético, la fragmentacion del ADN o la posible presencia de material genético del
huésped u otros organismos en la muestra metagendmica. Estos factores pueden
enmascarar los genes de resistencia o dificultar su deteccion durante el analisis

(Ahrenfeldt et al., 2017; Jurtz et al., 2016).

Una estrategia para mejorar la identificacion de genes de resistencia es la
utilizacion de bases de datos especializadas, como The Comprehensive Antibiotic
Resistance Database (CARD) (Marotta et al., 2020; McArthur et al., 2013). La seleccion
de una base de datos mas amplia podria aumentar la capacidad de deteccion de genes de

resistencia (Alcock et al., 2020).



Adicionalmente, una alternativa para optimizar la busqueda de genes de
resistencia es la implementacion de algoritmos de machine learning o aprendizaje
automatico. Uno de los modelos mas utilizados es Random Forest, también conocido
como bosque aleatorio, ampliamente empleado en el dmbito de la salud debido a su
flexibilidad y facilidad de implementacion (Arango-Argoty et al., 2018; IBM, 2024). Otro
modelo frecuentemente utilizado es Support Vector Machine (SVM), el cual se basa en
algoritmos de clasificacion y regresion para mejorar la prediccion de resultados, siendo
ampliamente aplicado en el andlisis biomédico (Arango-Argoty et al., 2018; Support

Vector Machine (SVM) - MATLAB & Simulink, 2024).



Gen ID
K00589
K01698
K01719
K01749

K01845
K01885

K02496
K03794
K13542

K14163
K11629

K11630

K11631

K11632

K11631

Tabla 7. Identificacion de los genes, nombre, unidad y numero de genes dentro de Campylobacter spp

Descripcion del Gen
Uroporphyrin-lll C-methyltransferase
Porphobilinogen synthase
Uroporphyrinogen-Ill synthase
Hydroxymethylbilane synthase
Glutamate-1-semialdehyde 2,1-
aminomutase
Glutamyl-tRNA synthetase
Uroporphyrin-lll C-methyltransferase
Uroporphyrin-lll C-methyltransferase
Precorrin-2 dehydrogenase
Glutamyl-tRNA reductase
Uroporphyrin-lll C-methyltransferase
Sirohydrochlorin ferrochelatase
Uroporphyrinogen-Ill synthase
Uroporphyrinogen-Ill synthase
Glutamyl-tRNA synthetase
Bacitracin resistance sensor kinase BceS

Bacitracin resistance response regulator
BceR

Bacitracin transport ATP-binding protein
BceA

Bacitracin transport permease protein
BceB

Bacitracin transport ATP-binding protein
BceA

Maédulo
Siroheme biosynthesis
Siroheme biosynthesis
Siroheme biosynthesis
Siroheme biosynthesis
Siroheme biosynthesis

Siroheme biosynthesis
Siroheme biosynthesis
Siroheme biosynthesis
Siroheme biosynthesis
Siroheme biosynthesis
Siroheme biosynthesis
Siroheme biosynthesis
Siroheme biosynthesis
Siroheme biosynthesis
Siroheme biosynthesis
Bacitracin resistance

Bacitracin resistance

Bacitracin resistance
Bacitracin resistance

Bacitracin resistance

Submdédulo
Antibiotic Resistance
Antibiotic Resistance
Antibiotic Resistance
Antibiotic Resistance
Antibiotic Resistance

Antibiotic Resistance
Antibiotic Resistance
Antibiotic Resistance
Antibiotic Resistance
Antibiotic Resistance
Antibiotic Resistance
Antibiotic Resistance
Antibiotic Resistance
Antibiotic Resistance
Antibiotic Resistance
BceAB transporter

BceAB transporter

BceAB transporter
BceAB transporter

VraDE transporter

Ensamblajes
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Bacitracin transport permease protein
BceB

BraS; Bacitracin sensor histidine kinase
BraR; Bacitracin response regulator
BraD; Bacitracin ATP-binding protein
BraE; Bacitracin permease protein

Bacitracin resistance

Tetracycline resistance
Tetracycline resistance
Tetracycline resistance
Tetracycline resistance

VraDE transporter

TetA transporter
TetA transporter
TetAB(46) transporter
TetAB(46) transporter
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Figura 35. Mapa generado a partir del resultado obtenido en Annotate and Distill Assemblies with DRAM

En la figura 35 se presentan de manera detallada los genes obtenidos tras
ensamblar el genoma completo de Campylobacter spp., luego de llevar a cabo la
depuracion del metagenoma, el andlisis correspondiente y la generacion de rutas
metabolicas y genes de resistencia. Las flechas en color morado sefialan cada gen e
indican su orientacion de expresion. Por otro lado, las flechas amarillas y verdes
evidencian el sentido en que se expresan dichos genes, mostrando si la transcripcion se

realiza en direccidn positiva o negativa.



10. Conclusiones y recomendaciones

10.1. Evaluacion de la calidad y filtrado de datos

Durante la fase de control de calidad se comprob6 que la mayoria de las secuencias
mantenia un nivel satisfactorio, aunque se evidencid un leve descenso en los tramos
finales, posiblemente atribuido a la pérdida de intensidad de la sefial al final de la
secuenciacion. En total, se evaluaron 20,327,027 pares de bases. Posteriormente, se
eliminaron las secuencias con baja calidad y los adaptadores, conservandose 19,279,737
pares; en consecuencia, se descartaron alrededor de 1,047,290 pares, lo que equivale

aproximadamente al 5% del total.

10.2. Eliminacion del genoma del hospedero

Con las secuencias depuradas se buscé y eliminé el genoma del hospedero usando
Bowtie2? y el genoma de referencia de H. illucens (GCF_905115235.1), identificandose
que el 56.34% de las lecturas correspondian al hospedero. Posteriormente, mediante
SamTools y bedtools se filtraron las secuencias no alineadas, obteniéndose 16,836,004
pares de bases y generandose dos archivos FASTQ (PLA F.fastq para la secuencia
forward y PLA R.fastq para la reverse) limpios de adaptadores y secuencias del

hospedero.

10.3. Clasificacion taxonémica y ensamblaje

Utilizando Kaiju en KBase se realizo la clasificacion taxondmica, detectandose la
presencia de Proteobacterias, especialmente Gammaproteobacteria, y de Campylobacter
a nivel de género (sin asignacion a especie). Ante esta verificacion, se evalud el
ensamblaje optimo, identificandose a metaSPAdes como el mejor, con resultados que
incluyen contigs de hasta 965,405 pb, un N50 de 30,896 pb y el contig mas largo de

11,106,106 pb. Los contigs se agruparon en 11 bins de alta calidad; en particular, el



bin.003, asignado a Campylobacter, mostré una integridad del 90.52%, contaminacion

del 0.86% y 445 genes, lo que confirma la calidad del ensamblaje.

10.4. Confirmacion taxonomica y perfil funcional

Con el uso de GTDB-TK en la plataforma KBase, se determin6 que el bin.003 se
clasifica dentro del dominio Bacteria, filo Campylobacterota, clase Campylobacteria,
orden Campylobacterales y familia Campylobacteraceae. Se obtuvo un genoma con una

extension de 1,709,401 pb, lo que confirma su presencia en la muestra.

El perfil funcional del genoma ensamblado arrojé 60 scaffolds y 37 genes de
tRNA, lo que sugiere una estructura robusta para analisis posteriores. El mapa de calor
indico la presencia de los complejos ETC del I al V, con algunos modulos completos
(destacados en azul), esenciales para la generacion de ATP y adaptacion a condiciones
microaerdfilas, caracteristica de Campylobacter spp. Ademas, se identificaron rutas
metabolicas adicionales (CAZy, y metabolismo del nitrogeno y del azufre) que facilitan
la colonizacion y supervivencia en ambientes hostiles. En cuanto a resistencia, se
detectaron genes asociados a la biosintesis de siroheme y mecanismos de resistencia a
bacitracina y tetraciclina; sin embargo, el andlisis en el “Center for Genomic

Epidemiology” no evidencio la presencia de genes de resistencia.
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Anexos

e Instalacion de programas
Se creo la carpeta PROGRAMS, donde se instalar todos los programas para correr

o Inicio del Nodo de CEDIA
salloc -p gpu -n 1 -¢c 64 --mem=120G --gres=gpu:al00 3g.20gb:2 --
time=15:00:00

ssh dgx-node-0-0

o FASTqc

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/fastqc_v0.12.1.zip
fastqc_v0.12.1.zip
Ruta del programa

export PATH=$PATH:/home/juan.bacz/PROGRAMS/FastQC/

o Trimmomatic

http://www.usadellab.org/cms/uploads/supplementary/Trimmomatic/Trimmomatic-
0.39.zip
Trimmomatic-0.39.zip
Ruta del programa

/home/juan.baez/PROGRAMS/Trimmomatic-0.39/trimmomatic-0.39.jar

o Bowtie2



https://sourceforge.net/projects/bowtie-bio/files/bowtie2/2.5.2/bowtie2-
2.5.2-linux-aarch64.zip
bowtie2-2.5.2-linux-aarch64.zip
Ruta del programa
/home/juan.baecz/PROGRAMS/bowtie2-2.5.2-linux-aarch64

export PATH=$PATH:/home/juan.bacz/PROGRAMS/bowtie2-2.5.2

o Smatools
enroot import docker://nvcr.io#fnvidia/cuda
enroot create --name micudapersonal nvidia+cuda.sqsh
enroot list
enroot start --mount SHOME --root --rw PC sh -c '/bin/bash’
apt update
apt install samtools

cd home/juan.baez/

o Bedtools
wget  https://github.com/arq5x/bedtools2/releases/download/v2.25.0/bedtools-
2.25.0.tar.gz
tar -zxvf bedtools-2.25.0.tar.gz
cd bedtools2

export PATH=$PATH:/home/juan.bacz/PROGRAMS/bedtools2/bin

o Analisis de calidad de la secuencia

export PATH=$PATH:/home/juan.bacz/PROGRAMS/FastQC/



fastqc /home/juan.baez/Tesis/Secuencias/PLA_ FDME210308107-
Ir HSY3FDSX2 14 2.fq.gz
fastqc /home/juan.baez/Tesis/Secuencias/PLA_ FDME210308107-

Ir HSY3FDSX2 14 1.fq.gz

e Limpieza de secuencias
java -jar /home/juan.bacz/PROGRAMS/Trimmomatic-0.39/trimmomatic-0.39.jar
PE -phred33 /home/juan.baez/Tesis/PLA_ FDME210308107-
Ir HSY3FDSX2 L4 2.fq.gz /home/juan.baez/Tesis/PLA_ FDME210308107-
Ir HSY3FDSX2 L4 1.fq.gz PLA 1P.fq.gz PLA 1U.fq.gz PLA 2P.fq.gz
PLA 2U.fq.gz ILLUMINACLIP:/home/juan.baecz/PROGRAMS/Trimmomatic-
0.39/adapters/TruSeq3-PE.fa:2:30:10:2:True SLIDINGWINDOW:5:20 LEADING:7

TRAILING:7 MINLEN:55

e Verificacion de calidad luego de limpieza
fastqc /home/juan.baez/PruebaS/PLA_1P.fq.gz

fastqc /home/juan.baez/PruebaS/PLA 2P.fq.gz

e Eliminacién de secuencias de hospedero
bowtie2-build /home/juan.baez/Tesis/Hospedero.fna H DB
bowtie2 -x /home/juan.baez/Tesis/H_DB -1 /home/juan.baez/Tesis/PLA 1P.fq.gz

-2 /home/juan.baez/Tesis/PLA_2P.fq.gz -S mau.sam

e Inicio del Docker

enroot list



PC sh -c '/bin/bash’

e Seleccionar secuencias no mapeadas
samtools view -b -f 12 -F 256 /home/juan.baez/Tesis/mau.sam
/home/juan.baez/Prueba5/bothEndsUnmapped.bam
samtools sort -n  /home/juan.baez/Tesis/bothEndsUnmapped.bam

/home/juan.baez/PruebaS/bothEndsUnmapped sorted.bam

e Dividir las lecturas en archivos paired end en formato “.fastq”

bedtools bamtofastq -1 /home/juan.baez/Tesis/bothEndsUnmapped sorted.bam -

fq /home/juan.baez/Tesis/PLA 1F.fastq -fq2 /home/juan.baez/Tesis/PLA_2R.fastq



