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RESUMEN
La vinaza de cafia de azucar, subproducto del proceso para la obtencion de etanol, es
utilizada a gran escala como fertilizante debido a su alto contenido de nutrientes. No
obstante, su aplicacion recurrente en suelos agricolas plantea ciertas implicaciones para
el ambiente y la salud, entre ellas la posible diseminacion de genes de resistencia a
antibioticos (ARGSs). Este trabajo realizd un analisis metagenomico in silico sobre 18
metagenomas de vinaza proveniente de una planta productora de alcohol ubicada en Sdo
Paulo, Brasil, con la finalidad de caracterizar la diversidad microbiana presente e

identificar ARGs asociados.

Se utilizaron herramientas bioinformaticas para analizar y procesar los datos, entre ellas
Kraken2 y Bracken para la clasificacion taxonémica, MEGAHIT para el ensamblaje de
secuencias, MetaBAT2 para el agrupamiento de contigs en bins y ABRicate para la
deteccion de ARGs, apoyada en las bases de datos ResFinder y CARD. El estudio revel6
comunidades bacterianas dominadas por Firmicutes, con especies frecuentes como
Megasphaera elsdenii y Lactobacillus amylovorus, las cuales han sido reportadas como

portadoras de genes de resistencia antimicrobiana.

Entre los genes identificados se encuentran Inu(A), Inu(B), Inu(C), erm(B), blaACI-1, IsaE
y vat(E), asociados a resistencias frente a lincosamidas, macrélidos, betalactamicos y
estreptograminas. Estos genes se detectaron con altos niveles de identidad y cobertura, lo
que respalda su relevancia en la matriz analizada. Los resultados obtenidos indican que
la vinaza representa un reservorio activo de ARGs en ambientes agricolas, con

implicaciones potenciales para la propagacion de resistencia antimicrobiana.



ABSTRACT
Sugarcane vinasse, a byproduct of ethanol production, is widely used as a fertilizer due
to its high nutrient content. However, its repeated application to agricultural soils poses
potential environmental and health risks, including the potential dissemination of
antibiotic resistance genes (ARGSs). This study conducted an in silico metagenomic
analysis of 18 vinasse metagenomes from an alcohol production plant located in S&o
Paulo, Brazil, with the aim of characterizing the microbial diversity present and

identifying associated ARGs.

Bioinformatic tools were employed for data processing and analysis, including Kraken?2
and Bracken for taxonomic classification, MEGAHIT for sequence assembly, MetaBAT2
for contig binning, and ABRicate for ARG detection, supported by the ResFinder and
CARD databases. The analysis revealed bacterial communities dominated by Firmicutes,
with frequent species such as Megasphaera elsdenii and Lactobacillus amylovorus, which

have been reported as carriers of antimicrobial resistance genes.

Among the identified genes were Inu(A), Inu(B), Inu(C), erm(B), blaACI-1, IsaE, and
vat(E), associated with resistance to lincosamides, macrolides, beta-lactams, and
streptogramins. These genes were detected with high identity and coverage, supporting
their relevance in the analyzed matrix. The results indicate that vinasse represents an
active reservoir of ARGs in agricultural environments, with potential implications for the

spread of antimicrobial resistance.



1. INTRODUCCION

1.1.  Formulacién del problema

La resistencia a los antibioticos representa una seria amenaza sanitaria a nivel mundial,
comprometiendo la eficacia de tratamientos antimicrobianos y facilitando la transmision
de infecciones resistentes (Organizacion Mundial de la Salud, 2020). Segln Tien et al.
(2017), los genes de resistencia a antibioticos (ARGs, por sus siglas en inglés) se
encuentran presentes en una amplia variedad de ecosistemas, incluidos los ambientes
agricolas. En estos entornos, la diseminacién de ARGs puede verse favorecida por
préacticas como el uso de residuos industriales en la fertilizacion de suelos, aumentado la

probabilidad de transferencia horizontal de estos genes entre bacterias.

Entre estos residuos destaca la vinaza, un derivado de la cafia de azucar (Saccharum
officinarum), resultante del proceso de produccion de etanol, la cual destaca por su alto
contenido de materia organica, nutrientes y minerales como calcio y potasio, ademas de
fésforo y nitrégeno en cantidades moderadas, lo que ha promovido su uso como
fertilizante en sistemas de fertirrigacion (Christofoletti et al., 2013). Sin embargo, la
vinaza también posee un alto potencial contaminante, debido a la presencia de
compuestos como fenoles, polifenoles, metales pesados y residuos antibacterianos, los
cuales pueden afectar negativamente tanto a microorganismos como a plantas, generando
inquietudes respecto a su impacto en el equilibrio microbiano del suelo (Ospina Ledn et

al., 2022).

Braga et al. (2017) evidencia que su aplicacion en suelos puede alterar la dindmica del
resistoma, aumentando la abundancia de ARGs y modificando sus interacciones,
sugiriendo un impacto directo en la evolucién de la resistencia bacteriana, lo que respalda

la hipotesis de que la vinaza no es un simple fertilizante organico, sino un vector en



potencia de genes de resistencia que pueden ser transferidos a bacterias ambientales y

patogenas.

En el Ecuador, la cafia de azUcar representa un cultivo de alto valor econémico. En 2020,
la produccion alcanz6 aproximadamente 11 millones de toneladas métricas,
representando el 0,19 % del Producto Interno Bruto (PIB) nacional (Asobanca, 2022).
Este cultivo es vital para la obtencion de azucar y etanol. Se calcula que la produccion
anual de etanol en el pais alcanza los 100 millones de litros (Antony Cristofer et al., 2023),
lo que implica una generacion proporcional de vinaza que bordea los 1,200 millones de
litros anuales, ya que por cada litro de etanol pueden generarse hasta 12 litros de vinaza
(Del M. Chaile et al., 2024). Ingenios como Valdez reportan un uso anual de hasta

468,000 m3 de vinaza en fertirrigacion (Suarez Valles & Garzon Avilés, 2024).

El riesgo asociado a la fertirrigacion con vinaza es significativo, ya que las bacterias del
suelo pueden actuar como reservorios de ARGs, los cuales podrian ser transferidos a
patdgenos humanos a través del contacto con el suelo, el consumo de cultivos
contaminados o la infiltracion en fuentes de agua (Forsberg et al., 2012). La dispersion
de ARGs en sistemas agricolas puede comprometer la seguridad alimentaria y contribuir
a la crisis global de la resistencia antimicrobiana, disminuyendo la efectividad de los

antibidticos en el combate contra infecciones (Lemos et al., 2021).

Pese a lo antes descrito, la diversidad microbiana presente en la vinaza y su rol en la
propagacion de la resistencia antimicrobiana han sido poco estudiados, lo que deja una
brecha de conocimiento fundamental. Por tal motivo, este trabajo busca identificar genes
de resistencia a antibioticos en bacterias presentes en vinaza de cafia de azlcar
(Saccharum officinarum) mediante andlisis metagendémico para comprender el papel de

la vinaza como reservorio y vector potencial de ARGs.



1.2.  Justificacion

La progresiva preocupacion global por la propagacion de genes de resistencia a
antibioticos (ARGs) ha impulsado la necesidad de generar estudios que aborden este
fendmeno desde una perspectiva amplia e integradora. En este sentido, se ha propuesto
adoptar un enfoque integral que contemple los mecanismos de resistencia en distintos
ambientes, para tratar de comprender los elementos genéticos y ecoldgicos que regulan
la transmision y evolucion de dicha resistencia. Esta vision integral es promovida por el
marco conceptual de “One Health”, el cual recomienda investigaciones
multidisciplinarias en distintos niveles (local, nacional y mundial), para abordar los

riesgos compartidos entre la salud humana, animal y ambiental (Durso & Cook, 2019).

Desde esta perspectiva, resulta prioritario identificar y caracterizar posibles fuentes de
diseminacion de ARGs. Entre ellas, los residuos agroindustriales utilizados como
fertilizantes destacan como vectores relevantes. La vinaza, es ampliamente utilizada en
fertirrigacion debido a su alto contenido de materia organica y nutrientes (Christofoletti
et al., 2013). Sin embargo, su aplicacion intensiva ha sido sefialada como un potencial
factor de riesgo en la diseminacion de ARGs y en la alteracion del equilibrio microbiano
natural del suelo. Estudios previos han demostrado que bacterias portadoras de ARGs,
mediante mecanismos de transferencia horizontal, pueden transmitir estos genes a otros

microorganismos (Forsberg et al., 2012).

No obstante, existe una importante brecha de conocimiento respecto a la caracterizacion
microbiana de la vinaza y su rol especifico en la propagacion de la resistencia
antimicrobiana. En Ecuador, los procesos asociados a la industria azucarera generan
grandes volumenes de vinaza, alcanzando hasta 12 litros por cada litro de etanol
producido; esto se traduce en millones de litros anuales aplicados en suelos agricolas,

especialmente en zonas como Guayas, Los Rios y Cafiar (Antony Cristofer et al., 2023;



Del M. Chaile et al., 2024). A pesar de esta alta exposicion, la caracterizacion de su
microbiota y su potencial como reservorio de ARGs ha sido escasamente abordada en el
pais, lo que evidencia la premura de generar investigaciones cientificas en este campo,

para facilitar investigaciones futuras en el Ecuador.

La pertinencia de esta investigacion, gira en torno a la necesidad de generar conocimiento
sobre la presencia y diversidad de ARGs en bacterias presentes en la vinaza, lo cual
contribuird a entender su posible papel en la diseminacion de resistencia antimicrobiana
en sistemas agricolas. En este contexto, el presente trabajo integra herramientas
metagendmicas y bioinformaticas, mediante las cuales se ensamblara el metagenoma de

muestras de vinaza y se identificaran genes asociados a la resistencia de antibidticos.

La metagendmica ha demostrado ser una potente herramienta para el analisis de
comunidades microbianas complejas y la deteccion de ARGs en matrices ambientales sin
necesidad de cultivo (Quince et al., 2017). A su vez, esta investigacion permitira aplicar
estrategias de ensamblaje a partir de datos metagenémicos, aportando al conocimiento y
desarrollo de metodologias bioinformaticas aplicadas al analisis de microbiomas

ambientales.

Si bien los datos metagendmicos empleados en este trabajo provienen de muestras
recolectadas en Brasil, su analisis es metodolégicamente aplicable para el caso
ecuatoriano, dado que la vinaza en ambos paises proviene de procesos industriales
similares (CINCAE, 2018; Rodrigues Reis & Hu, 2017). Esto otorga al estudio un valor
extrapolable, capaz de generar insumos relevantes para la toma de decisiones en contextos

locales donde aun no existen datos propios.

El impacto potencial de este trabajo se traduce en beneficios tanto cientificos como

ecologicos. La identificacion de bacterias portadoras de ARGs en la vinaza podria servir



como una base para futuras regulaciones sobre el manejo de residuos agroindustriales y
para el disefio de estrategias de control que minimicen la dispersion de resistencia
antimicrobiana en ambientes agricolas. De este modo, este estudio contribuira al avance
del conocimiento en microbiologia ambiental y biotecnologia aplicada, con implicaciones

directas en la salud publica y la sostenibilidad del sector agricola.

1.3.  Objetivos
1.3.1. Obijetivo general
Identificar genes de resistencia a antibioticos (ARGS) en bacterias presentes en vinaza de

cafia de azucar (Saccharum officinarum) mediante analisis metagendémico

1.3.2. Obijetivos especificos

e Preprocesar los datos metagendmicos de vinaza, asegurando la calidad y
eliminacién de secuencias contaminantes y de baja calidad.

e Ensamblar el metagenoma de la comunidad microbiana presente en la vinaza de
cafa de azUcar

e Caracterizar estructuralmente la comunidad microbiana presente en la vinaza de
cafia de azucar

¢ ldentificar genes de resistencia a antibidticos (ARGS) en bacterias presentes en la
vinaza de cafia de azucar.

e Ensamblar el genoma de una bacteria de la familia Lactobacillaceae a partir de
los datos metagenémicos

e Anotar estructuralmente el genoma ensamblado de una bacteria de la familia
Lactobacillaceae.



2. REVISION DE LA LITERATURA

2.1.  Produccion de cafia de azUcar y vinaza

La cafa de azucar (Saccharum officinarum) es uno de los cultivos econdmicamente mas
trascendentes de América Latina, incluyendo a Ecuador, donde constituye un motor
productivo en provincias como Guayas, Cafiar, Santa Elena y Los Rios (Antony Cristofer
etal., 2023; Suéarez Valles & Garzon Avilés, 2024). Este cultivo se emplea principalmente
para la produccion de azlcar y obtencion de bioetanol, un biocombustible en creciente
demanda, generado a través de la fermentacion de azlcares. Por cada litro de etanol

obtenido, se derivan en promedio 12 litros de vinaza residuo (Del M. Chaile et al., 2024).

Ademas del impacto econémico, la produccion de cafia y bioetanol implica una gestién
intensiva de residuos industriales. En Ecuador, ingenios como el Ingenio Valdez aplican
anualmente méas de 468,000 m3 de vinaza en fertirrigacion (Suarez Valles & Garzén
Avilés, 2024), lo que repercute en desafios ambientales relacionados con la acumulacién

de materia organica, sales y otros compuestos quimicos en los suelos agricolas.

La alta carga organica y mineral de la vinaza, que incluye potasio, calcio, nitrogeno y
fosforo, le otorga propiedades fertilizantes valiosas (Christofoletti et al., 2013). No
obstante, su uso indiscriminado y sin tratamiento adecuado puede provocar efectos
adversos como la salinizacién del suelo, la alteracion de su pH y la contaminacion de
cuerpos de agua por lixiviacion. Estos impactos negativos demandan una evaluacion
integral de su uso agricola, considerando también su papel como reservorio de

microorganismos y posibles ARGs (Ospina Ledn et al., 2022).



2.2. Impacto ambiental de la vinaza

La aplicacion de vinaza como fertilizante ha demostrado mejorar ciertas propiedades
pedoldgicas, como la capacidad de retencion de agua y el contenido de materia organica.
Sin embargo, mdultiples estudios alertan sobre sus efectos ecologicos adversos,
particularmente en suelos mal drenados o con aplicacion excesiva (Leal G. et al., 2003).
Uno de los efectos més documentados es la eutrofizacion de ecosistemas acuaticos,

causada por la escorrentia de materia organica (Zufiiga Ceron & Gandini Ayerbe, 2013).

Asimismo, la disposicion continua de vinaza afecta la microbiota del suelo, alterando la
diversidad y abundancia de especies microbianas. Estos impactos se agravan en climas
tropicales y suelos intensivamente cultivados, como los del litoral ecuatoriano. Alli, la
aplicacion repetida de vinaza sin medidas de mitigacion podria derivar en un efecto
acumulativo que comprometa la calidad del suelo a largo plazo y fomente la seleccién
positiva de microorganismos resistentes, afectando tanto la salud del ecosistema como la

seguridad alimentaria (CINCAE, 2018).

2.3.  Genes de resistencia a antibiéticos (ARGS)

Los ARGs son secuencias genéticas que permiten a las bacterias sobrevivir a la
exposicién a antibidticos y se encuentran presentes de forma natural en el ambiente. No
obstante, actividades humanas como el uso de antibidticos en agricultura e industria
alimentaria han incrementado su abundancia y diseminacion (Lemos et al., 2021). Estos
genes pueden provenir de bacterias patdgenas a través de transferencia horizontal,
exacerbando la crisis de salud publica asociada a infecciones resistentes (von

Wintersdorff et al., 2016).

La literatura ha reportado ARGs en diversos ambientes, incluyendo aguas residuales,
suelos agricolas, y residuos industriales como la vinaza (Jian et al., 2021). Su presencia

en estos sistemas plantea la preocupacion de que puedan ser transferidos a bacterias



patégenas humanas, aumentando la prevalencia de infecciones intratables (Jian et al.,
2021; Skandalis et al., 2021). El estudio de ARGs en ambientes agricolas es, por tanto,
esencial para prevenir su entrada en la cadena alimentaria tal y como se aprecia en la
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Figura 1. Flujo selectivo de ARG del medio ambiente a la clinica (Skandalis et al., 2021)

La resistencia a antibioticos de amplio espectro es particularmente preocupante, como las
betalactamasas de espectro extendido (ESBLS) y los genes mcr, que confieren resistencia
a colistina, un antibiotico de altimo recurso (Mondal et al., 2024). Estos genes han sido
hallados en ambientes relacionados con la produccion agricola y en residuos como la
vinaza, lo que refuerza la necesidad de vigilancia activa y estudios genémicos detallados

(Luo et al., 2020).



Entre otros genes de resistencia que demandan especial atencidn se encuentra el gen
Inu(A), el cual codifica una lincosamida nucleotidiltransferasa capaz de inactivar
antibidticos como la lincomicina mediante adenilacion, impidiendo su union a la
subunidad ribosomal 50S (Chang et al., 2022). Este gen ha sido hallado principalmente
en plasmidos de estafilococos como Staphylococcus aureus y Staphylococcus
lugdunensis, aislados tanto de humanos como de animales, y se ha asociado a entornos
hospitalarios y ganaderos, donde la presion antibidtica puede favorecer su seleccién y
diseminacion (Chang et al., 2022; Lozano et al., 2012). Su localizacién en elementos
genéticos moviles como plasmidos multirresistentes sugiere un alto potencial para la
transferencia horizontal entre especies bacterianas, incluyendo bacterias ambientales que
podrian estar presentes en matrices como la vinaza. Pese a no haber sido reportado
directamente en vinaza, la documentacion de Inu(A) en bacterias asociadas al ambiente
agricola y animal apunta a un riesgo plausible de diseminacion en suelos fertilizados con
residuos organicos, especialmente si estos contienen microbiotas resistentes no

caracterizadas (Liu et al., 2024).

De igual manera, el gen Inu(C) representa otra variante de lincosamida
nucleotidiltransferasa que ha sido identificada en bacterias como Brachyspira
hyodysenteriae, Campylobacter coli y Streptococcus uberis, todas asociadas a entornos
ganaderos y avicolas (De Luca et al., 2018; W. Li et al., 2023; Petinaki et al., 2008). Este
gen ha sido localizado en transposones como MTnSagl, capaces de integrarse en el
cromosoma bacteriano, lo que aumenta su estabilidad y potencial de diseminacion bajo
presion selectiva de antibioticos como la lincomicina, usada cominmente en medicina
veterinaria (W. Li et al., 2023). Diversos estudios han demostrado que bacterias que
albergan Inu(C) presentan incrementos significativos en las concentraciones minimas

inhibitorias (MIC) de lincomicina, superando los 64 mg/L en algunos casos, lo que indica



una resistencia clinicamente relevante (De Luca et al., 2018). La identificacion de Inu(C)
en bacterias presentes en animales destinados a la produccion alimentaria refuerza su
relevancia en sistemas agroindustriales. En consecuencia, su posible presencia en
matrices residuales como la vinaza, aunque aun no reportada directamente, debe ser
considerada un riesgo potencial dada su relacién con ambientes agricolas y su capacidad

de diseminacion horizontal.

2.4.  Transferencia horizontal de genes (THG)

La transferencia horizontal de genes (THG) es un proceso mediante el cual los
microorganismos adquieren genes de otros sin necesidad de reproduccion. Esta
transferencia ocurre a través de mecanismos como la conjugacion, transduccién y
transformacion, y es responsable de la rapida propagacion de ARGs en poblaciones

bacterianas diversas (von Wintersdorff et al., 2016).

La THG esta facilitada por elementos genéticos moviles como plasmidos, transposones e
integrones. Estos elementos permiten que ARGs se diseminen eficientemente entre
bacterias ambientales y patdgenas, lo que agrava la problemética de la resistencia

antimicrobiana (van Hoek et al., 2011).

Estudios recientes han sugerido que los hotspots ambientales de THG, como los sistemas
de tratamiento de aguas servidas o suelos fertilizados con residuos agroindustriales, deben
ser monitoreados con tecnologias de vanguardia, como la metagenémica y la
secuenciacion de genomas completos, para detectar de manera oportuna nuevos eventos

de transferencia y evolucion de resistencia (Forsberg et al., 2012).

2.5. Metagenomica y su aplicacion ambiental
La metagenomica permite estudiar comunidades microbianas completas a partir del ADN

total extraido de una muestra ambiental, sin necesidad de cultivo (Thomas et al., 2012).



Esta metodologia se ha posicionado como una herramienta fundamental para explorar la
biodiversidad microbiana, identificar genes funcionales y rastrear ARGs en diversos

ambientes.

Aplicaciones metagendémicas han sido empleadas para analizar matrices complejas como
suelos agricolas, residuos industriales y aguas residuales. En el contexto de la vinaza,
estudios como el de Cassman et al. (2018) han utilizado metagendmica para identificar
taxones dominantes y rutas metabdlicas clave, proporcionando mas informacion de este

subproducto agroindustrial.

Adicionalmente, la metagendmica se ha expandido hacia enfoques como el metagenoma
ensamblado de genomas (MAGS), que permiten reconstruir genomas completos a partir
de muestras ambientales, facilitando una comprension mas detallada de los organismos

que portan ARGSs y sus caracteristicas funcionales (Quince et al., 2017).



3. METODOLOGIA

Para desarrollar la presente investigacion se empled datos metagendémicos en formato
FASTQ provenientes del estudio "Genome-resolved metagenomics of sugarcane vinasse
bacteria” realizado por Cassman et al. (2018). Dicho estudio recolecto seis muestras de
vinaza entre noviembre de 2013 y noviembre de 2014 en una planta productora de alcohol
ubicada en S&o Paulo, Brasil. A partir de estas muestras, se efectud la extraccion y
cuantificacion del ADN utilizando el kit MoBio PowerSoil, seguido de la secuenciacion
con Illumina MiSeq, lo que permitié obtener 18 metagenomas shotgun en formato
FASTQ (tres réplicas por muestra) cargados en la plataforma MG-RAST y NCBI. Estos
metagenomas representaron el punto de partida para identificar genes de resistencia a

antibidticos (ARGS) en bacterias observadas en vinaza de cafia de azlcar.

El estudio de Cassman et al. (2018) recolectd muestras de vinaza en distintos momentos
a lo largo de un afio, como se logra ver en la Tabla 1, lo que permite capturar una mayor
diversidad microbiana y genética, dado que la vinaza es un subproducto con variabilidad
en su composicion debido a los cambios en las condiciones de fermentacion y
procesamiento del bioetanol (Christofoletti et al., 2013). La secuenciacion mediante la
plataforma Illumina MiSeq proporciona datos de alta precision y profundidad, facilitando
un ensamblaje gendmico robusto y la identificacion precisa de genes de interés (L. Wu et
al., 2015), que involucra genes de resistencia a antibioticos (ARGs). Ademas, el formato
FASTQ preserva la informacion de calidad de las lecturas, lo que resulta esencial para
optimizar el filtrado y mejorar la precision en los analisis metagenomicos (Saremi et al.,

2021).



Tabla 1. Descripcion de los datos de los metagenomas de vinaza

R 4 . Reads Avg.
Diate Accession [.“'\ '.,'\'\ : Eormarg.. Rewsiod mapped to Percent 5 merged mcrEni
Sampled SRA Weight Conc. ¥ resds N bases bases cress-contigs merged reads read
P ) (ng/nl) (Mbp) (Mbp) o ®
(%) length
SRX3743992 0297 32.5 461,784 131 117 92717 §7.98% 236896 9217
Nov, 2013 SRX374399| 0.250 196 454,721 130 115 92.69 838.72% 230245 39238
SRX37439%0 0.295 204 469,527 130 115 92.19 87.40% 245213 590,59
SRX3743989 0.300 392 417,625 110 94 73.20 93.07% 263198 582,17
Dec. 2013 SRX3743988 0.295 53.1 517,039 142 131 7367 95.62% 359330 580,67
SRX3743987 0.292 3835 542,208 150 139 74.67 95.15% 376765 581,71
SRX3743986 0.301 139 362499 100 89 92 38 88, 74% 193318 590,16
July. 2014 SRX3743985 0.267 14.2 S0t,511 138 123 9253 91.90% 275242 389.16
SRX3743984 0.291 144 432,207 119 107 92.12 91.96% 232621 588,15
SRX3743983 0.295 172 489,336 138 132 95.12 95.97% 402629 581,89
Aug. 2014  SRX3743982 0.291 18.6 280,161 ral 7 9333 95.88% 235413 s
SRX3743981 0.294 210 351,407 971 93s 953 96.49% 300148 576,57
SRX3T43980 0.294 619 363 382 981 914 91.30 94.29% 258649 384,54
Oct. 2014 SRX3743979 0.280 5.57 434,111 117 108 91.1% 92.39% 293786 585,17
SRX3743978 0.290 222 472,732 135 124 91.47 91.44% 305881 589,63
SRX3743977 (.294 7.29 444,056 122 114 91.14 93.26% 320201 586,67
Nov. 2014 SRX3743976 0.285 6.64 500,636 136 128 91.29 95.37% 383266 583.43
SRX3743975 0,292 5,53 321,376 883 794 91.66 §4.59% 269124 57592

Obtenida de: Cassman et al. (2018).

Este estudio se desarrollé bajo un enfoque descriptivo y exploratorio utilizando analisis
metagendmico in silico para identificar genes de resistencia a antibioticos (ARGS)
presentes en vinaza de cafia de azlcar (Saccharum officinarum). El analisis se realizo
mediante una serie de herramientas bioinforméticas alojadas en la plataforma Galaxy

Australia (https://usegalaxy.org.au/), reconocida por su capacidad para realizar analisis

reproducibles y accesibles de datos gendmicos y metagendémicos (Afgan et al., 2018).

3.1.  Obtencién de datos de secuenciacion
Se emplearon 18 conjuntos de datos metagendémicos disponibles abiertamente en el

repositorio NCBI Sequence Read Archive (SRA). Cada conjunto fue gestionado de

manera individual en la plataforma Galaxy, creando un historial independiente por
metagenoma, identificado con su correspondiente nimero de acceso SRA. Para la
descarga de los datos, se utilizo la herramienta "Download and Extract Reads in FASTQ
format from NCBI SRA", seleccionando el formato comprimido FASTQ Sanger

(.fastq.gz). Este proceso permitid recuperar las secuencias pareadas (paired-end reads),
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separadas en archivos correspondientes a las lecturas forward y reverse, generando las

bibliotecas necesarias para los analisis metagendmicos posteriores.

3.2.  Control de calidad de lecturas

Para llevar a cabo el control de calidad de las secuencias metagendmicas, se empleo la
herramienta FastQC (v0.74+galaxy1l), la cual permite evaluar pardmetros criticos como
la calidad base por posicion, contenido de GC, presencia de adaptadores y distribucién de
longitud de lecturas (Babraham Institute, 2020). El analisis se aplicé de forma individual
a las secuencias forward y reverse. Dado que la herramienta no requiere configuracion
avanzada, basto con seleccionar como entrada los archivos FASTQ correspondientes a
las secuencias forward y reverse previamente descargadas desde el NCBI SRA. Los
resultados se visualizaron mediante reportes interactivos en formato HTML, que

contienen gréaficos detallados por médulo de evaluacion.

3.3.  Filtradoy recorte de lecturas

Se emple6 la herramienta Trimmomatic (v0.36.6) para realizar el filtrado y recorte de
lecturas, eliminando bases de baja calidad y asegurando la integridad de los datos
metagendmicos. Se seleccion6 el modo de procesamiento "Paired-end (two separate input
files)", utilizando como entrada los archivos FASTQ correspondientes a las lecturas
forward (R1) y reverse (R2). Se desactivd la etapa inicial de recorte de adaptadores
("ILLUMINACLIP"), dado que las secuencias no incluian adaptadores residuales (Anexo
2). Se aplico la operacion "SLIDINGWINDOW", configurada con una ventana de 4 bases
y un umbral de calidad promedio minima de 30, lo que garantiza la retencion de regiones
de alta fidelidad en las secuencias (Bolger et al., 2014). No se generaron archivos de log
ni trimlog adicional. Para asegurar la calidad de los datos downstream, solo se
conservaron las secuencias emparejadas (“R1 paired” y “R2 paired”), descartando

aquellas no alineadas.



Posteriormente, se realizo una nueva evaluacion de calidad sobre los archivos de salida
generados por Trimmomatic, utilizando la herramienta FastQC (v0.74+galaxyl) bajo los
mismos parametros previamente descritos para los archivos crudos. Este analisis se
realizd tanto para las lecturas forward como reverse de cada uno de los 18 metagenomas
y permitio verificar la eficacia del proceso de recorte y confirmar la mejora de los

parametros de calidad en las secuencias depuradas.

Los resultados individuales de FastQC fueron integrados y visualizados mediante la
herramienta MultiQC (v1.27+galaxy3), lo que facilité una revision consolidada de los 36
informes generados (18 muestras, cada una con lecturas forward y reverse) (Ewels et al.,
2016). MultiQC fue ejecutado especificando FastQC como herramienta fuente y Raw data

como tipo de entrada.

3.4.  Clasificacion taxonomica

Para asignar taxonomicamente las secuencias metagendémicas filtradas, se hizo uso la
herramienta Kraken2 (v2.1.3+galaxy1), la cual clasifica lecturas a partir del analisis de k-
mers exactos en comparacion con una base de datos de referencia, utilizando un enfoque
basado en arboles de decision para determinar la taxonomia méas probable (Wood et al.,
2019). En este analisis se trabaj6 con lecturas emparejadas (paired-end), correspondientes
a los archivos de salida de Trimmomatic, y se utilizé la base de datos MiniKraken2 v2 (8

GB, version 2020-02-05).

Entre los parametros establecidos, se mantuvieron los valores predeterminados para la
calidad minima por base (0), el nUmero minimo de grupos de aciertos (minimum hit
groups: 2) y se desactivaron funciones adicionales como la division de lecturas
clasificadas/no clasificadas o el calculo de confianza probabilistica, priorizando la rapidez
de ejecucion. Ademas, se configurd la opcidn para mostrar Unicamente identificadores

taxondmicos (taxIDs) en lugar de nombres cientificos.



La salida de Kraken2 fue posteriormente transformada mediante la herramienta Convert
Kraken data to Galaxy taxonomy representation (v1.2+galaxy0), que permite adaptar los
resultados a una representacion jerarquica interpretable dentro de la plataforma Galaxy
(Wood & Salzberg, 2014). En este paso, se selecciond explicitamente la base de datos

NCBI Taxonomy (version 2024-06-05) como referencia taxonomica.

Una vez obtenida la clasificacion taxondmica con Kraken2, se utiliz la herramienta
Kraken report (v1.3.1) para generar un informe estructurado de abundancias taxondmicas
jerarquicas (Wood & Salzberg, 2014). En esta etapa, se empled como entrada la salida de

clasificacion de Kraken2 y se mantuvo la base de datos seleccionada como MiniKraken2.

Para facilitar la exploracidn interactiva de los resultados, se utilizo la herramienta Krona
(v2.7.1+galaxy0), que genera gréaficos circulares jerarquicos navegables en formato
HTML (Ondov et al., 2011). En este paso, se indicO que los datos de entrada
correspondian a "taxonomy", se selecciond el archivo generado por la conversion previa
con Kraken2, y se especificé la visualizacion hasta el nivel de subespecie mediante la
opcion "show ranks from root to: Subspecies"”. Ademas, se establecié el nombre "Root"

como categoria basal del arbol taxonémico.

3.5.  Estimacion de abundancia

Para refinar las estimaciones de abundancia taxondmica obtenidas tras la clasificacion
con Kraken2, se utilizé la herramienta Bracken (Bayesian Reestimation of Abundance
with Kraken) (v3.1+galaxy0). En lugar de procesar directamente el archivo de salida
cruda de Kraken2, Bracken requiere como entrada el archivo estructurado generado por
Kraken Report, el cual resume los conteos taxondmicos jerarquicamente por niveles

taxonémicos (Lu et al., 2017).



Este analisis, se efectu0 a partir de la base de datos Prebuilt Refseq indexes: Standard-Full
(Version: 2022-06-07, K-mer: 35, Read: 100), una referencia precompilada ampliamente
reconocida por su cobertura integral de secuencias gendmicas completas de bacterias,
arqueas y virus, lo que permite una clasificacion taxonomica mas precisa y especifica a
nivel de especie, ademas es particularmente adecuada para estudios metagendmicos
basados en lecturas shotgun, ya que incluye genomas completos bien anotados (O’Leary
et al., 2016; Wood et al., 2019). EI andlisis se realizd a nivel taxondmico de especie,
permitiendo hasta 10 desajustes en la coincidencia de k-mers, lo cual ofrece un equilibrio

adecuado entre sensibilidad y precision.

3.6. Ensamblaje metagendémico

Partiendo del analisis taxondmico exploratorio utilizando las herramientas Kraken 2,
Bracken y Krona (Galaxy), se selecciond una muestra representativa para validar
metodoldgicamente el flujo de ensamblaje y binning. En funcién de la abundancia relativa
de taxones, se eligié el metagenoma con mayor presencia de la familia Lactobacillaceae
para llevar a cabo un analisis posterior dentro de la plataforma KBase, que ofrece

herramientas de evaluacion y refinamiento no disponibles en Galaxy Austraila.

En este analisis, se realiz6 un ensamblaje del metagenoma seleccionado en la plataforma
Kbase utilizando las herramientas MEGAHIT (v1.2.9) y metaSPAdes (v3.15.3).
Posteriormente, se aplic6 QUAST (v4.4) para evaluar métricas de calidad de los
ensamblajes (Gurevich et al., 2013), y adicional se utilizdé la herramienta Compare
Assembled Contig Distributions (v1.1.2) (Arkin et al., 2018) con el fin de comparar
graficamente la distribucion de longitudes de contigs generados por cada ensamblado y
con base en estos resultados se definid cual seria el ensamblador a utilizar de forma

estandarizada para las 18 muestras.



A partir de esta validacion metodologica, el ensamblaje de los 18 metagenomas se realizo
en Galaxy Australia, utilizando MEGAHIT (v1.2.9+galaxy?2), disefiada especificamente
para el ensamblaje eficiente de metagenomas de gran escala mediante la construccion de
grafos de Bruijn optimizados (D. Li et al., 2015). Se selecciond la opcion de ensamblaje
con lecturas "paired-end", utilizando como entradas las secuencias forward (R1 paired) y

reverse (R2 paired) previamente depuradas mediante Trimmomatic.

En cuanto a los pardmetros técnicos, se definid un conjunto de tamafios de k-mers
especificos (21, 29, 39, 59, 79, 99, 119, 141), lo que permite capturar variaciones
estructurales en fragmentos de diferentes longitudes y complejidades y se establecié una
multiplicidad minima de k-mers de 2, filtrando asi secuencias poco representadas que
podrian corresponder a errores de secuenciacion (D. Li et al., 2015). Ademas, se
configurd una intensidad de fusion de burbujas en el valor 2 y una longitud minima de
burbujas complejas de 20 con una cobertura minima del 95 %, con el fin de mejorar la

resolucion de estructuras ambiguas en el grafo.

Para el filtrado posterior al ensamblaje, se definié una longitud minima de contigs de 200
pb, asegurando que Unicamente fragmentos con potencial informativo fueran retenidos
para el analisis. Asimismo, se aplicaron estrategias automaticas de poda y desconexion
de unitigs basadas en cobertura local, con el fin de eliminar ramas ambiguas o artefactos
derivados de errores de secuenciacion o baja cobertura, lo que mejora la calidad del grafo

de ensamblaje (D. Li et al., 2015).

3.7.  Agrupamiento de contigs en bins y evaluacién de bins

Previo al binning metagendmico de los 18 metagenomas, se llevé a cabo una comparacion
metodoldgica del desempefio de distintas herramientas de agrupamiento. Esta validacion
se realiz6 en la plataforma KBase, donde se aplicaron las herramientas MetaBAT2 y

MaxBin2 sobre el ensamblaje representativo generado con el metagenoma seleccionado



en el paso anterior, con el objetivo de obtener el algoritmo méas adecuado para su posterior

aplicacion en el procesamiento global de muestras.

La evaluacion de la calidad de los bins generados en esta etapa se efectu6 mediante
CheckM, herramienta que permite estimar métricas como la completitud y la
contaminacion de los bins a partir de la deteccion de genes marcadores y su redundancia
(Parks et al., 2015). A partir de este andlisis metodoldgico, se establecio el uso de
MetaBAT2 como herramienta estandar para el binning de los 18 ensamblajes

metagendmicos, procesados en la plataforma Galaxy Australia.

Los contigs previamente ensamblados con MEGAHIT (v1.2.9+galaxy2) fueron
utilizados como entrada para MetaBAT2 (v2.17+galaxy0), la cual permite realizar el
binning metagendmico, es decir, la agrupacion de contigs en unidades genomicas
tentativas (bins) basadas en parametros como el contenido de GC, la covarianza de

cobertura entre muestras y patrones tetranucleotidicos (TNF) (Kang et al., 2019).

Para la ejecucion, se seleccion6 como entrada el archivo de ensamblaje generado
previamente, manteniendo los parametros establecidos por defecto. Un tamafio minimo
de contig de 1500 pb, con el objetivo de filtrar secuencias demasiado cortas que pudieran
afectar la precision del agrupamiento. Un porcentaje del 95 % de contigs considerados
"buenos” para su evaluacién, y se utilizé un umbral de score minimo de 60 para considerar
conexiones significativas entre nodos. Ademas, se configuraron limites de profundidad

minima de cobertura promedio (1x) tanto por muestra como en promedio global.

Los bins generados seran utiles para la identificacion de genes de resistencia a

antibioticos.



3.8. ldentificacion de genes de resistencia a antibioticos

Para efectuar la deteccion de genes de resistencia antimicrobiana en los bins genémicos
obtenidos mediante MetaBAT2 de los 18 metagenomas, se empled la herramienta
ABRicate (v1.0.1), una plataforma ampliamente utilizada para el analisis masivo de
secuencias genomicas frente a multiples bases de datos especializadas en resistencia
(Seemann, 2016). Como entrada, se seleccionaron las secuencias ensambladas en formato

FASTA provenientes de la salida “BIN SEQUENCES” de MetaBAT?2.

La busqueda se realiz6 en dos fases, la primera utilizando ResFinder y la segunda

utilizando CARD.

ResFinder, desarrollada por el Center for Genomic Epidemiology, misma que esta
orientada especificamente a la identificacion de genes de resistencia adquiridos en
bacterias clinicamente relevantes. Esta base de datos se renueva periddicamente y ha
demostrado alta sensibilidad en estudios epidemiologicos y ambientales (Florensa et al.,

2022).

CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance Database), un repositorio curado y
respaldado por evidencia experimental, incluye tanto genes adquiridos como mutaciones
cromosOmicas que confieren resistencia. Su enfoque combina anotaciones
computacionales con pruebas fenotipicas validadas, lo cual la convierte en una base sélida

para el andlisis genémico comparativo (Alcock et al., 2023).

Tanto ResFinder como CARD fueron seleccionadas por su robustez vy
complementariedad: mientras ResFinder proporciona un enfoque centrado en bacterias
patogenas conocidas, CARD amplia la cobertura a mecanismos emergentes de resistencia

y estructuras moviles.



Los parametros utilizados en ABRicate se configuraron de manera conservadora para
minimizar falsos positivos. Se establecié un margen minimo de 90 % de similitud y 90 %
de cobertura del gen, lo cual garantiza la especificidad en la asignacion de los genes
detectados (Seemann, 2016). No se suprimio el encabezado de salida (“Suppress header

= false”), de forma que cada reporte incluyera metadatos relevantes sobre el analisis.

3.9.  Anotacion del genoma

A partir del metagenoma con mayor presencia de bacterias de la familia Lactobacillaceae
se obtuvo los bins. Dichos bins fueron obtenidos en la plataforma KBase, tras el proceso
de binning aplicado con las herramientas MetaBAT2 y MaxBin2, seguido de un
refinamiento mediante DAS Tool (Sieber et al., 2018). Este proceso permitié obtener
unidades gendmicas tentativas optimizadas, cuya calidad fue evaluada mediante CheckM

(Parks et al., 2015).

Una vez definidos los bins de interés, se procedio a su extraccion individual mediante la
herramienta BinUtil: Extract Bins as Assemblies from BinnedContigs (v1.0.2) (Arkin et
al., 2018), disponible en KBase. Posteriormente, se selecciond el bin perteneciente a la
familia Lactobacillaceae y se realiz6 la anotacion estructural de cada uno utilizando la
herramienta Annotate Multiple Microbial Assemblies with RASTtk (v1.073) (Brettin et

al., 2015), implementada en la plataforma KBase.

La herramienta Annotate Multiple Microbial Assemblies with RASTtk (v1.073) permite
identificar y caracterizar elementos codificantes y no codificantes en genomas bacterianos
mediante un enfoque modular y automatizado (Brettin et al., 2015). Para la ejecucion, se
selecciond el dominio biol6gico Bacteria y se utilizd el coédigo genético 11,
correspondiente a arqueas, la mayoria de bacterias y mitocondrias. Se habilitaron los
predictores estandar para genes codificantes (glimmer3y prodigal), asi como la deteccion

de elementos como ARNr, ARNt, selenoproteinas, proteinas con pirrolisina, repeticiones



y regiones CRISPR. La anotacion funcional se realizd mediante algoritmos basados en

similitud proteica y k-mer (v1y v2).



4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1.  Obtencion de datos de secuenciacion

Se recuperaron un total de 18 metagenomas crudos desde la base de datos publica del
NCBI Sequence Read Archive (SRA), organizados en seis muestras con tres réplicas cada
una. Cada conjunto de datos consistioé en secuencias paired-end en formato .fastq.gz,
correspondientes a lecturas forward y reverse obtenidas mediante tecnologia de

secuenciacién Hlumina.

4.2.  Control de calidad de lecturas

La herramienta FastQC generd un total de 36 informes correspondientes a las secuencias
forward y reverse de los 18 metagenomas procesados. En la Tabla 2 se resumen los
principales indicadores de calidad de las estadisticas béasicas para cada archivo,
incluyendo el nimero total de secuencias, el nimero de bases, la longitud de la secuencia,

el porcentaje de contenido GC y la cantidad de secuencias marcadas con baja calidad.

El nimero de secuencias por archivo varié entre 287,232 y 554,542, con un rango de
bases totales entre 79.8 Mbp y 157.9 Mbp. En todos los casos, no se detectaron secuencias
catalogadas con una calidad baja. El tamafio de lectura se mantuvo constante entre 35y
301 nucledtidos, con la excepcion de dos archivos (SRX3743979 forward y reverse), que
presentaron lecturas a partir de 1 nt. El contenido GC mostré una variacién entre 39 %y

53 %.



Tabla 2. Meétricas de calidad de las secuencias crudas obtenidas para los metagenomas

analizados
Secuencias Lonaitud
Muestra Accession  Tipode Secuencias Bases marcadas degla %GC
SRA lectura totales totales de baja .
. secuencia
calidad
SRX3743992 Forward 477589  139.3 Mbp 0 35-301 51
Reverse 477589  140.3 Mbp 0 35-301 53
Nov. Forward 468948  136.9 Mbp 0 35-301 52
2013 SRX3743991 Reverse 468948  138.0 Mbp 0 35-301 53
Forward 484423  137.3 Mbp 0 35-301 52
SRX3743990 Reverse 484423  138.4 Mbp 0 35-301 53
Forward 425155  119.3 Mbp 0 35-301 49
SRX3743989
Reverse 425155  120.8 Mbp 0 35-301 50
Dic. : -
20|f3 SRX3743988 Forward 528640  147.7 Mbp 0 35-301 48
Reverse 528640  149.5 Mbp 0 35-301 49
Forward 554542  156.2 Mbp 0 35-301 47
SRX3743987 Reverse ~ 554542  157.9 Mbp 0 35-301 48
Forward 374644  105.5 Mbp 0 35-301 51
RX374
SRX3743986 Reverse 374644  106.5 Mbp 0 35-301 53
Jul. Forward 517219  145.9 Mbp 0 35-301 52
2014 SRX3743985 Reverse 517219  147.4 Mbp 0 35-301 53
Forward 444597  125.2 Mbp 0 35-301 52
SRX3743984
Reverse 444597  126.3 Mbp 0 35-301 53
Forward 503293  142.7 Mbp 0 35-301 39
SRX3743983
Reverse ~ 503293  143.7 Mbp 0 35-301 39
Ago. Forward 486616 141 Mbp 0 35-301 45
2014  SRX3743982 "o e 486616 142 Mbp 0 35-301 46
Forward 456271 127 Mbp 0 35-301 45
SRX3743981 Reverse 456271  127.8 Mbp 0 35-301 45
Forward 512965  141.1 Mbp 0 35-301 44
SRX3743980 Reverse 512965 142 Mbp 0 35-301 45
Oct. Forward 326760 91.2 Mbp 0 1-301 44
2014 SRX3743979 Reverse 326760 89.5 Mbp 0 1-301 45
Forward 287232 79.8 Mbp 0 35-301 39
SRX3743978 Reverse 287232 80.4 Mbp 0 35-301 39
Forward 359268 100 Mbp 0 35-301 39
SRX3743977
Reverse 359268 100.6 Mbp 0 35-301 39
Nov. Forward 372983  102.6 Mbp 0 35-301 46
RX374397
2014 SRXSTA3976 "o erse 372083 1035 Mbp 0 35-301 47
Forward 446246 122.5 Mbp 0 35-301 46
SRX3743975 Reverse 446246  123.7 Mbp 0 35-301 47




4.3.  Filtradoy recorte de lecturas
Los resultados de una nueva evaluacion de calidad utilizando FastQC y MultiQC
evidenciaron que el procesamiento mejoré y conservé de forma adecuada la calidad

general de las secuencias (Anexo 1).

En la Figura 2 se muestra la métrica de calidad promedio por posicion de base de los 36
archivos. Se observa que la mayoria de las posiciones a lo largo de las secuencias
mantienen puntuaciones Phred superiores a 34, dentro del rango de alta calidad (zona
verde), confirmando una mejora significativa en la calidad general. Esta etapa es critica
para evitar errores en la clasificacion taxonémica y reducir la ambiguedad en los

ensamblajes (Bolger et al., 2014).

FastQC: Mean Quality Scores

36 samples

Obp 50 bp 100 bp 150 bp 204 bp 250 bp 100 bp

Figura 2. Calidad promedio por posicién de base en las secuencias filtradas

En la Figura 3 se aprecia una aproximacion del nimero de secuencias por archivo y el
nivel de duplicacion. Las muestras presentaron un nimero de lecturas que vario entre

aproximadamente 280,000 y 500,000, manteniendose dentro del rango esperado tras el



filtrado. La gran mayoria de las lecturas son Unicas (en azul claro), mientras que la
fraccion de lecturas duplicadas (en negro) es baja, lo que representa que hay un sesgo

minimo en la amplificacion o secuenciacién (Thomas et al., 2012).

FastQC: Sequence Counts
36 samples
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Figura 3. Cantidad de lecturas Unicas y duplicadas por archivo

En la Figura 4 se muestra el contenido de GC por secuencia. Se pueden identificar varios
perfiles de distribucidn, con picos principales entre el 40 % y el 55 % de GC. La
distribucion del contenido de GC observada en las muestras esta dentro del rango comdn
reportado para comunidades bacterianas ambientales (20 % - 70 %) y las variaciones entre
muestras pueden reflejar diferencias potenciales en la composicion taxonomica

(Hildebrand et al., 2010).



FastQC: Per Sequence GC Content
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Figura 4. Distribucion del contenido GC por secuencia

En la figura, las curvas verdes representan distribuciones de contenido GC consideradas
normales segun FastQC, caracterizadas por ser unimodales, simétricas y centradas, lo que
indica una composicion microbiana relativamente homogénea. En cambio, las curvas
naranjas muestran desviaciones respecto a la distribucion esperada, interpretadas como
advertencias que podrian reflejar una mayor diversidad taxondémica, presencia de
contaminantes o artefactos técnicos. La morfologia de las curvas también ofrece pistas
sobre la estructura comunitaria: distribuciones leptocurticas (estrechas y concentradas)
suelen asociarse a comunidades dominadas por pocos taxones, mientras que curvas
platicdrticas (anchas y aplanadas) sugieren mayor heterogeneidad microbiana (Babraham

Institute, 2020; HBC Training, n.d.).

4.4.  Clasificacion taxonomica
Para la representacion de los perfiles taxondmicos derivados del analisis con Kraken2, se

selecciond una muestra representativa por cada una de las seis muestras analizadas,



considerando entre las tres repeticiones técnicas de cada muestra aquella que presento
mayor riqueza observable en los graficos generados por Krona. No obstante, para un
analisis mas detallado, en el area de Anexos se encuentran los graficos de Krona

correspondientes a cada metagenoma.

En la Figura 5 se muestra el diagrama circular de Krona correspondiente a la primera
muestra representativa (SRX3743992), que pertenece a la repeticion 1 de la muestra 1.
Se identifico una clara prevalencia del dominio Bacteria, sin presencia detectable de otros
dominios. Dentro de este grupo, el filo Firmicutes fue el mas abundante, abarcando
aproximadamente el 42 % de las lecturas clasificadas. En su interior, destaco la clase
Negativicutes, orden Selenomonadales, familia Veillonellaceae, donde predominé el
género Megasphaera, siendo Megasphaera elsdenii la especie con mayor representacion

en esta muestra.
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Figura 5. Diagrama circular de Krona del metagenoma SRX3743992

La presencia de Megasphaera elsdenii en las muestras de vinaza resulta microbioldgica
y ecolégicamente relevante. Esta especie, es ampliamente reconocida por su papel
funcional en el rumen como fermentadora de lactato y estabilizadora del pH en dietas de
alta carga energetica (Cabral & Weimer, 2024), sin embargo, presenta caracteristicas
genéticas que ameritan seguimiento desde la perspectiva de la resistencia antimicrobiana.
Algunas cepas han demostrado portar plasmidos pequefios con genes de resistencia a
antibioticos de uso frecuente en produccién animal, como tetraciclinas y macrélidos. En
ambientes como la vinaza, un residuo organico denso en biomasa microbiana, estas
bacterias pueden integrarse a comunidades edéaficas tras su aplicacion al suelo,

contribuyendo a la persistencia y circulacion de genes de resistencia a través de



mecanismos de transferencia horizontal. Segin ha sefialado (Topp et al., 2013), la
exposicion prolongada de suelos agricolas a residuos con carga antimicrobiana puede
acelerar la adaptacion microbiana y favorecer la diseminacion de resistencia en
ecosistemas productivos. De esta manera, Megasphaera elsdenii ademéas de su valor
funcional en la industria agropecuaria, adquiere un interés particular como
microorganismo modelo para el estudio de las interacciones entre salud animal, practicas

agricolas y diseminacion ambiental de resistencia antimicrobiana.

El segundo filo més abundante fue Actinobacteria, con aproximadamente un 18 % de las
secuencias, dentro del cual se identificé principalmente el género Bifidobacterium,
perteneciente a la familia Bifidobacteriaceae. A nivel de especie, sobresalio
Bifidobacterium pseudolongum, bacteria que conforma la microbiota intestinal habitual
de animales de produccion, especialmente ganado vacuno y porcino, y se ha detectado
que B. pseudolongum pueden portar resistencias atipicas a antibioticos como
clindamicina, eritromicina y tetraciclina, apuntando a que podrian actuar como

reservorios silenciosos de genes de resistencia (Mayrhofer et al., 2007).

Se registraron también otros filos en menor proporcion, como Proteobacteria,
Bacteroidetes y Cyanobacteria. Otras especies detectadas en baja abundancia incluyeron
Oscillibacter valericigenes, Clostridium beijerinckii, Lactobacillus reuteri, Selenomonas
sputigena y Acidaminococcus fermentans, todas con representaciones inferiores al 5 %

del total.

En el estudio de Cassman et al. (2018), también se reportd de forma inesperada la
presencia de bacterias tipicamente asociadas al intestino de rumiantes y bovinos,
pertenecientes a los géneros Megasphaera, Mitsuokella y Bifidobacterium, en los analisis
de metagenomas de vinaza. Estos microorganismos no habian sido identificados

previamente como contaminantes comunes en tuberias de fermentacién y aln se



desconoce si estos taxones interactian funcionalmente entre si en la matriz de vinaza, ni

se ha determinado la direccién o naturaleza de tales interacciones.

La Figura 6 corresponde al metagenoma SRX3743987, la réplica 3 de la muestra 2, en
este diagrama de Krona se observa a nivel general un dominio exclusivo del reino
Bacteria, dentro del cual se distribuyen multiples taxones. Entre los filos predominantes

destacan Proteobacteria, que representa el 34 % del total, seguido por Firmicutes (24 %)

y en menor proporcion Actinobacteria.
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Figura 6. Diagrama circular de Krona del metagenoma SRX3743987

En cuanto a la composicién taxonémica interna, dentro de Proteobacteria, la clase

Betaproteobacteria es la mas representativa, seguida por diversos Ordenes como



Burkholderiales. Dentro de Firmicutes, se evidencian principalmente miembros de la

clase Bacilli, especialmente del orden Lactobacillales.

En este metagenoma, la especie con mayor representacion fue Comamonas kerstersii,
perteneciente a la familia Comamonadaceae del filo Proteobacteria. La deteccion de
Comamonas Kkerstersii en vinaza plantea importantes consideraciones clinicas y
ambientales. Esta especie ha sido histéricamente subestimada, sin embargo, casos
recientes la han implicado en infecciones graves como peritonitis y apendicitis perforada,
especialmente en pacientes inmunocomprometidos (Farfan-Cano et al., 2020). Su
creciente reconocimiento como patégeno coincide con una alta adaptabilidad ecoldgica,
lo que explica su presencia en residuos organicos como la vinaza, rica en nutrientes y
posible carga antimicrobiana. Aplicada al suelo mediante fertirrigacion, esta matriz
podria facilitar la incorporacion de C. kerstersii en comunidades microbianas edéaficas,
favoreciendo la persistencia de determinantes de resistencia a antibidticos. Estudios
gendmicos han revelado que el género Comamonas posee genes asociados a adaptacion

ambiental, metabolismo versétil y posibles factores de virulencia (Y. Wu et al., 2018).

En el metagenoma SRX3743986, correspondiente a la primera repeticion de la Muestra
3, se identificd un predominio del filo Firmicutes, el cual representé mas de la mitad de
las lecturas clasificadas. Dentro de este grupo, el orden Selenomonadales mostr6 una alta
representacion, destacandose particularmente la especie Megasphaera elsdenii como el

taxon mas abundante del conjunto.

En la Figura 7 se puede observar también la presencia del filo Actinobacteria, el cual
concentré una proporcion considerable de las secuencias, principalmente dentro de la
familia Bifidobacteriaceae. Asimismo, el orden Lactobacillales, perteneciente también a
Firmicutes, estuvo representado por diferentes géneros de la familia Lactobacillaceae, lo

que refleja cierta diversidad dentro de este grupo.



Otros filos como Proteobacteria y Bacteroidetes estuvieron presentes en menor
proporcidn, con representacion dispersa en varios géneros y ordenes, pero sin alcanzar

una dominancia significativa en comparacion con los grupos mencionados anteriormente.
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Figura 7. Diagrama circular de Krona del metagenoma SRX3743986

El anlisis del metagenoma SRX3743982, correspondiente a la segunda repeticion de la
Muestra 4, revel6 una clara predominancia del filo Firmicutes, con una representacion
destacada del orden Lactobacillales. Dentro de este grupo, la especie Lactobacillus
amylovorus fue la més abundante en esta muestra, sobresaliendo respecto a las demas.
Esta especie es conocida por su aplicacién como probiotico en produccion porcina, se
caracteriza por su capacidad para fermentar almidones y sobrevivir en ambientes &cidos,
lo que explica su presencia en matrices como la vinaza, rica en compuestos fermentables

y materia orgénica. Aungue no se considera un patégeno, investigaciones como las de



Ammor et al. (2007) han documentado la presencia de genes de resistencia a antibidticos
en cepas de L. amylovorus, particularmente frente a tetraciclinas, eritromicina y
cloranfenicol, lo cual, aunque de bajo riesgo clinico directo, plantea interrogantes sobre
su papel como reservorio de genes de resistencia en ambientes abiertos. Aplicada como
fertirrigante, la vinaza podria facilitar la incorporacion de esta bacteria a la microbiota del
suelo, donde su actividad fermentativa podria alterar las condiciones edaficas y favorecer
interacciones horizontales con otros microorganismos. En este contexto, L. amylovorus
acta como un agente microbiano ambientalmente activo que, si bien tiene un rol
funcional positivo en su origen, debe ser evaluado criticamente cuando forma parte de

matrices organicas aplicadas al suelo.

También se puede identificar en la Figura 8 una presencia importante de Megasphaera
elsdenii, perteneciente al filo Firmicutes, especificamente al orden Selenomonadales.
Aunque en menor proporcion que L. amylovorus, su abundancia fue considerable y

cercana.

Ademas, se observd una participacion relevante de secuencias correspondientes al filo
Actinobacteria, con la familia Bifidobacteriaceae bien representada, y del grupo
Proteobacteria, aunque en menor proporcién. También se detecté una fraccion de
lecturas clasificadas como virus, especificamente dentro de la familia Siphoviridae,

aunque estas no alcanzaron niveles comparables a los de los filos bacterianos dominantes.
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Figura 8. Diagrama circular de Krona del metagenoma SRX3743982

En la Figura 9 se observa el diagrama de Krona del metagenoma SRX3743980,
correspondiente a la primera réplica de la Muestra 5, en este se puede notar que existe
una marcada predominancia de la especie Megasphaera elsdenii, la cual representd

aproximadamente la mitad de las lecturas clasificadas.

La segunda especie mas abundante fue Lactobacillus amylovorus, también dentro del filo
Firmicutes, pero perteneciente al orden Lactobacillales. Dentro de este mismo orden se
identificaron otras especies del género Lactobacillus, con participaciones menores pero

constantes.

A nivel de filo, ademas de la clara dominancia de Firmicutes, se identificaron secuencias
correspondientes a Actinobacteria, Proteobacteria y Bacteroidetes, aunque estas
estuvieron representadas en proporciones considerablemente menores. Dentro de

Actinobacteria, se destacan miembros de la familia Bifidobacteriaceae, mientras que en



Proteobacteria y Bacteroidetes las lecturas se distribuyeron entre distintos 6rdenes y

géneros sin una marcada dominancia individual.
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Figura 9. Diagrama circular de Krona del metagenoma SRX3743980

En el metagenoma SRX3743975, que corresponde a la tercera réplica de la muestra 6, se
identificO una clara dominancia de bacterias del género Lactobacillus, siendo
Lactobacillus amylovorus la especie més abundante. Esta especie, junto con otras
pertenecientes al mismo género, conformd un grupo dominante dentro de la familia

Lactobacillaceae, que destaco ampliamente en este analisis, tal y como se observa en la

Figura 10.

Este mismo patrdn se repitié de forma idéntica en las otras dos réplicas de esta muestra,

SRX3743977 (primera réplica) y SRX3743976 (segunda réplica), en las cuales también



se observ6 una abundancia predominante de L. amylovorus y una alta representacién de

Lactobacillaceae.

Ademaés de Firmicutes, que fue el filo dominante, se detectaron también componentes
relevantes de Actinobacteria, en particular del género Bifidobacterium (principalmente
B. pseudolongum), asi como de Bacteroidetes y Proteobacteria, aunque en proporciones
menores. Dentro de Firmicutes, también se identificaron géneros como Clostridium y

Megasphaera, aunque con baja representacion.

Por otro lado, se registrd una proporcién notable de secuencias correspondientes a virus,
particularmente del orden Caudovirales y la familia Siphoviridae, lo cual contrasta con

los otros metagenomas evaluados donde este grupo no fue tan prominente.
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Figura 10. Diagrama circular de Krona del metagenoma SRX3743975



4.5.  Estimacion de abundancia

A continuacion, se presentan los resultados de la herramienta Bracken, los cuales
permitieron confirmar los resultados de Kraken 2 visualizados mediante Krona en la
seccion 4.4. Bracken permitidé refinar los conteos iniciales, proporcionando una
aproximacion mas cercana a la abundancia real de cada taxdn en la muestra, y

confirmando los perfiles observados en las representaciones jerarquicas (Lu et al., 2017).

Para facilitar la comprension de los perfiles taxondmicos generados por Bracken, en esta
seccion se muestran Unicamente las cinco especies con mayor ndmero de lecturas
estimadas para el metagenoma mas representativo de cada muestra, seleccionadas entre
un total aproximado de 160 especies detectadas por réplica. No obstante, para un analisis
mas detallado, se proporciona un enlace de acceso a las tablas completas correspondientes

a cada metagenoma.

Link: https://drive.google.com/drive/folders/IRXA0tbwKFsIfOGyzyJ2-

6Bys2bG8Ahd3?usp=sharing

En el caso del metagenoma SRX3743992, correspondiente a la primera réplica de la
muestra 1, se puede observar en la Tabla 3 que la especie mas abundante fue
Megasphaera elsdenii, con una representacion estimada del 45,1 % del total de lecturas.
Esta especie domino la comunidad microbiana de esta muestra, lo que concuerda con su

prevalencia visualizada en el analisis con Krona.

Le siguio Bifidobacterium thermophilum, con una abundancia del 195 %, y
posteriormente Lactobacillus delbrueckii, con un 4,5 %. Estos taxones también

estuvieron entre los mas destacados en la clasificacion taxonomica jerarquica previa.


https://drive.google.com/drive/folders/1RXA0tbwKFslfOGyzyJ2-6Bys2bG8Ahd3?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1RXA0tbwKFslfOGyzyJ2-6Bys2bG8Ahd3?usp=sharing

Finalmente, se identificaron Olsenella umbonata (4,3 %) y Acidaminococcus intestini
(2,4 %) como parte del conjunto de especies mas representativas, estas especies también

fueron encontradas en estudios como el de Cassman et al., (2018).

Tabla 3. Estimacion de abundancia a nivel de especie para el metagenoma SRX3743992

Lecturas Nuevas  Fracci6n de
Taxonomia Nivel de asignadas Lecturas
Nombre ID Taxonomia or afadidas lecturas lecturas
P estimadas totales
Kraken
Megasphaera 907 S 34378 780 35158 0,4231
elsdenii
Bifidobacterium 33905 S 14856 55 14911 0,17944
thermophilum
Lactobacillus 1584 S 3462 915 4377 0,05267
delbrueckii
Olsenella 604330 S 3331 247 3578 0,04306
umbonata
Audgmchc_)ccus 187327 S 1843 172 2015 0,02425
intestini

En el metagenoma SRX3743987, correspondiente a la tercera réplica de la muestra 2, las
cinco especies con mayor abundancia relativa estimada fueron Comamonas kerstersii,
Arcobacter skirrowii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus amylovorus y Alcaligenes

faecalis.

Como se puede observar en la Tabla 4, la especie mas representativa fue Comamonas
kerstersii, con un total estimado de 42.396 lecturas (new_est_reads), lo que equivale al
28,1 % del total de secuencias asignadas en este metagenoma. Le siguido Arcobacter
skirrowii con 24.444 lecturas estimadas (16,2 %), mientras que Lactobacillus fermentum
y Lactobacillus amylovorus aportaron 14.591 (9,7%) y 10.056 (6,7 %) lecturas
respectivamente. Finalmente, Alcaligenes faecalis alcanzo un total de 5.592 lecturas,
representando un 3,7 % del total. Estos resultados concuerdan con el analisis visual previo
realizado con Krona, en el que Comamonas Kkerstersii se destacO como la especie

dominante dentro del perfil taxonomico del metagenoma analizado.



El valor de new_est_reads corresponde a la estimacion refinada del niamero de lecturas
que se asignan a cada especie tras el reajuste bayesiano aplicado por Bracken, tomando
como base la distribucion de los k-mers y la estructura taxondémica del informe de Kraken
(Lu et al., 2017). Esta métrica proporciona una aproximacién mas precisa de la
abundancia real, en comparacion con los conteos brutos generados en la etapa inicial de

clasificacion.

Tabla 4. Estimacion de abundancia a nivel de especie para el metagenoma SRX3743987

Lecturas

Taxonomia Nivel de asignadas Lecturas Nuevas Fraccion
Nombre . 9 . lecturas de lecturas
ID Taxonomia por afladidas :
estimadas totales
Kraken
Comamonas 225992 S 42396 851 43247 0,25126
kerstersii
Arcobacter 28200 S 24444 25 24469 0.14216
skirrowii
Lactobacillus 1613 S 14591 704 15295 0,08886
fermentum
Lactobacillus
amylovorus 1604 S 10056 3618 13674 0,07945
Alcaligenes 511 S 5502 1161 6753 0,03923
faecalis

En la muestra correspondiente al metagenoma SRX3743986 se identificaron las cinco
especies mas representativas a partir de los datos procesados por Bracken, segun el
namero de lecturas asignadas inicialmente por Kraken2 (kraken_assigned_reads). En la
Tabla 5 se observa que Megasphaera elsdenii fue la especie con mayor numero de
lecturas, con un total de 66417, representando el 56,07 % del total estimado para esta
muestra. Le sigue Bifidobacterium thermophilum, con 14.591 lecturas asignadas
(12,32 %), mientras que Lactobacillus fermentum registré 8.856 lecturas, correspondiente

al 7,48 % del total.

Las otras dos especies con mayor abundancia relativa fueron Lactobacillus delbrueckii y

Lactobacillus amylovorus, con 4.461 (3,76 %) y 3.609 lecturas (3,05 %) respectivamente.



Esta distribucion sugiere una alta participacion de especies del género Lactobacillus en la

muestra, las cuales en conjunto representan mas del 14 % de las lecturas estimadas.

El alto nimero de lecturas asignadas por Kraken2 a estas especies fue mantenido tras la
estimacion corregida por Bracken (new_est reads), indicando coherencia en la
clasificacion y reforzando la predominancia de Megasphaera elsdenii en esta réplica.
Estos datos son consistentes con los obtenidos a través de la visualizacion Krona, donde

también se observd una alta proporcion de dicha especie en la muestra analizada.

Tabla 5. Estimacion de abundancia a nivel de especie para el metagenoma SRX3743986

Lecturas

] . ; Nuevas Fraccion
Nombre Taxonomia Nivel de ~ asignadas Lecturas lecturas  de lecturas
ID Taxonomia por afiadidas ;
estimadas totales
Kraken
Megasphaera 907 S 66417 1146 67563 0,54027
elsdenii
Bn‘ldobactgrlum 33905 S 14591 32 14623 0,11693
thermophilum
L?ctobamllus 1613 S 8856 273 9129 0,073
ermentum
Lactobacillus 1584 S 4461 1338 5799 0,04637
delbrueckii
Lactobacillus 1604 S 3609 625 4234 0,03386
amylovorus

En la Tabla 6 se observa la estimacion de abundancia para el metagenoma SRX3743982,
la réplica nimero 2 de la muestra 4. La especie con mayor numero de lecturas estimadas
fue Lactobacillus amylovorus, con un total de 23.810 lecturas seglin el valor de
new_est reads, lo que representa aproximadamente el 23,84 % del total de lecturas
asignadas. Le sigue Lactobacillus delbrueckii, con 13.856 lecturas (13,87 %), y

Bifidobacterium thermophilum con 11.575 lecturas (11,59 %).

Un aspecto destacable en esta muestra es la presencia de Lactobacillus phage Ldl1, un
bacteriofago asociado al género Lactobacillus, con 9.121 lecturas estimadas, lo que

equivale al 9,13 % de la muestra, posicionandose como el cuarto elemento mas abundante



en la tabla. Finalmente, Lactobacillus fermentum también aparece entre las especies
dominantes, con un total de 7.498 lecturas (7,51 %). La deteccion del bacteriéfago
Lactobacillus phage Ldl1 en entornos industriales fermentativos, y su posible presencia
en matrices organicas como la vinaza, representa un componente poco explorado pero
relevante en el analisis microbiologico de residuos aplicados al ambiente. Este virus
infecta cepas especificas de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis y ha sido caracterizado
por su capacidad de replicarse dentro de estas bacterias y destruirlas al final del ciclo,
liberando nuevas particulas virales (Casey et al., 2015). Este comportamiento, que
interrumpe activamente el crecimiento bacteriano, adquiere importancia en residuos
fermentativos como la vinaza, donde pueden coexistir bacterias acido-lacticas sensibles
y fagos funcionales. Aunque estos virus no representan un riesgo directo para la salud
humana o animal, su introduccién al suelo mediante fertirrigacion podria alterar la
estructura de las comunidades microbianas edaficas, afectando especialmente a bacterias

beneficiosas como Lactobacillus spp.

Cabe recalcar que la mayoria de las especies mas abundantes en esta réplica pertenecen
al género Lactobacillus, lo cual se refleja en la alta proporcion de lecturas asociadas a

esta agrupacion.

Tabla 6. Estimacion de abundancia a nivel de especie para el metagenoma SRX3743982

Lecturas Nuevas Fraccion
Taxonomia Nivel de asignadas  Lecturas
Nombre ., N lecturas de lecturas
ID Taxonomia por afadidas .
estimadas totales
Kraken
Lactobacillus 1604 S 23810 1607 25417 0,23508
amylovorus
Lactobacillus 1584 S 13856 2714 16570  0,15326
delbrueckii
Bifidobacterium 33905 S 11575 14 11589 0,10719
thermophilum
Lactobacillus 1552735 S 9121 0 9121 0,08436
phage Ldl1
Lactobacillus 1613 S 7498 166 7664 0,07088

fermentum




En el metagenoma SRX3743980, correspondiente a la primera réplica de la muestra 5, se
identifico un perfil taxondémico dominado por la especie Megasphaera elsdenii, la cual
representd el 54,65 % del total de las lecturas. En segundo lugar, se posiciond
Lactobacillus amylovorus, con una representacion del 7,84 %, seguida por Lactobacillus
mucosae (6,49 %), Lactobacillus delbrueckii (5,77 %) y Bifidobacterium thermophilum

(4,61 %).

Como se puede apreciar en la Tabla 7, tres de las cinco especies mas abundantes
corresponden al género Lactobacillus, lo cual indica una importante presencia de
bacterias &cido-lacticas en esta muestra. Esta abundancia sugiere condiciones
fermentativas activas o residuales, tipicas de ambientes ricos en carbohidratos y acidos
organicos como la vinaza. Asimismo, la deteccién de Bifidobacterium thermophilum, una
especie adaptada al tracto intestinal de animales y conocida por su papel en la
fermentacion de oligosacaridos y polisacaridos complejos refuerza la presencia de

bacterias con funciones fermentativas potenciales (Ammor et al., 2007).

Tabla 7. Estimacion de abundancia a nivel de especie para el metagenoma SRX3743980

Lecturas Nuevas Fraccion
Taxonomia Nivel de asignadas Lecturas
Nombre . o lecturas  de lecturas
ID Taxonomia por afiadidas :
estimadas totales
Kraken
Megasphaera 907 S 53286 858 54144 0,50822
elsdenii
Lactobacillus 1604 S 7647 730 8377 0,07863
amylovorus
Lactobacillus 1584 S 5629 1290 6919 0,06494
delbrueckii
Lactobacillus 97478 S 6332 68 6400 0,06007
mucosae
Bifidobacterium 33905 S 4493 6 4499 0,04223

thermophilum




En el metagenoma SRX3743975, correspondiente a la tercera réplica de la muestra 6, se
observo un perfil taxonomico caracterizado por un predominio notable de especies
pertenecientes a la familia Lactobacillaceae. En Tabla 8 se puede observar que la especie
mas abundante fue Lactobacillus amylovorus, la cual represento el 21,85 % del total de
lecturas estimadas. Le siguieron Lactobacillus delbrueckii (18,43 %), Lactobacillus
fermentum (8,05 %) y Lactobacillus mucosae (7,70 %), lo que muestra que cuatro de las

cinco especies mas frecuentes corresponden a este mismo linaje bacteriano.

La Unica especie no perteneciente a Lactobacillus dentro de las mas representativas fue
Bifidobacterium thermophilum, con una proporcion del 12,42 %, también frecuente en
ambientes fermentativos. Este patron de dominancia de Lactobacillus se presenté de
forma consistente en las otras dos réplicas analizadas de la muestra 6 (metagenomas
SRX3743977 y SRX3743976), en las cuales Lactobacillus amylovorus también fue la
especie con mayor abundancia. La presencia significativa de Bifidobacterium
thermophilum, una bacteria intestinal tipica de animales de sangre caliente, refuerza el
perfil fermentativo de la comunidad microbiana, al tratarse de un organismo capaz de
metabolizar oligosacaridos complejos en ambientes pobres en oxigeno (Ammor et al.,

2007; Rios-Covian et al., 2016).

Tabla 8. Estimacion de abundancia a nivel de especie para el metagenoma SRX3743975

Lecturas Nuevas Fraccion
Taxonomia Nivel de asignadas Lecturas
Nombre . N lecturas  de lecturas
ID Taxonomia por afiadidas X
estimadas totales
Kraken
Lactobacillus 1604 S 22066 1515 23581 0,21475
amylovorus
Lactobacillus 1584 S 18614 3141 21755 0,19812
delbrueckii
Bifidobacterium 33905 S 12546 15 12561 0,11439
thermophilum
Lactobacillus 1613 S 8131 176 8307 0,07565
fermentum
Lactobacillus 07478 S 7775 70 7845 0,07144

mucosae




La especie méas frecuente en multiples metagenomas fue Megasphaera elsdenii,
especialmente dominante en SRX3743992, SRX3743986 y SRX3743980, con
representaciones superiores al 45 %. Esta bacteria es una fermentadora estricta de lactato,
comun en el rumen de rumiantes, y ha sido propuesta como estabilizadora del pH en
ambientes ricos en carbohidratos (Cabral & Weimer, 2024). Estudios como el de o0s Reis
et al. (2015), identifica a Megasphaera spp directamente en vinaza de cafia de azUcar
sometida a digestion anaerdbica, participando activamente en la produccion de
metabolitos fermentativos como acido butirico, etanol y propionato, asi como en la

generacion de hidrogeno.

Otras especies recurrentes son Bifidobacterium thermophilum vy Lactobacillus
amylovorus, las cuales han sido asociadas en la literatura con la portacion de genes de
resistencia a antibidticos como tetraciclinas, eritromicina y clindamicina, especialmente
en contextos agroindustriales (Ammor et al., 2007). Ademéas de Megasphaera elsdenii,
géneros como Lactobacillus y Mitsuokella han sido identificados como componentes
clave en metagenomas de vinaza de cafia, junto con representantes de los filos
Proteobacteria y Bacteroidetes (Callejas et al., 2022; Cassman et al., 2018; Mota et al.,

2024).

El analisis metagendmico realizado por Cassman et al. (2018) reporté una diversidad
microbiana relativamente baja, destacando como géneros mas representativos a
Lactobacillus, Megasphaera y Mitsuokella, todos pertenecientes al filo Firmicutes, que
en conjunto abarcaron entre el 35 % y el 97 % de las lecturas en las distintas muestras.
Ademas, también se detectaron otros géneros de interés, como Arcobacter y Alcaligenes

(Proteobacteria), Dysgonomonas (Bacteroidetes) y Bifidobacterium (Actinobacteria).



En contextos fermentativos acidogénicos con vinaza se han identificado microorganismos
funcionalmente activos como Clostridium ljungdahlii y Pectinatus frisingensis, los cuales
desempefian un papel fundamental en la modulacion de metabolitos y se ha descrito que
la formacidn de acetato a partir de la degradacion de la vinaza se atribuye principalmente

a Megasphaera y Clostridium (Mota et al., 2024).

4.6. Ensamblaje metagendémico

Con base en los resultados de los analisis taxonémicos previos (ver seccion 4.5), se
identifico que el metagenoma SRX3743975 presentaba la mayor abundancia relativa de
la familia Lactobacillaceae, segun los perfiles generados por Kraken2 y Bracken. Por
ende, se seleccion6 dicho metagenoma como modelo representativo para llevar a cabo la
validacion metodoldgica del ensamblaje y las etapas posteriores de binning y anotacién

en la plataforma KBase.

En la Figura 11 se presenta el reporte generado por QUAST, donde se comparan las
métricas de calidad de ensamblaje obtenidas para las herramientas MEGAHIT y

metaSPAdes, aplicadas exclusivamente al metagenoma SRX3743975.

El reporte generado por QUAST muestra que el ensamblaje con MEGAHIT present6 una
mayor longitud del contig (61637 pb) y una mayor suma de longitud total en contigs
>1000 pb (9938654 pb) respecto a metaSPAdes (57281 pb; 9504175 pb). Aunque el valor
N50 fue levemente superior en metaSPAdes (1059 vs. 1026), MEGAHIT tuvo un nimero
nulo de bases ambiguas (N’s), mientras que metaSPAdes presentdo 4829, lo cual

representa una ventaja en términos de limpieza y precision del ensamblaje.
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Figura 11. Comparacion del ensamblaje del metagenoma SRX3743975 con MEGAHIT y

metaSPAdes mediante QUAST

En la Figura 12, generada mediante la herramienta Compare Assembled Contig
Distributions, se puede observar las métricas de calidad clave, destacando nuevamente el
mejor desempefio del ensamblaje MEGAHIT en cuanto a longitud méxima de contig,
numero total de contigs >10 kb, y valores Nx favorables (N75, N90). Los histogramas de
distribucion muestran que MEGAHIT tiene una mayor proporcion de contigs intermedios
y largos, lo cual es deseable para una posterior reconstruccion genémica y analisis

funcional. Ademas, el ensamblaje con MEGAHIT muestra una curva ligeramente mas



pronunciada, indicando una mejor capacidad para generar secuencias continuas
menos fragmentos.
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Figura 12. Comparacion de distribuciones de contigs ensamblados del metagenoma

SRX3743975 con MEGAHIT y metaSPAdes

con

De acuerdo con los resultados obtenidos mediante QUAST y la herramienta Compare

Assembled Contig Distributions, se determind que MEGAHIT presentd un mejor

desempefio en métricas clave de ensamblaje en comparacion con metaSPAdes. Por este

motivo, se selecciond MEGAHIT como ensamblador estandarizado para el resto de las



muestras, y sus resultados se emplearon como base para las etapas posteriores. La
eleccion del ensamblador mas adecuado no es un proceso al azar, ya que su rendimiento
puede fluctuar notablemente en dependencia del tipo de muestra, la calidad de las
secuencias Yy los objetivos del estudio. Tal como indican Murigneux et al. (2020), incluso
al trabajar con tecnologias de secuenciacion avanzadas, resulta fundamental comparar
diferentes estrategias aplicadas sobre una misma muestra con el fin de identificar el
enfoque mas preciso, eficiente y ajustado a las necesidades bioldgicas del analisis. La
eleccion de MEGAHIT no solo se basé en estos resultados, sino que ademas permitié una
comparacion directa con los ensamblajes generados por metaSPAdes, como los
evidenciados en Cassman et al. (2018), aportando una validacion cruzada que respalda

la decision metodoldgica adoptada.

4.7.  Agrupamiento de contigs en bins y evaluacion de bins
Como parte del andlisis comparativo para definir la herramienta de binning
metagendmico mas adecuada, se proceso el ensamblaje del metagenoma SRX3743975

utilizando los algoritmos MaxBin2 y MetaBAT2.

La herramienta MaxBin2 generé 4 bins a partir de un total de 5110 contigs clasificados,
lo que represent6 el 19.4 % de los 26273 contigs de entrada. No obstante, un 78.9 % de
estos contigs fueron descartados por tener longitudes inferiores al umbral minimo
establecido (1500 pb) . A pesar de esta limitacion, los contigs agrupados por MaxBin2
sumaron 9151816 pb, equivalente al 40.9 % de la longitud total del ensamblaje. La
evaluacion de calidad mediante CheckM (Figura 13) evidencio variabilidad entre los bins,
con algunos presentando niveles moderados de contaminacion (zonas en tonos naranjas
y rojos) y heterogeneidad, ademas de pérdida de genes marcadores esenciales en ciertos

Casos.
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Figura 13. Evaluacion de calidad de los bins generados por MaxBin2 mediante CheckM

Por otro lado, el analisis con MetaBAT2 produjo 3 bins, agrupando un total de 502 contigs
(Figura 14). Aunque el nimero de contigs clasificados fue menor al de MaxBin2, la
contaminacion de los bins obtenidos fue menor. Los resultados de CheckM indicaron una
proporcion moderada de genes de copia Unica (color verde uniforme), sin sefiales visibles
de contaminacion o duplicacion, y con ausencia de genes perdidos en la mayoria de los

Casos.
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Figura 14. Evaluacion de calidad de los bins generados por MetaBAT2 mediante CheckM

Los resultados de CheckM sugieren una mayor precision en el agrupamiento de contigs
en bins por parte de MetaBAT2, en comparacion con MaxBin2. Por esta razdn,
MetaBAT2 fue seleccionado como herramienta estandar para el binning de los 18
metagenomas analizados en este estudio. La realizacion de esta evaluacion de bins es
esencial, ya que muchos genomas recuperados a partir de datos metagenémicos pueden

encontrarse incompletos o contaminados, y una caracterizacion adecuada de su calidad es



indispensable para realizar inferencias funcionales confiables en etapas posteriores (Parks

etal., 2015).

4.8. ldentificacion de genes de resistencia a antibioticos

En la Tabla 9 se detallan los resultados de la deteccion de genes de resistencia a
antibidticos en los bins obtenidos a partir del analisis de los 18 metagenomas. Se
identificaron genes en la mayoria de las muestras examinadas, entre los genes de
resistencia detectados destacan Inu(A), Inu(B), Inu(C), erm(B), IsaE, vat(E) y blaACI-1,
con altos porcentajes de identidad y cobertura, destacando valores que van desde 91.77

% hasta 100 % de identidad y una cobertura del 100 % en practicamente todos los casos.

Los genes de resistencia a antibioticos identificados en los bins de los metagenomas
analizados reflejan la presencia de determinantes genéticos funcionales, asociados
principalmente a lincosamidas, macrolidos, estreptograminas, beta-lactamicos y otros
antimicrobianos de importancia en medicina veterinaria y humana. Muchos de estos
genes han sido previamente descritos en bacterias del tracto intestinal de animales de
produccion, y su deteccidn en la vinaza sugiere que esta matriz actlia como reservorio y

posible vehiculo de diseminacion de resistencia en ambientes agricolas.

El gen Inu(A), por ejemplo, codifica una nucleotidiltransferasa que confiere resistencia
especifica a lincomicina mediante inactivacion enzimatica. Este gen ha sido detectado en
Staphylococcus lugdunensis en entornos hospitalarios, contenido en un plasmido
multirresistencia (pCGMH_SL138), junto a genes que confieren resistencia a
aminoglucosidos, tetraciclinas y biocidas como la clorhexidina, evidenciando su
insercion en clusteres moviles de alta complejidad (Chang et al., 2022). Su presencia en
la vinaza indica una posible transferencia desde microbiota intestinal o ambiental

expuesta a antibioticos.



De igual manera, el gen Inu(B) ha sido reportado en cepas de Staphylococcus aureus
asociadas a animales, incluidos linajes tipicos de origen ganadero (ST398, ST9), y puede
estar presente tanto en plasmidos como en el cromosoma (Lozano et al., 2012). La amplia
distribucion de este gen entre cepas humanas y animales subraya su potencial de
transferencia cruzada, especialmente en contextos de uso compartido de antimicrobianos

como las lincosamidas en produccién animal.

El gen Inu(C) representa otra variante funcional con alta actividad frente a lincomicina.
En Brachyspira hyodysenteriae, patégeno entérico porcino, Inu(C) se ha detectado en el
transposdn MTnSagl, y su presencia se asocié a un aumento significativo en la
concentracion minima inhibitoria (MIC) frente a este antibidtico (De Luca et al., 2018).
Ademas, se ha reportado en Campylobacter coli de origen avicola, donde se ubica dentro
de un transposon MTnSag1-like integrado en el cromosoma, confiriendo una resistencia
de al menos 32 veces superior a cepas susceptibles (W. Li et al., 2023). Estas
investigaciones demuestran que Inu(C) tiene una elevada movilidad genética y puede
diseminarse por transformacion natural o recombinacion, por lo que su deteccion en

vinaza resulta especialmente relevante.

Otro gen ampliamente identificado fue erm(B), codificante de una metiltransferasa
ribosomal que otorga resistencia cruzada a macroélidos, lincosamidas y estreptograminas
del tipo B (MLSB). Este gen fue detectado en Campylobacter coli aislado de carne de
pollo comercializada en Lima, Pert, con una frecuencia superior al 50 % en cepas

resistentes a eritromicina (Anampa et al., 2020).

El gen Isa(E), perteneciente a la familia ABC-F, fue identificado por primera vez en 2013
en cepas de Staphylococcus aureus tanto sensibles como resistentes a meticilina
(Wendlandt et al., 2013). Segin Shan et al. (2022), este gen confiere resistencia

combinada a lincosamidas, pleuromutilinas y estreptograminas tipo A y se ha encontrado



formando parte de clusteres de genes multirresistencia junto a aadkg, spw y Inu(B), entre
otros. Hasta la fecha, se han descrito diversas variantes de estos clUsteres en géneros como
Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus y otras bacterias Gram-positivas (Shan et

al., 2022).

Asimismo, el gen blaACI-1, también identificado como ACI-1, codifica una beta-
lactamasa de espectro extendido presente en Acidaminococcus intestini, una bacteria
comensal de humanos y animales. Este gen ha sido asociado a transposones contenidos
en fago-provirus en el microbioma intestinal, y se ha reportado en mas del 4 % de
metagenomas humanos analizados globalmente (Rands et al., 2018). Su localizacion en
elementos maviles complejos sugiere una elevada capacidad de transferencia horizontal,
y su presencia en residuos organicos como la vinaza refuerza la necesidad de un manejo
controlado de este subproducto, especialmente cuando se emplea como fertilizante en

sistemas abiertos.

Los resultados obtenidos con las bases de datos ResFinder y CARD fueron en general
muy similares. En multiples ocasiones, ambas bases reportaron genes relacionados al
mismo tipo de resistencia dentro del mismo bin, aunque con diferencias en la
nomenclatura. Por ejemplo, se observé una coincidencia frecuente entre Inu(C) 1 en
ResFinder y InuC en CARD, asi como entre blaACI-1_1 y ACI-1. Estos pares se
detectaron con idénticos niveles de identidad y cobertura, reflejando una correspondencia

clara entre ambas bases de datos.

Un patrén notable fue el caso de los genes Inu(B)_2 y IsaE, que aparecieron de forma
alternada entre ResFinder y CARD, pero casi siempre en los mismos bins. Este
comportamiento fue recurrente a lo largo de varias muestras. Este patron podria generar
confusion, pero es importante destacar que, aunque Inu(B) 2y Isa(E) pueden aparecer en

el mismo bin y conferir resistencia a un antibiético comin como la lincomicina, no son



el mismo gen ni acttan por el mismo mecanismo. Como antes se mencionaba, Inu(B)_2
codifica una nucleotidiltransferasa que inactiva directamente las lincosamidas mediante
adenyilacién, mientras que Isa(E) pertenece a la familia de proteinas ABC-F, las cuales
no modifican el antibiotico, sino que protegen el ribosoma bacteriano del efecto del
farmaco. Como sefialan (Shan et al., 2022), este gen suele localizarse en clusteres
multirresistencia, donde puede encontrarse junto a Inu(B), aadE, spw y otros genes, lo

cual explica su co-ocurrencia frecuente, pero no implica equivalencia funcional.

También se puede observar en la Tabla 9 que los genes de resistencia identificados afectan
a una diversidad de clases de antibidticos de relevancia veterinaria y médica, entre ellas:
lincosamidas, macrdlidos, estreptograminas, beta-lactdmicos (penem, penam,
cefalosporinas), oxazolidinonas, pleuromutilinas, tetraciclinas y fenicoles. Muchas de
estas clases son catalogadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
antibidticos de importancia critica para la salud humana debido a su uso en infecciones
graves, especialmente en casos donde existen pocas alternativas terapéuticas (World

Health Organization, 2019).

Dentro de los antibioticos a los que se detectd resistencia en los metagenomas analizados,
destacan los beta-lactamicos, una clase fundamental en la medicina moderna que incluye
a las penicilinas, cefalosporinas, penem y monobactdmicos. Estos antibidticos actdan
inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana al blogquear las proteinas fijadoras de
penicilina (PBPs), lo que resulta en la lisis de la célula (Pandey & Cascella, 2023). Su uso
generalizado en el tratamiento empirico de infecciones graves ha llevado a un aumento
progresivo en los mecanismos de resistencia, entre ellos la produccion de beta-
lactamasas, enzimas capaces de hidrolizar el anillo beta-lactdmico y anular su eficacia
(Pandey & Cascella, 2023). Este fendmeno ha sido identificado como una amenaza

creciente a la salud pablica mundial, pues compromete la eficacia de farmacos de amplio



espectro, incluidos los de ultima linea como los carbapenémicos y cefalosporinas de
tercera generacion, utilizados en infecciones multirresistentes en humanos (Gaude &

Hattiholli, 2013).

Otro grupo importante de antibidticos a los que se detecto resistencia en los metagenomas
analizados fueron las lincosamidas, como la lincomicina y la clindamicina, generalmente
usadas en medicina humana y veterinaria. Estos compuestos actian sobre el ARN
ribosomal 23S, inhibiendo la sintesis proteica bacteriana (Yang et al., 2024). La
resistencia puede surgir por metilacion ribosomal mediada por genes erm o por efecto de
enzimas modificadoras como las adenililtransferasas codificadas por Inu y Isa (Sundlov
& Gulick, 2009). Esta resistencia es preocupante, ya que estudios como el de (Yang et
al., 2024), han mostrado evidencia de transferencia horizontal de genes de resistencia
entre bacterias humanas, animales y ambientales, por ejemplo, se ha documentado cdmo
los ARGs provenientes de humanos pueden ingresar al ambiente a través de aguas
residuales y residuos agricolas, como excretas o0 subproductos fermentativos aplicados al

suelo, permitiendo su posterior captacion por bacterias del entorno.

Es importante destacar que, en muchos metagenomas, todos los genes de resistencia
detectados se localizaron en un solo bin, como ocurrié con el BIN 4 de las muestras
SRX3743992 y SRX3743991, y el BIN 2 de la muestra SRX3743979. En varias muestras
se detectaron diversos genes de resistencia, por ejemplo, en SRX3743980, SRX3743981
y SRX3743986, pero, por otro lado, muestras como SRX3743989 y SRX3743978 no

presentaron deteccion de genes con los parametros aplicados.

La diseminacion de estos genes por fertirrigacion puede facilitar su incorporacion al
microbioma del suelo, plantas y animales, incrementando el riesgo de transferencia
indirecta a humanos mediante consumo de alimentos, agua o contacto ambiental. Tal

como advierten (Forsberg et al., 2012), los suelos pueden tornarse reservorios evolutivos



de genes de resistencia, alimentados continuamente por aportes de origen animal o

antropico, como los residuos organicos no tratados.



Tabla 9. Genes de resistencia detectados en los bins de los 18 metagenomas por ResFinder y CARD

o . .
Muestra  Accession SRA N° de .b'ns .B'n Base de G_en de. Clase de antibiético % ldentidad % Cobertura
obtenidos  asignado datos resistencia
BIN 4 Resfinder Inu(C)_1 Lincomicina 99,19% 100%
BIN 4 Resfinder blaACI-1 1 - 99,77% 100%
1.SRX3743992 6 BIN 4 CARD InuC Lincosamida 99,19% 100%
BIN 4 CARD ACI-1 Cefa'os‘l)aoerrlgﬁr;] Penam; 99,77% 100%
Nov. BIN 4 Resfinder Inu(C)_1 Lincomicina 99,19% 100%
2.SRX3743991 6 : .
2013 BIN 4 CARD InuC Lincosamida 99,19% 100%
BIN 3 Resfinder Inu(C)_1 Lincomicina 99,19% 100%
BIN 3 Resfinder blaACI-1 1 - 99,77% 100%
3.SRX3743990 6 BIN 3 CARD InuC Lincosamida 99,19% 100%
BIN 3 CARD ACI-1 Cefa'“‘g&gﬁ; Penam; 99,77% 100%
4. SRX3743989 4 - - - - - -
BIN 6 Resfinder Inu(A)_1 Lincomicina 98,97% 100%
5.SRX3743988 6 . .
BIN 6 CARD InuA Lincosamida 98,97% 100%
Eritromicina;
Lincomicina;
Dic. BIN6  Resfinder  erm(B)_18 g:;ir‘ndoap”r’i'sct'irr‘]i;, 99,61% 99,74%
2013 Pristinamicina IA;
6.SRX3743987 6 Virginiamicina S
BIN 6 Resfinder Inu(A)_1 Lincomicina 98,97% 100%
BIN 6 CARD ErmB Lincosamida; Macrdlido; g4 59, 100%
Estreptogramina '
BIN 6 CARD InuA Lincosamida 98,97% 100%
7.SRX3743986 5 BIN 2 Resfinder Inu(C)_1 Lincomicina 99,19% 100%




BIN2 CARD InuC Lincosamida 99,19% 100%
BIN4A  Resfinder  Inu(B)_2 L incomicina; 100% 100%
Clindamicina
Dalfopristina;
BIN 4 Resfinder vat(E) 5 Pristinamicina l1A; 100% 100%
Virginiamicina M
Lincosamida; Macrélido;
Oxazolidinona; Fenicol;
BIN 4 CARD IsaE Pleuromutilina; 100% 100%
Estreptograming;
Tetraciclina
Jul. BIN 4 CARD vatE Estreptogramina 100% 100%
2014 BIN 3 Resfinder Inu(C)_1 Lincomicina 99,19% 100%
BIN 3 CARD InuC Lincosamida 99,19% 100%
BIN5  Resfinder  Inu(B) 2 Lincomicina, 100% 100%
Clindamicina
8.SRX3743985 Lincosamida; Macrdlido;
Oxazolidinona; Fenicol;
BIN5 CARD IsaE Pleuromutilina; 100% 100%
Estreptogramina;
Tetraciclina
BIN 2 Resfinder blaACI-1 1 - 99,77% 100%
9.SRX3743984 ina: -
BIN 2 CARD ACI-1 Cefa'OSpPOerr:zz’] Penam; 99,77% 100%
Eritromicina;
Lincomicina;
BIN 3 Resfinder erm(B) 18 C“.n dam_lc!na;. 99,85% 99,74%
Quinopristing;
Ago. 10.SRX3743983 Pristinamicina IA;
2014 Virginiamicina S
BIN 3 CARD ErmB Lincosamida; Ma(_:rolldo; 99.73% 100%
Estreptogramina
11.SRX3743982 BIN 2 Resfinder Inu(A)_1 Lincomicina 98,97% 100%




Lincomicina;

BIN 2 Resfinder Inu(B)_2 . . 100% 100%
Clindamicina
BIN 2 CARD InuA Lincosamida 98,97% 100%
Lincosamida; Macrélido;
Oxazolidinona; Fenicol;
BIN 2 CARD IsaE Pleuromutilina; 100% 100%
Estreptogramina;
Tetraciclina
Eritromicina;
Lincomicina;
. Clindamicina;
BIN 1 Resfinder erm(B)_18 Quinopristina; 99,21% 99,48%
Pristinamicina IA;
Virginiamicina S
BIN2  Resfinder  Inu(B)_2 Lincomicina, 100% 100%
Clindamicina
BIN 2 Resfinder Inu(C)_1 Lincomicina 99,19% 100%
BIN 2 Resfinder blaACI-1 1 - 99,77% 100%
12.SRX3743981 3 . - i
BIN 1 CARD ErmB Lincosamida; Macrolido; 99,60% 99,87%
Estreptogramina
Lincosamida; Macrélido;
Oxazolidinona; Fenicol;
BIN 2 CARD IsaE Pleuromutilina; 100% 100%
Estreptogramina;
Tetraciclina
BIN 2 CARD InuC Lincosamida 99,19% 100%
BIN 2 CARD ACI-1 Cefa'OSpPOerr:zz’] Penam; 99,77% 100%
Dalfopristina;
Oct. BIN 1 Resfinder vat(E)_5 Pristinamicina IlA; 100% 100%
2014 13.SRX3743980 3 Virginiamicina M
BIN 1 Resfinder Inu(A)_1 Lincomicina 91,77% 100%




Eritromicina;

Lincomicina;
BIN1  Resfinder  erm(B) 6 Clindamicina; 99,72% 96,39%
Quinopristina;
Pristinamicina IA;
Virginiamicina S
BIN2  Resfinder  Inu(B). 2 Lincomicina, 100% 100%
Clindamicina
BIN 3 Resfinder Inu(C)_1 Lincomicina 99,19% 100%
BIN 1 CARD vatE Estreptogramina 100% 100%
BIN 1 CARD InuA Lincosamida 91,77% 100%
BIN 1 CARD ErmB Lincosamida, Macrolido; g9 799, 96,39%
Estreptogramina
Lincosamida; Macrdlido;
Oxazolidinona; Fenicol;
BIN 2 CARD IsaE Pleuromutilina; 100% 100%
Estreptograming;
Tetraciclina
BIN 3 CARD InuC Lincosamida 99,19% 100%
BIN 2 Resfinder blaACI-1 1 - 99,53% 100%
BIN2  Resfinder  Inu(B)_2 Lincomicina; 100% 100%
— Clindamicina
BIN 2 Resfinder Inu(C)_1 Lincomicina 99,19% 100%
BIN 2 CARD ACI-1 Cefa'os'[;,o””a; Penam; 99,53% 100%
14.SRX3743979 2 : enem
Lincosamida; Macrdlido;
Oxazolidinona; Fenicol;
BIN 2 CARD IsaE Pleuromutilina; 100% 100%
Estreptogramina;
Tetraciclina
BIN 2 CARD InuC Lincosamida 99,19% 100%
15.SRX3743978 2 - - - - - -




Nov.
2014

16.SRX3743977

2

BIN 2

Resfinder

Eritromicina;
Lincomicina;
Clindamicina;
Quinopristina;
Pristinamicina IA;
Virginiamicina S

erm(B)_18

99,21%

99,48%

BIN 2

CARD

Lincosamida; Macrélido;

ErmB Estreptogramina

99,60%

99,87%

17.SRX3743976

3

BIN 1

Resfinder

Lincomicina;

Inu(B)_2 Clindamicina

100%

100%

BIN 1

Resfinder

Eritromicina;
Lincomicina;
Clindamicina;
Quinopristina;
Pristinamicina IA;
Virginiamicina S

erm(B)_18

98,95%

99,74%

BIN 1

CARD

Lincosamida; Macrélido;
Oxazolidinona; Fenicol;
IsaE Pleuromutilina;
Estreptogramina;
Tetraciclina

100%

100%

BIN 1

CARD

Lincosamida; Macrélido;

ErmB Estreptogramina

99,73%

100%

18.SRX3743975

4

BIN 2

Resfinder

Inu(A)_1 Lincomicina

98,97%

100%

BIN 2

Resfinder

Lincomicina;
Inu(B)_2 Clindamicina

100%

100%

BIN 2

Resfinder

Eritromicina;
Lincomicina;
Clindamicina;
Quinopristina;
Pristinamicina IA;
Virginiamicina S

erm(B)_18

98,95%

100%

BIN 2

CARD

InuA Lincosamida

98,97%

100%




Lincosamida; Macrélido;
Oxazolidinona; Fenicol;

BIN 2 CARD IsaE Pleuromutilina; 100% 100%
Estreptogramina;
Tetraciclina
BIN 2 CARD ErmB Lincosamida; Macrolido; g4 640, 99,87%

Estreptogramina




4.9.  Anotacion del genoma

Siguiendo con el proceso de la anotacion gendmica, se integraron los resultados del
binning realizado con MetaBAT2 y MaxBin2 sobre el ensamblado del metagenoma
SRX3743975. La optimizacion con DAS Tool permiti6 consolidar un total de tres bins, a
partir de 2372 contigs clasificados sobre un total de 26273 contigs ensamblados. Estos
resultados se presentan en la Figura 15, que muestra la distribucién de puntuaciones
(binScore > 0.25) para cada uno de los métodos de binning utilizados. EI gréfico sugiere
una agrupacion eficiente por parte de DAS Tool, con valores de binScore consistentes y

competitivos respecto a los métodos individuales.

Figura 15. Distribucion de puntuaciones de los bins generados con DAS Tool

Posteriormente, los bins obtenidos por DAS Tool fueron evaluados mediante CheckM.
La Figura 16 muestra la presencia de genes de copia Unica, genes faltantes,

heterogeneidad y contaminacion por cada bin.
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Figura 16. Evaluacion de la calidad los bins obtenidos con DAS Tool

Como se puede ver también en la Tabla 10, los resultados evidencian que el bin.002
presentd un nivel de completitud del 66.8 % y una contaminacion del 4.01 %, siendo
ademas identificado como perteneciente al género Lactobacillus, correspondiente a una

bacteria de la familia Lactobacillaceae.

Tabla 10. Evaluacion de linaje de CheckM

Bin Name Marker Lineage  # Genomes ¥ Markers ¥ Marker Sets 0 1 2 3 4 5 Completeness Contamination

b 001 g_ Prevotella 35 567 296 351 203 11 2 0 O 3622 2.01
bin 003 g Lactobacillus 91 430 154 128 289 11 1 0 | 668 4.01
hin 003 p__Actinobacteria 31 211 124 138 70 3 0 0 0 2487 1.16

Los resultados obtenidos de la herramienta Annotate Multiple Microbial Assemblies

fueron los siguientes:

En el Bin.002, correspondiente a una bacteria del género Lactobacillus, se obtuvo un total
de 1,181 contigs y una longitud de 2,406,080 pares de bases. Este tamafio se encuentra
dentro del rango caracteristico para miembros del género, cuyo genoma puede oscilar
entre 1.8 y 3.3 Mb, dependiendo de la especie y su nicho ecoldgico (Kant et al., 2011). El
contenido de GC fue del 37.30 %, valor también concordante con lo reportado para
especies adaptadas a ambientes fermentativos o al tracto gastrointestinal, en donde el
contenido de guanina y citosina suele situarse entre 33 % y 51 % (Kant et al., 2011;

Makarova et al., 2006).



La anotacion estructural del bin 002 permitid identificar un total de 4,070 elementos
gendmicos, de los cuales 3,673 fueron genes codificantes de proteinas y 397 fueron
elementos no codificantes. Dentro de estos ultimos se incluyeron 84 genes de ARN
(rRNA y tRNA), 305 regiones repetidas y elementos asociados a sistemas CRISPR,

distribuidos en 1 arreglo CRISPR, 4 repeticiones CRISPR y 3 espaciadores.



5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones
El control de calidad, realizado con herramientas como FastQC, Trimmomatic y
MultiQC, permitié obtener secuencias con altos estandares de calidad, con puntajes Phred

superiores a 34 y sin lecturas de baja calidad.

Se logré recuperar, ensamblar y analizar metagendmicamente un total de 18 conjuntos de
datos de vinaza provenientes de cafia de azucar, organizados en seis muestras con tres

réplicas cada una.

La clasificacion taxondmica revel6 una riqueza bacteriana en las muestras analizadas, con
predominancia de los filos Firmicutes, Actinobacteria y Proteobacteria. La especie,
Megasphaera elsdenii fue la mas predominante en multiples metagenomas, seguida por
representantes del género Lactobacillus como L. amylovorus, L. delbrueckii y L.
fermentum, lo cual evidencia una comunidad microbiana fermentativa tipica de residuos

organicos agroindustriales

El metagenoma SRX3743975, que present6 la mayor abundancia relativa de bacterias del
género Lactobacillus, fue utilizado como modelo para la validacion metodolégica. El
ensamblaje de sus secuencias mediante MEGAHIT ofreci6 mejores métricas que
metaSPAdes, destacando en longitud de contigs, ausencia de ambigiiedades (N’s) y
proporcién de secuencias largas. La calidad del ensamblaje fue clave para obtener bins

representativos y facilitar la identificacion precisa de genes de resistencia.

En total, se detectaron genes de resistencia a antibidticos (ARGs) en 16 de los 18
metagenomas analizados, con niveles de identidad y cobertura superiores al 90 %. La
busqueda mediante ABRicate, en conjunto con las bases de datos CARD y ResFinder,

permitio identificar genes como Inu(A), Inu(B), Inu(C), erm(B), Isa(E), vat(E) y blaACI-



1, asociados a la resistencia de antibioticos como lincosamidas, macrolidos,
betalactamicos, estreptograminas y otros antibioticos de importancia médica y
veterinaria. Los genes detectados fueron encontrados en mdltiples bins, y en muchos
casos, coexistieron varios ARGs en una misma unidad genomica. Esta coocurrencia
sugiere la presencia de clusteres multirresistencia y refleja la circulacion activa de
mecanismos de resistencia en las comunidades microbianas de la vinaza. Ademas, se
identificaron genes con mecanismos distintos de resistencia a un mismo antibiotico, como

Inu(B) 2 e Isa(E).

A partir del ensamblaje optimizado y del agrupamiento de contigs mediante MetaBAT2
y DAS Tool, se obtuvieron bins de alta calidad evaluados con CheckM. Entre ellos, se
destacé el bin.002, correspondiente a Lactobacillus, con un genoma de 2,4 Mb, contenido
GC del 37,3 %, completitud del 66,8 % y contaminacion del 4,01 %, segun los parametros
evaluados con CheckM. La anotacidn estructural identifico 3.673 genes codificantes, 84
ARN y 305 regiones repetidas, incluidos elementos CRISPR. Estas meétricas coinciden
con lo reportado en estudios de gendémica comparativa para bacterias de la familia

Lactobacillaceae.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda incorporar un paso previo de descontaminacion de las secuencias,
mediante el mapeo y eliminacion de lecturas contaminantes antes del ensamblaje con
herramientas como Bowtie2, que permiten alinear las lecturas contra genomas de
referencia especificos y filtrar aguellas que no corresponden al contenido microbiano de

intereés.

Se sugiere implementar un enfoque de co-ensamblaje o binning basado en cobertura

diferencial entre multiples muestras, lo cual puede mejorar la calidad y resolucion de los



bins generados para obtener reconstrucciones genomicas mas completas y menos

contaminadas.

Se recomienda replicar este estudio utilizando muestras de vinaza obtenidas directamente
en ingenios ecuatorianos, con el fin de generar datos especificos del contexto local y

fortalecer la aplicabilidad regional de los resultados.

Se sugiere incorporar técnicas experimentales complementarias, como PCR cuantitativa,
cultivo bacteriano selectivo o pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, permitiria
validar la expresion funcional de los genes de resistencia detectados in silico y confirmar

su relevancia desde una perspectiva fenotipica.

En futuras investigaciones, se sugiere profundizar en el analisis funcional de los bins
obtenidos, explorando la presencia de elementos genéticos moviles, sistemas de
secrecion, plasmidos y rutas metabdlicas asociadas a resistencia, con el fin de caracterizar

de manera mas completa el potencial adaptativo y evolutivo de las bacterias identificadas.

Se recomienda la integracién de enfoques multi-6micos, como la metatranscriptémica o
la metaprotedmica, lo cual representaria una linea de trabajo valiosa para identificar genes
de resistencia con expresion activa en condiciones ambientales reales, superando la

limitacion de detectar inicamente su presencia genémica.

Para finalizar, se sugiere mantener una revision periodica del pipeline bioinformatico
empleado, evaluando la disponibilidad de herramientas actualizadas que mejoren la
sensibilidad, especificidad o eficiencia del analisis metagenomico. En caso de identificar
mejoras metodoldgicas, estas deberian documentarse como recomendaciones para su
implementacion futura, garantizando la evolucion continua del enfoque analitico y la

calidad de los resultados generados.
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ANEXQOS

Anexo 1. Tabla resumen de las estadisticas generales de MultiQC

Sample Dups GC Median len Seqs
Trimmomatic on SziﬁZfQ?S_forward _R1 161968282 46 294 0,426478
Trimmomatic on S;%E)t(i?;g:jl3975_reverse _R2 226613630 45 174 0,426478
Trimmomatic on Szzﬁg%?@forward _R1 152365012 46 294 0,357855
Trimmomatic on SI;%;?;Z;13976_reverse _R2 10911822 45 174 0,357855
Trimmomatic on Slzzi:ifg??_forward _R1 204888255 39 294 0,345323
Trimmomatic on SI;;?Z;BQ??_reverse _R2 310051049 38 184 0,345323
Trimmomatic on Szzﬁ2§3978_forward _R1 240806705 39 294 0,275443
Trimmomatic on SI;;(is;ZéBQ?S_reverse _R2 272367248 39 184 0,275443
Trimmomatic on SI:;(ﬁ(?;éSg?Q_forward _R1 12431237 44 294 0,315382
Trimmomatic on SI;;(i?Z§3979_reverse _R2 1,36548425 44 174 0,315382
Trimmomatic on SI:;(%?QSOJorward “R1 105035394 44 294 0,492812
Trimmomatic on SI;;(i?;Z;l3980_reverse _R2 155173356 44 174 0,492812
Trimmomatic on Slzzi3r$3981_forward _R1 00029244 44 294 0,436696
Trimmomatic on SI;;(i?;Zf%l_reverse _R2 153333466 44 174 0,436696
Trimmomatic on Slzzi3r$3982_forward _R1 247838022 45 294 0,463837
Trimmomatic on SI;;(is;Zal3982_reverse _R2 209380313 44 174 0,463837
Trimmomatic on SI?);(?rZé3983_forward _R1 363373444 39 294 0,48001
Trimmomatic on SI:;(i?Z;lBg%_reverse _R2 412092263 39 174 0,48001
Trimmomatic on Siﬁﬁ133984_forward _R1 0,80564721 51 214 0,425293
Trimmomatic on SI;;?Z§3984_reverse _R2 148329701 51 164 0,425293
Trimmomatic on SI;;(iBrZﬁS%S_forward _R1 0,95430064 51 214 0,492911
Trimmomatic on SI;E)i(iS;Z:3985_reverse _R2 18773214 51 164 0,492911
Trimmomatic on Slzzfrzzé?,g%_forward _R1 0,83555874 51 214 0,356227
Trimmomatic on SI:;(is;233986_reverse _R2 160967497 51 164 0,356227
Trimmomatic on SRX3743987_forward _R1 041367948 47 294 0,534057

paired




Trimmomatic on SRX3743987 reverse R2
paired

Trimmomatic on SRX3743988 forward _R1
paired

Trimmomatic on SRX3743988 reverse R2
paired

Trimmomatic on SRX3743989 forward _R1
paired

Trimmomatic on SRX3743989 reverse R2
paired

Trimmomatic on SRX3743990 forward R1
paired

Trimmomatic on SRX3743990 reverse R2
paired

Trimmomatic on SRX3743991 forward R1
paired

Trimmomatic on SRX3743991 reverse R2
paired

Trimmomatic on SRX3743992 forward R1
paired

Trimmomatic on SRX3743992_reverse _R2
paired

1,02138334
0,40479324
0,95021153
0,31369515
1,06137035
0,70196316
1,54494581
0,64870977
1,56163991
0,71335447

1,64166375

Anexo 2. Parametros utilizados en el Trimmomatic

Tool Parameters

Input Parameter Value
Single-end or paired-end pair_of_files
reads?

Input FASTQ file (R1/first of

3 SRX3743978:forward
pair

Input FASTQ file (R2/second

4: SRX3743978:reverse

of palr)
Perform initial ILLUMINACLIP false
slep?
Select Tnmmomatic SLIDINGWINDOW
operation to perform
Number of bases 10 4

average across

Average quality required 38
Qutput trimlog file? false
Output trimmomatic log false

messages?

47

48

48

49

48

52

51

51

51

51

51

174

224

174

224

174

214

164

224

164

224

164

0,534057
0,509714
0,509714
0,40687

0,40687

0,460746
0,460746
0,447786
0,447786
0,454737

0,454737

A B

R B



Anexo 3. Diagrama circular de Krona del metagenoma SRX3743991
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Anexo 4. Diagrama circular de Krona del metagenoma SRX3743990
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Anexo 5. Diagrama circular de Krona del metagenoma SRX3743989
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Anexo 7. Diagrama circular de Krona del metagenoma SRX3743985
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Anexo 9. Diagrama circular de Krona del metagenoma SRX3743983
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Anexo 10. Diagrama circular de Krona del metagenoma SRX3743981
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Anexo 11. Diagrama circular de Krona del metagenoma SRX3743979
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Anexo 13. Diagrama circular de Krona del metagenoma SRX3743977
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