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1 RESUMEN

Antecedentes: Las especies bacterianas pertenecientes al género Vibrio son bacterias haléfilas de
tipo gramnegativas que habitan en entornos marinos, manglares, estuarios y por ende en el sistema
digestivo de los crustaceos. Este proyecto tiene como objetivo generar un pipeline que permita la
limpieza, ensamblaje, pulido y anotacidn funcional e identificacidn a nivel de especie de lecturas crudas
para el género Vibrio spp. obtenidas a través de secuenciacion ONT e lllumina, usando diversas

herramientas bioinformaticas de codigo abierto disponible para GNU/Linux.

Métodos: Se realizd una investigacion de tipo experimental con datos secundarios extraidos del
Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés) con nimero de
accesion SRR21422415 (Vibrio spp CCB-PB317 Nanopore) y SRR21422416 (Vibrio spp CCB-PB317 lllumina).
La evaluacién de calidad se realizé mediante Nanoplot y FastQC respectivamente, a la muestra
SRR21422415 se le aplicé una limpieza de los datos con Porechop. Posteriormente se realizé el ensamblaje
de los datos limpios de Nanopore con los ensambladores Canu y Flye, los cuales fueron evaluados usando
QUAST y BUSCO, seleccionando asi el mejor ensamblaje. Se propuso mejorar el ensamblaje obtenido de
Nanopore haciendo un pulido con los datos de Illumina, empezando con un mapeo mediante Bowtie2 e
indexando con Samtools, los cuales sirvieron de entrada para Pilon. Una vez completado el proceso de
pulido se procedié a evaluar el ensamblaje con QUAST y BUSCO. Todos los procesos mencionados fueron
procesados en un entorno GNU/Linux a través de consola y usando diversos ambientes de Anaconda.
Finalmente, el ensamblaje final fue ingresado en el Centro de Recursos de Bioinformdtica Bacteriana y
Viral (BV-BRC, por sus siglas en inglés) para realizar el Analisis Integral del Genoma (CGA, por sus siglas en
inglés) el cual comprende detalles del genoma ensamblado, anotacién funcional, anotacion proteica,
analisis de subsistemas, genes especiales, genes anotados relacionados con mecanismos de resistencia

antimicrobiana (AMR) y un arbol filogenético que permite ubicar el genoma con el mas cercano.



Resultados: El genoma de Vibrio fue ensamblado a partir de las lecturas obtenidas de bases de
datos publicas utilizando los ensambladores de novo Canu y Flye. Evaluamos la calidad de los ensamblajes
mediante QUAST obteniendo las siguientes estadisticas para Canu (contigs=8, contig mas largo=3,075,685
pb, total longitud=5,196,194 pb, N50=3,075,685, %GC=44.92) y Flye (contigs=4, contig mas
largo=3,118,351 pb, total longitud=5,175,891 pb, N50=3,118,351, %GC=44.87). Adicionalmente,
evaluamos la integridad de los genes ensamblados mediante BUSCO y se obtuvo para Canu 81.5% y Flye
91.4% de genes completos (C) identificados en el dataset vibrionales_0db10 de BUSCO. Observamos
mejores estadisticas en las dos herramientas utilizando el ensamblaje realizado con Flye, el cual se
procedid a realizar el proceso de pulido (polishing) mediante lecturas de Illumina. Se evaludé y compard la
calidad del ensamblaje de Flye pulido nuevamente con QUAST (contigs=4, contig mas largo=3,118,981 pb,
total longitud=5,176,947 pb, N50=3,118,981, %GC=44.87, #Ns=0) y al evaluar la integridad de los genes
ensamblados mediante BUSCO se obtuvo un 100.0% de genes altamente conservados de categoria
completos (C) identificados en el dataset vibrionales_odb10 de BUSCO, reflejando una mejora significativa
al comparar el ensamblaje de Flye sin pulir con el mismo ensamblaje posterior al proceso de pulido. Al
ingresar el ensamblaje de Flye pulido al BV-BRC y realizar el Analisis Integral del Genoma (CGA), se obtuvo
que el genoma analizado estd constituido por 4 contigs el primero con una longitud de 3,118,981 pb (3,1
Mb) y %GC=44.72 el cual fue identificado como el cromosoma | grande, el segundo con una longitud de
1,831,277 pb (1,8 Mb) y %GC=44.95 el cual fue identificado como el cromosoma Il pequefio, estos
cromosomas son caracteristicos del género Vibrio spp. Ademas, se identificaron dos contigs pequefios de
48,036 pb (48 Kb), %GC=46.45 y 178,653 pb (178 Kb), %GC=46.21 respectivamente los cuales
corresponden a plasmidos. En la anotacidn del genoma se obtuvieron 4791 CDS, 125 ARNt, 100 regiones
repetitivas, 33 ARNr, 1112 proteinas hipotéticas, 1086 proteinas segun la asignacién Enzyme Commission
Number (EC number), 905 proteinas con asignacion Gene Ontology (GO) y 4648 proteinas con asignacion

de familia de género cruzado por PATRIC (PGfam). En el caso de genes especiales el CGA anoté un total



de 44 genes relacionados con mecanismos de resistencia antimicrobiana, 40 genes relacionados con
posibles objetivos farmacoldgicos, 64 genes transportadores y 114 genes relacionados con factores de
virulencia, finalmente el Analisis Integral de Genoma determiné que por medio de un analisis filogenético

que la especie mas cercana a nuestro genoma corresponde a Vibrio alginolyticus.

Conclusiones: El desarrollo exponencial de los ultimos afios de las tecnologias de secuenciacién
masiva permite en la actualidad obtener millones de secuencias de ADN a una gran velocidad y un costo
cada vez menor, lo que genera una elevada cantidad de datos crudos en diversas bases de datos, entre
ellas el Sequence Read Archive (SRA, por sus siglas en inglés) del NCBI. Por tal motivo el disefio de pipelines
(tuberias) para el andlisis de dichos datos que permita extraer la mayor cantidad de informacién util de
dichas secuencias practicamente sin costo alguno se convierte en una herramienta poderosa en la biologia
computacional. Este pipeline disefiado para bacterias permite realizar ensamblajes de datos crudos
obtenidos con Nanopore con dos de los mejores ensambladores de novo actualmente disponible Canu y
Flye, en este caso con mejor desempefio el ensamblaje generado por Flye, el cual posterior al proceso de
pulido con datos crudos de illumina mejoré sustancialmente, lo cual es crucial si se desea realizar un
anadlisis de anotacidn funcional ya que la misma depende de la integridad y calidad del ensamblaje.
Logramos identificar que nuestra muestra corresponde a Vibrio alginolyticus con una estructura gendmica
constituida por un cromosoma | grande y un cromosoma Il pequefio, siendo comun para el género, junto
con dos regiones pequeiias que corresponden a plasmidos. Adicionalmente se evidencia la capacidad
patogénica de la especie analizada por la cantidad de genes anotados relacionados con factores de

virulencia y mecanismos de resistencia antimicrobiana.

Palabras claves: Vibrio spp., Ensamblaje del genoma, Pulido del genoma, Anotacién funcional.



2 INTRODUCCION

El género Vibrio comprende especies bacterianas haldfilas caracterizadas por ser bacilos curvos
gram-negativos presentes como organismos de vida libre en habitats acuaticos y marinos, o asociadas con
peces e invertebrados marinos. Estas especies presentan mecanismos de resistenciametabolica a
diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl), asi como también otras caracteristicas
fisicoquimicas de igual importancia como crecimiento en un amplio rango de temperaturas, la aerobiosis
facultativa, catalasa positiva, oxidasa positiva y antigeno somdatico O permitiendo su desarrollo en diversos
ambientes (Cumbicos & Ruiz, 2018). Varias especies de este género bacteriano causan enfermedades
transmitidas por los alimentos e infecciones de heridas que resultan del contacto con agua o mariscos
crudos. El nimero de casos de infeccidén humana por especies de Vibrio spp. ha aumentado a nivel
mundial. Las enfermedades causadas por Vibrio spp. se dividen en dos grandes grupos: el cdlera, causado
por Vibrio cholerae y la vibriosis, causada por otras especies patdgenas de Vibrio (Baker-Austin et al.,
2018). El colera es una enfermedad diarreica de rdpida propagacion que provoca una rapida
deshidratacién y puede ser mortal si no se trata a tiempo (WHO, 2017) Los pacientes con vibriosis
presentan una variedad de sintomas segun la especie de Vibrio spp infectante, la ruta de infeccién y la
susceptibilidad del huésped. Los sintomas van desde enfermedades gastrointestinales, como
gastroenteritis, hasta patologias extraintestinales, incluidas infecciones de la piel y septicemia (Baker-

Austin et al., 2018; Pérez-Duque et al., 2021).

Segun el informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), alrededor de 3,5 millones de
personas se infectan y entre 100.000 y 120.000 mueren a causa del célera cada afio en los paises en
desarrollo. En 2014, la letalidad por célera fue del 1,17 % en 42 paises, lo que representé un aumento del
47 % en comparacion con 2013 (WHO, 2017). Las pandemias de célera ocupan el sexto lugar entre las diez

peores pandemias del mundo, la enorme tasa de mortalidad es particularmente reportada por paises que



sufren de malas instalaciones de saneamiento y falta de sistemas adecuados de distribucién de agua

(Lekshmi et al., 2018).

Los estudios de secuenciacién han dado a conocer que las especies de Vibrio tienen genomas
altamente plasticos ya que existe una alta probabilidad de transferencia horizontal de genes de virulencia
y resistencia a antibidticos de cepas virulentas a no virulentas debido a su naturaleza de vida libre (Pérez-
Duque et al., 2021). La secuenciacion del genoma completo de varios aislados de Vibrio y los analisis
gendmicos comparativos han revelado una amplia gama de mutaciones, reordenamientos cromosémicos
y eventos de ganancia y pérdida de genes resultantes de la duplicacién o la transferencia genética
horizontal (Thompson etal., 2004). Los genes de virulencia normalmente se identifican dentro de
elementos genéticos méviles; por lo tanto, estos elementos pueden favorecer la aparicion de nuevas
cepas virulentas (Castillo et al., 2018). El genoma de Vibrio spp. comprende un genoma central compuesto
por genes conservados necesarios para funciones esenciales y un acervo genético flexible, que incluye
elementos moviles, factores de virulencia y determinantes de resistencia a los antibidticos, entre otros,
gue estan involucrados en los procesos de adaptacion (Pérez-Duque et al., 2021), sin embargo, el proceso
de secuenciacion por si solo no brinda informacién relevante sobre ningln patdgeno incluido Vibrio spp.
Por tal motivo esta investigacion tiene como objetivo generar un pipeline que permita realizar la
anotacién funcional e identificacidn a nivel de especie para Vibrio spp. con especial enfoque en el proceso
de optimizacidn del ensamblado, usando herramientas bioinformaticas de cédigo abierto especificas para

cada tipo de muestra y proceso pudiendo ser reproducible por otros investigadores.



3 MARCO TEORICO
3.1 Familia Vibrionaceae

Verdn en 1965 propuso que la familia Vibrionacea estaba constituida por 7 géneros: Vibrio,
Photobacterium, Allomonas, Listonella, Enhydrobacter, Salinivibrio y Enterovibrio, de los cuales el género
Vibrio ha sido descrito con el mayor nimero de especies (Faruque etal., 2006). Las especies de
Vibrionaceae también se han utilizado ampliamente en estudios fisioldgicos, bioquimicos, de biologia

molecular y de patogenicidad (Baumann et al., 1983).

3.1.1 Género Vibrio

El género Vibrio esta constituido por bacilos con forma curva de tipo gramnegativos, donde la
mayoria tiene como habitat predilecto los ambientes acuaticos de manera libre o en asociacion a
fitoplancton y zooplancton. Para lograr su desarrollo en diversos ambientes, es decir, se manera ubicua
se vale de diversos mecanismos metabdlicos como son la resistencia a diferentes concentraciones de sal,
aerobiosis de tipo facultativo, catalasa/oxidasa positiva, antigeno somatico O y crecimiento a diversos
grados de temperatura. Permitiéndole crecer tanto en agua dulce como salada, en el tracto digestivo de
los seres humano y de animales. Ademas, puede infectar animales y humanos a través de la ingesta de
alimentos contaminados, asi como también por medio de heridas (Cumbicos & Ruiz, 2018; Vadillo et al.,

2002).

Si bien el género Vibrio se estima que estd compuesto por al menos 80 especies, es importante
considerar que 12 son patdgenas para los seres humanos, entre las cuales estan; V. cholerae, V.
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus, V. fluviales, V. furnisii, V. hollisae, V. carchariae, V.
damsela, V. mimicus, V. metschnikovii y V. cincinnatiensis. Las cinco primeras son de gran importancia
clinica pues se han relacionado a nivel mundial con enfermedades como el cdlera, causada por V. cholerae,

asi como un grupo de infecciones denominadas Vibriosis provocando cuadros que van desde
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gastroenteritis agudas, infecciones en heridas y tejidos blandos hasta septicemia, esta Ultima

generalmente producido por el consumo de alimentos contaminados (Morris, 2003).

En el caso de Vibrio cholerae también se desarrolla en condiciones similares a las mencionadas
como son ambientes marinos con niveles moderados de NaCl, y es la especie de Vibrio con mayor
relevancia como patédgeno humano. Se han caracterizado alrededor de 200 serogrupos que incluyen cepas
tanto toxigénicas y no toxigénicas, dicha clasificacidn se basa en la presencia del polisacarido O (antigeno
A), en el caso de la clasificacidén de serotipos depende de las combinaciones de los antigenos somaticos B
y C, mientras que la clasificacion a nivel biotipos se realiza de acuerdo con caracteristicas fenotipicas

especificas (Percival & Williams, 2014).

3.2 Epidemiologia

Desde 1817, ha habido siete pandemias de cdlera hasta la fecha, la alta tasa de mortalidad y su
propagacion en los principales continentes, como Asia, América, Europay Africa, lo hacen importante para
la investigacion. Se considera que el subcontinente indio es la patria del célera y se ha extendido
rapidamente a otros paises del mundo. Los sintomas que distinguen el cdlera de otras enfermedades
diarreicas son las tipicas heces acuosas de arroz y vomitos intensos que pueden provocar deshidratacion
y muerte en 48 horas si no se tratan. Segun el informe de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) 3.5
millones de personas se infectan y entre 100 000 y 120 000 mueren a causa del célera cada afio en los
paises en desarrollo. En 2014, la letalidad por célera fue del 1,17 % en 42 paises, lo que representd un
aumento del 47 % en comparacién con 2013 (WHO, 2015). Las pandemias de cdlera ocupan el sexto lugar
entre las diez peores pandemias del mundo, la enorme tasa de mortalidad es particularmente reportada
por paises que tienen deficientes sistemas de salubridad y distribucién de agua. Los casos transfronterizos
de cdlera han sido un problema grave en los paises del Africa Subsahariana desde hace muchos afios,

elevando la tasa de letalidad al 5 por ciento. Los nifios en edad escolar y los nifios menores de cinco afios
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son los mas afectados en los paises donde el cdlera es endémico. Los casos de célera y las muertes en los
paises de Africa y el sur de Asia han representado el 99 por ciento del total de casos de célera en todo el

mundo (Lekshmi et al., 2018).

En América se han levantado alertas en todo el continente por los brotes de cdlera en Haiti y
Republica Dominicana en 2010 y 2011, asi como reportes de casos en Cuba, Venezuela, México y
Colombia. Aunque V. cholerae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus son los principales patdgenos
notificados, también existe preocupacién por el aumento de los casos de infeccidn por otras especies de

Vibrio (Pérez-Duque et al., 2021).

3.3 Genomica de Vibrio spp.

El Vibrio proviene de una variedad de nichos ecoldgicos y a lo largo de la cadena alimenticia se ha
investigado previamente. Estos estudios generalmente se han centrado en especies especificas de Vibrio
spp. y usan técnicas de deteccién fenotipicas y moleculares; sin embargo, la mayoria no incluyen
secuenciacidon del genoma (WGS), que proporciona la resolucién molecular mas alta para investigar la
evolucién bacteriana y la estructura de la poblacidn. Una gran investigacion gendmica transcontinental
de V. parahaemolyticus identificd la actividad humana como responsable de cambiar los patrones de
distribucién global de este organismo, pero el alcance se limité a una sola especie (Yang et al., 2019).
Hasta la fecha se sabe poco sobre los tipos y la diversidad gendmica de Vibrio spp. encontrados en el
comercio minorista, las implicaciones para la seguridad alimentaria y, en consecuencia, para la salud

humana (Janecko et al., 2021).

Asi mismo a través de estudios de secuenciacidn se ha dado a conocer que las especies de Vibrio
tienen genomas altamente pldsticos ya que existe una alta probabilidad de transferencia horizontal de
genes de virulencia y resistencia a antibidticos de cepas virulentas a no virulentas debido a su naturaleza

de vida libre. La secuenciacion del genoma completo de varios aislados de Vibrio y los andlisis gendmicos
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comparativos han revelado una amplia gama de mutaciones, reordenamientos cromosdémicos y eventos
de ganancia y pérdida de genes resultantes de la duplicacion o la transferencia horizontal de genes (Pérez-
Duque et al., 2021). Los genes de virulencia normalmente se identifican dentro de elementos genéticos
mdviles; por lo tanto, estos elementos pueden favorecer la aparicion de nuevas cepas virulentas. Todos
los Vibrios conocidos comprenden un genoma central constituido por dos cromosomas; la presencia de
dos cromosomas en V. cholerae se documentd por primera vez en 1998. El cromosoma | suele ser mas
grande, con un tamafo relativamente constante de alrededor de 3 millones de pares de bases, que
codifica en promedio de 2700 proteinas necesarias para el metabolismo funcional esencial. Por el
contrario, el cromosoma Il es de menor tamano alrededor de 1 millén de pares de bases las cuales
codifican en promedio unas mil proteinas y contiene un "superintegrén" que varia comunmente. Los
genomas de Vibrio contienen muchas islas gendmicas, que pueden contener funciones que permiten la
adaptacidon a entornos especificos e incluso pueden representar eventos de diversidad a nivel de especie
(Lukjancenko & Ussery, 2014), asi mismo Vibrio spp comprende genes conservados necesarios para
funciones esenciales y un acervo genético flexible, que incluye elementos méviles, factores de virulencia
y determinantes de resistencia a los antibidticos, entre otros, que estan involucrados en los procesos de

adaptacion (Pérez-Duque et al., 2021; Watve et al., 2016).

34 Herramientas utilizadas para analizar datos de secuenciacion

NOTA: Todos los codigos de ejecucion de herramientas utilizadas en esta investigacion, se encuentran

disponibles como material suplementario.

La primera etapa de analisis de datos de secuenciacién incluye la revision de calidad de los datos,
sean lecturas largas o lecturas cortas. Para el caso de lecturas cortas se usa frecuentemente FastQCy para

lecturas largas se utiliza Nanoplot:
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3.4.1 Nanoplot

(https://github.com/wdecoster/NanoPlot) que permite evaluar la calidad de secuenciacidn para

lo cual se siguid las indicaciones de los desarrolladores para su instalacion y ejecucidn, obteniendo como

salida un resumen estadistico, una serie de graficos y un archivo de resumen html (de Coster et al., 2018).

3.4.2 FastQC

(https://github.com/s-andrews/FastQC) es un software ampliamente usado en bioinformatica ya

gue permite encontrar errores o problemas en los datos de secuenciacidn de alto rendimiento, realizando
un conjunto de analisis en los archivos de secuenciacién sin procesar, es decir, en formato fastq o bam;

emitiendo un informe HTML que resume los resultados obtenidos de dicho anilisis (Andrews, 2010).

Seguido a la revisidn de calidad, se hace una limpieza de calidad, utilizando Porechop:

3.4.3 Porechop

(https://github.com/rrwick/Porechop) es una herramienta que permite encontrar y quitar

adaptadores de lecturas de Oxford Nanopore. Los adaptadores en los extremos de las lecturas se recortan,
y cuando una lectura tiene un adaptador en el medio, se trata como quimera y se corta en lecturas

separadas (Bonenfant et al., 2022).

Una vez tenemos los datos limpios, podemos realizar el ensamblaje del genoma. Para este
proceso existen dos aproximaciones. La primera realiza el ensamblaje de lecturas cortas y utiliza las
lecturas largas para unir los contigs generados; y la segunda hace un ensamblaje de lecturas largas seguido
de correccidn de errores con lecturas cortas. Esta ultima sera la aproximacion utilizada en este estudio.

Algunas de las herramientas para ensamblar lecturas largas de Nanopore son Canu y Flye:


https://github.com/wdecoster/NanoPlot
https://github.com/s-andrews/FastQC
https://github.com/rrwick/Porechop
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3.4.4 Canu

(https://github.com/marbl/canu) es una bifurcacion de Celera Assembler (ensamblador WGS de

novo), disefiado para la secuenciacidén de una sola molécula de alto ruido (como PacBio RS Il / Sequel u
Oxford Nanopore MinlON). Es una tuberia de ensamblaje jerdrquica que se ejecuta en cuatro pasos:
detecta superposiciones en secuencias de alto ruido usando MHAP, genera consenso de secuencia

corregida, recorta secuencias corregidas, ensambla secuencias corregidas recortadas (Koren et al., 2017).

3.4.5 Flye

(https://github.com/fenderglass/Flye) es un ensamblador de novo para lecturas de secuenciacion

de una sola molécula, como las producidas por PacBio y Oxford Nanopore Technologies. El paquete
representa una canalizacion completa: toma lecturas sin procesar de PacBio/ONT como entrada y salidas

de contigs pulidos (Kolmogorov et al., 2019).

Los genomas resultantes de este ensamblaje de lecturas largas requieren ser pulidos con lecturas
cortas que presentan una tasa de error muy baja, proceso que requiere el mapeo de lecturas cortas al
genoma con herramientas como Bowtie2 e indexado con Samtools, y una sustitucién basada en la

identificacion de errores con el software Pilon:

3.4.6 Bowtie2

(https://github.com/BenLangmead/bowtie2) es una herramienta usada para la alineacion de

lecturas de secuenciacion en base a secuencias de referencia de gran longitud, con caracteristicas como
su gran rapidez y eficiencia en memoria computacional. Logrando alinear entre 50-1000 caracteres, lo que
le hace particularmente eficiente para alinear genomas relativamente largos como por ejemplo, de

mamiferos. Esto lo logra indexando el genoma con un indice FM, lo cual se traduce en menor espacio de


https://github.com/marbl/canu
https://github.com/fenderglass/Flye
https://github.com/BenLangmead/bowtie2
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memoria necesaria, por ejemplo, para el genoma del humano, la memoria necesaria suele ser de

alrededor de 3,2 GB (Langmead & Salzberg, 2012b).

3.4.7 Pilon

(https://github.com/broadinstitute/pilon/wiki) es una herramienta de software que se puede

utilizar para mejorar automaticamente los borradores de ensamblajes y encuentra variaciones entre
cepas, Pilon requiere como entrada un archivo FASTA del genoma junto con uno o mas archivos BAM de
lecturas alineadas con el archivo FASTA de entrada para analizando la alineacién de lectura para identificar
inconsistencias entre el genoma de entrada y la evidencia en las lecturas. Luego intenta realizar mejoras
en el genoma de entrada, que incluyen: diferencias de base Unica, pequefios indeles, eventos de
sustitucion de bloque o indel mas grandes, relleno de huecos, identificacién de desmontajes locales,
incluida la apertura opcional de nuevos espacios (Walker et al., 2014).Finalmente, podemos realizar la
revision de la calidad del genoma utilizando herramientas de cédigo abierto. Las mas utilizadas son QUAST
y BUSCO, estas dos herramientas nos aportan informacién acerca de la completitud del genoma y nos
permiten tomar decisiones de mejora en la secuenciacidn, proceso de ensamblaje o pulido, e incluso para

comparar varios ensamblajes y elegir el mejor.

3.4.8 QUAST

(https://github.com/ablab/quast) es una herramienta de evaluacién del ensamblaje del genoma,

el cual evalia ensamblajes de genoma/metagenoma. El paquete QUAST funciona con y sin genomas de

referencia (Gurevich et al., 2013).

3.4.9 BUSCO

(https://github.com/WenchaolLin/BUSCO-Mod) la evaluacién de integridad de BUSCO emplea

conjuntos de ortélogos universales de copia Unica de evaluacion comparativa de OrthoDB


https://github.com/broadinstitute/pilon/wiki
https://github.com/ablab/quast
https://github.com/WenchaoLin/BUSCO-Mod
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(www.orthodb.org) para proporcionar medidas cuantitativas de la integridad de los ensamblajes del

genoma, conjuntos de genes anotados y transcriptomas en términos del contenido genético esperado

(Simdo et al., 2015).

Una vez completado el proceso de evaluacién de la calidad de nuestro ensamblaje pulido (final),
se puede ingresar el mismo en cualquier base de datos segun la necesidad del investigador, en este caso

se eligio:

3.4.10 El Centro de Investigacion de Bioinformdtica Bacteriana y Viral (BV-BRC)

(https://www.bv-brc.org/) el cual se formé en 2019 a través de la fusion de tres recursos de BRC

derivados del Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas (NIAID) (Greene et al., 2007): el
Centro de Integracion de Recursos de PAThosystems (PATRIC) (Davis et al., 2019), la Base de Datos de
Investigacion de Influenza (IRD) (Zhang et al., 2017) y la Base de datos y recurso de analisis para virus
patégenos (ViPR) (Pickett et al., 2012). PATRIC fue uno de los BRC originales y fue disefiado para analizar
a través de la bioinformatica a patdgenos bacterianos. En 2012, el recurso nacional de base de datos de
patégenos microbianos (NMPDR) se fusiond con PATRIC-BRC, incorporando los conocidos recursos de
anotacion SEED y RAST (Overbeek et al., 2014). IRD y ViPR fueron disefiados para respaldar los analisis de
la influenza y una variedad de otros patégenos virales humanos importantes, respectivamente. El recurso
BV-BRC combinado actual cuenta con el respaldo de equipos de investigadores de la Universidad de
Chicago, el Instituto J. Craig Venter, la Universidad de Virginia y la organizaciéon Fellowship for
Interpretation of Genomes (FIG), asi como muchos colaboradores cercanos en otras instituciones (Olson

et al., 2022).


http://www.orthodb.org/
https://www.bv-brc.org/
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Vibrio spp. se encuentra comunmente en los Estados Unidos de América, donde el nimero de
casos de infeccion ha aumentado desde el afio 2000, alcanzando aproximadamente 80.000 casos y 100
muertes al afio. De manera similar, los paises de Asia informaron sobre los impactos de las infecciones
por Vibrio spp. en humanos y la muerte masiva de animales marinos, lo que afecto a la industria pesquera.
En Europa, la presencia de Vibrio vulnificus, Vibrio parahaemolyticus y otras especies de Vibrio ha
suscitado preocupacion con respecto a su potencial para generar problemas clinicos significativos y brotes
asociados con el cambio climdtico. En América se han levantado alertas en todo el continente por los
brotes de cdélera en Haiti y Republica Dominicana en 2010 y 2011, asi como reportes de casos en Cuba,
Venezuela y México (Janecko et al., 2021). Igualmente, Colombia por su ubicacién geografica se han
reportados casos de colera y vibriosis, siendo V. cholerae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus son los
principales patégenos notificados, también existe preocupacidn por el aumento de los casos de infeccién

por otras especies de Vibrio spp. y la aparicion de linajes epidémicos (Pérez-Duque et al., 2021).

Las especies de Vibrio son bacterias haléfilas gramnegativas que habitan de forma natural en
diversos entornos marinos o acudticos, en la cadena alimentaria, Vibrio spp. Se encuentran
predominantemente en productos del mar, cuyo consumo se ha asociado con enfermedades humanas
(Watve et al., 2016). En particular, Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus y V. cholerae son
patégenos microbianos importantes con factores de virulencia caracteristicos. No se conocen bien todos
los factores de virulencia, sin embargo, la presencia de genes de hemolisina termoestable tdh y trh en V.
parahaemolyticus, el gen de hemolisina vwhA en V. vulnificus, asi como los genes que codifican las toxinas
ctxA y ctxB en el caso de V. cholerae estan vinculados con factores de virulencia y son utilizados por
laboratorios de salud publica para evaluar la patogenicidad humana. Para la caracterizacién adicional de
los ecotipos de V. vulnificus se ha utilizado genes vcgC (clinico), vcgE (ambiental) y mutaciones dentro de

la estructura del gen pilF puede informar el linaje epidemiolégico de cepas presumiblemente mas
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virulentas. Las enfermedades asociadas a Vibrio se manifiestan como gastroenteritis de leve a grave,
infecciones de heridas y, en algunos casos, septicemia. En el caso de Vibrio cholerae, los serotipos 01 y
0139, que son los agentes causantes de la enfermedad del célera pandémico, estdn vinculados a fuentes

de agua contaminada (Janecko et al., 2021; Watve et al., 2016).

Una vez comprendido el problema y tomando en cuenta que los aislamientos recuperados
pertenecientes a vibrios no relacionados con el célera no han sido genotipados ni caracterizados a nivel
del genoma, se desconoce si estos aislamientos portan genes de toxina/virulencia y rasgos de resistencia
antimicrobiana (Pérez-Duque et al., 2021). Por lo tanto, los estudios de caracterizacién genética son
importantes para comprender los riesgos para la salud publica asociados con la presencia de estas
bacterias en el medio ambiente; las muestras clinicas a menudo se aislan de regiones geograficas limitadas

y se derivan clonalmente con pocas o ninguna diferencia genética (Watve et al., 2016).

Una caracterizacién ampliada de los genomas de aislamientos ambientales de Vibrio spp., que
tienden a ser mucho mas diversos desde el punto de vista genético y fenotipico, deberia aumentar
sustancialmente la diversidad de secuencias disponibles de este importante patégeno humano, sin
embargo, las secuencias por si solas no ofrecen ninguna clave sobre los patégenos secuenciados, para
extraer informacion gendmica es necesario la aplicacion de diversas herramientas bioinformaticas que
permitan determinar su estructura cromosémica a nivel de subsistemas y determinacidon de genes
relacionados con factores de virulencia y resistencia antimicrobiana a fin de establecer su grado de
patogenicidad y fuentes potenciales de brotes epidémicos para adoptar medidas oportunas ante una

contingencia, que permitan reducir el impacto de este patégeno.
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5 DISENO Y ALCANCE

El disefio de la investigacion corresponde al tipo experimental, tomando en cuenta que es un
proceso basado en la busqueda, recuperacién, analisis e interpretacién de datos obtenidos a partir de
datos secundarios, es decir, datos de secuenciacidn obtenido por otros investigadores depositados en
cualquier base de datos que pueda alojar datos SRA, como es el caso del NCBI (Arias, 2006; Caro et al.,

2005).

Tomando en cuenta el disefio de la investigacidn, se define la misma con un propdsito de crear
ciencia aplicada la cual tiene como objetivo aplicar diversos algoritmos bioinformaticos de cédigo abierto
de manera combinada para crear un pipeline que permita un ensamblaje de alta calidad y un Analisis
Integral del Genoma (CGA) para Vibrio spp., el cual estd dirigido a incrementar los postulados tedricos y
practicos sobre este género bacteriano perteneciente a la familia Vibrionaceae (Arias, 2006; Norefia et al.,

2012).

Se propone un alcance de tipo descriptivo donde se busca especificar las propiedades, las
caracteristicas y el perfil gendmico de cualquier muestra secuenciada de Vibrio spp a partir de los archivos
crudos (FASTQ) de ONT e lllumina, con el fin de determinar la anotacidn funcional, estructural y su arbol
filogenético (Arias, 2006; Hernandez-Sampieri et al., 2014), pudiendo ser reproducible por otros

investigadores.
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6 OBIJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Generar un pipeline que permita la limpieza, ensamblaje y pulido, sirviendo como entrada para
realizar el Andlisis Integral del Genoma (CGA) del Centro de Recursos de Bioinformatica Bacteriana y Viral
(BV-BRC) a partir de lecturas crudas provenientes del SRA del NCBI para el género Vibrio spp. obtenidas a

través de secuenciacion ONT e Illumina.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la calidad de lecturas crudas obtenidas a través de secuenciacién ONT e llumina y limpiar
las lecturas.

- Ensamblar de lecturas crudas obtenidas a través de secuenciacion ONT usando dos
ensambladores.

- Realizar el proceso de pulido (Polishing) con datos lllumina.

- Evaluar la calidad de los ensamblajes antes y después del pulido usando QUAST y BUSCO.

- Realizar un Andlisis Integral del Genoma (CGA) por medio del Centro de Recursos de

Bioinformatica Bacteriana y Viral (BV-BRC).
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7 DATOS
Se ha planteado un método de recoleccidn de datos fundamentado en el tipo secundario, es decir,
aquellos datos recolectados por otros investigadores y depositados en el Sequence Read Archive (SRA)

del NCBI (Hernandez-Sampieri et al., 2014).

Este método de recoleccion de datos del tipo secundario tiene como propésito general, recabar
datos que son dificiles de recolectar para esta investigacién, considerando las notables ventajas de poder
utilizar datos de secuenciacion sin incurrir en gastos operativos y tiempo de andlisis in vitro, esto va acorde
al alcance propuesto de la investigacion actual (D’Ancona & Angeles, 2012; Hernandez-Sampieri et al.,

2014), las caracteristicas de las muestras usadas para este proyecto se pueden apreciar en la Tabla 1

Tabla 1

Caracteristicas de secuenciacion de las muestras usadas.

Caracteristicas SRR21422415 Vibrio sp CCB- | SRR21422416 Vibrio sp CCB-
PB317 Nanopore PB317 lllumina
Experiment Accession SRX17426752 SRX17426751

Experiment Title

Vibrio sp CCB-PB317 Nanopore
sequencing

Vibrio sp CCB-PB317 lllumina
sequencing

Organism Name

Vibrio sp. CCB-PB317

Vibrio sp. CCB-PB317

Instrument

MinION

Illumina NovaSeq 6000

Submitter

Universiti Sains Malaysia

Universiti Sains Malaysia

Study Accession

SRP395637

Study Title

Complete Whole Genome
Sequence of Vibrio sp. CCB-
PB317 Isolated From Mangrove

Complete Whole Genome
Sequence of Vibrio sp. CCB-
PB317 Isolated From Mangrove

Sample Accession

SRS14982227

SRS14982227

Total Size, Mb

136.61

357.48




Total RUNs

1 1
Total Spots 46174 4094156
Total Bases 154325573 1228246800

Library Name

CCB-PB317 Nanopore

CCB-PB317 lllumina

Library Strategy WGS WGS
Library Source GENOMIC GENOMIC
Library Selection RANDOM RANDOM

22

Nota: Esta tabla muestra todas las caracteristicas disponibles en el Sequence Read Archive (SRA) del NCBI

de las dos muestras seleccionadas para este estudio.
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8 METODOLOGIA Y RESULTADOS

El pipeline disefiado fue ejecutado en un entorno GNU/Linux a través de consola por medio de la
instalacidon de las herramientas directamente en el ordenador o usando Bioconda. Bioconda permite
instalar miles de paquetes de software relacionados con la investigacién biomédica utilizando el
administrador de paquetes Conda. Por ultimo, el analisis del genoma ensamblado fue realizado a través
del Centro de Recursos de Bioinformatica Bacteriana y Viral (BV-BRC). La descripcién general del pipeline

disefiado se puede observar en la Figura 1.

Figura 1

Pipeline para el ensamblaje de lecturas ONT usando lecturas de lllumina para el pulido (polishing)

y : - N‘ Canu |
Y e i VERIFICAR
SR&s#gZSZMS Nanoplot Porechop ENSAMBLAJE CALIDAD
P Evaluacion Remover — | »
Nanopore calidad adaptadores QUAST
o B - 2™ BUSCO
— Flye |
_______ |
B v
FastQC Pulido del genoma 7 %
SR\IZEﬁgzszpdlﬁ Evaluacion Seleccionado con los reads de lllumina N“ p;,[;'s?]?n = Elegir el mejor
lllumina cakoad ' 9 / ensamblaje
« /
[ Centro de Recursos de
VERIFICAR CALIDAD | Bioinformética Bacteriana y Viral
Ensamblaje final (BV-BRC)
—
QUAST i Analisis Integral del Genoma
BUSCO

Nota: La figura muestra el pipeline o pasos a seguir de manera general que se siguid para realizar el

ensamblaje pulido final de inicio a fin, el cual sirvié como entrada para el Analisis Integral del Genoma (CGA).

Se selecciond una muestra de Vibrio spp. proveniente de manglar y secuenciada usando

diferentes tecnologias (SRR21422415 Vibrio sp CCB-PB317 Nanopore y SRR21422416 Vibrio sp CCB-PB317
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Illumina). Para esta muestra, fueron extraidas las lecturas crudas del NCBI-SRA en formato fastq y se
procedid analizar la calidad de las mismas. Las lecturas de Vibrio sp CCB-PB317 Nanopore (SRR21422415)
fueron analizadas por medio de Nanoplot, el cual permite la evaluacidn integral de la calidad de
alineaciones y datos de secuenciacién de lectura larga (de Coster et al., 2018). Los resultados pueden ser
observados en la Tabla 2, Figura 2 y Figura 3. En paralelo se analizé la calidad de las lecturas de Vibrio spp
CCB-PB317 Illumina (SRR21422416) por medio de FastQC, herramienta ampliamente utilizada para la
evaluacidn integral de lecturas crudas de lllumina (Andrews, 2010), Los resultados generados se presentan

en la Tabla 3 y Figura 4.

Tabla 2

Resumen de la evaluacion de calidad de la muestra SRR21422415 usando Nanoplot

Medida Valor
Mean read length 3342.3
Mean read quality 12.2
Median read length 2583
Median read quality 124
Number of reads 46174
Read length N50 4263
STDEV read length 2397.9
Total bases 154325573




Number, percentage and megabases of reads

above quality cutoffs

46174
>Q5 (100.0%)
154.3Mb
46174
>Q7 (100.0%)
154.3Mb
36710 (79.5%)
>Q10 122.8Mb
25725 (55.7%)
>Q12 86.6Mb
0,
Qs 5619 (12.2%)

19.1Mb

Top 5 highest mean basecall quality scores and

their read lengths

1 18.9 (1150)
2 18.6 (1882)
3 18.4 (1019)
4 18.3 (1122)
5 18.3 (1168)

Top 5 longest reads and their mean basecall

quality score

34675 (14.5)

25
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2 32441 (13.6)
3 28123 (9.5)
4 26258 (11.6)
5 23643 (7.7)

Nota: En la tabla se puede observar todas las métricas de calidad emitidas por el programa Nanoplot cuando

se analizé la muestra SRR21422415 Vibrio sp CCB-PB317 secuenciada mediante tecnologia Nanopore.
Figura 2

Histograma ponderado de las longitudes de lecturas de la muestra SRR21422415 generado por

Nanoplot

Weighted histogram of read lengths

12M

1M

M
M
M
. IIIIIII-I-- _____ _
sk 10k 15k 20k

Read length

Number of bases
& 2 2

%)

Nota: El histograma refleja la el promedio de las longitudes o largo de las lecturas con respecto al nimero
de bases de la muestra SRR21422415 Vibrio sp CCB-PB317 secuenciada mediante Nanopore por cada lectura,

generado por Nanoplot.
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Figura 3

Grdfico de puntos: Longitud de las lecturas vs promedio de calidad de las lecturas de la muestra

SRR21422415 generado por Nanoplot

Read lengths vs Average read quality plot using dots

Average read quality

Read lengths

Nota: Este grafico de puntos demuestra la relacidn entre la longitud de las lecturas (eje X) y la calidad de
dichas lecturas (eje Y), demostrando una distribucion uniforme desde las lecturas mas cortas hasta las lecturas mas
largas (alrededor de 18 mil pares de bases) de la muestra SRR21422415 Vibrio sp CCB-PB317 secuenciada mediante

tecnologia Nanopore, generado Nanoplot.

Tabla 3

Resumen de la evaluacion de calidad de la muestra SRR21422416 mediante FastQC

Medida Valor
Filename SRR21422416.fastq.gz
File type Conventional base calls
Encoding Sanger / lllumina 1.9
Total Sequences 8188312
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Sequences flagged as poor 0
quality

Sequence length 150
%GC 45

Nota: Resumen de la evaluacion de calidad de la muestra SRR21422416 Vibrio sp CCB-PB317 secuenciada
mediante tecnologia Illlumina generado a través de FastQC con un promedio de longitud de lectura de 150 pb y un

%GC del 45.

Figura 4

Promedio de la calidad de secuenciacion (Phred score) por lectura de la muestra SRR21422416
mediante FastQC
Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Nota: Se puede observar en este grafico cual es el promedio de calidad (Phred Score) en el eje Y por lecturas
de toda la secuenciacion del eje X, de la muestra RR21422416 Vibrio sp CCB-PB317 secuenciada mediante tecnologia

lllumina generado a través de la herramienta FastQC.

Analizando la calidad de las lecturas de Illumina se determiné que no era necesaria la limpieza de
la misma. Asi mismo, tomando en cuenta que la secuenciacién de lecturas largas presenta una calidad
inferior a la obtenida por lllumina con un promedio de calidad de lectura de 12.2, se procedid a realizar la
limpieza de las lecturas Nanopore mediante Porechop permitiendo encontrar y quitar adaptadores de
lecturas de Oxford Nanopore de la siguiente manera: los adaptadores en los extremos de las lecturas se
recortan, y cuando una lectura tiene un adaptador en el medio, se trata como quimera y se corta en
lecturas separadas (Figura 5) (Bonenfant et al., 2022), en nuestro caso se puede observar las estadisticas
proporcionadas por Porechop en la Tabla 4, una vez finalizado la limpieza o trimado Porechop genera

como archivo de salida la secuencia trimada en formato fasta.
Figura 5

Algoritmo de Porechop para la limpieza de lecturas ONT.

ONT (untrimmed) reads

ABI module
Find adapter sequences from untrimmed reads

Sequences of adapters

found from the reads Porechop

* Locate and remove specified adapters
% Porechop database () Selection of adapters from the databas:
. ters.p Alignment and masking of adapters

Trimmed reads
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Nota: En la figura se aprecia el algoritmo utilizado por la herramienta Porechop (Bonenfant et al., 2022)

para realizar el proceso de limpieza/trimado de todas las lecturas de la muestra SRR21422415 Vibrio sp CCB-PB317

secuenciada mediante tecnologia Nanopore.

Tabla 4

Estadisticas de limpieza/trimado de la muestra SRR21422415 mediante Porechop

adaptadores intermedios

Total lecturas de entrada 46,174
Lecturas que contienen adaptadores en el 45,914
inicio

Lecturas que contienen adaptadores en el 8,978
final

Bases removidas del inicio (pb) 5,105,988
Bases removidas del final (pb) 90,501
Lecturas divididas en funcién de los 734

Nota: En la tabla se puede observar los datos estadisticos emitidos por Porechop al realizar la

limpieza/trimado de la muestra SRR21422415 Vibrio sp CCB-PB317 secuenciada mediante tecnologia Nanopore.

Una vez concluida la limpieza de la muestra de Nanopore, se procedio a realizar el ensamblaje de

la misma usando el archivo fasto generado por Porechop a través de Canu y Flye.

1) Canu es un algoritmo que permite corregir, recortar y ensamblar genomas obtenidos a través de

secuenciacion de lectura larga. La fase inicial mejorara la calidad de las bases, la segunda fase

recortara las lecturas en el segmento que parece ser una secuencia con alta calidad. La fase de

ensamblaje ordenara las lecturas en contigs en formato fasta, generard secuencias de consenso y

creara graficos de caminos alternativos, es decir, se obtienen tres archivos de salida (Koren et al.,

2017).



2) Flye es un algoritmo de ensamblaje de lectura larga que genera rutas arbitrarias en un gréfico
repetido desconocido, llamado disjointigs y construye un gréfico repetido preciso a partir de estos

disjointigs (Kolmogorov et al., 2019).

La decision de usar dos algoritmos de ensamblaje de novo se realizé pensando en poder obtener
el mejor ensamblaje en términos de contigliidad y completitud funcional. Luego de realizar los dos
ensamblajes, los mismos fueron evaluados usando QUAST el cual permite evaluar la calidad del genoma
ensamblado usando diversas métricas, ademds funciona con o sin genoma de referencia, este ultimo

siendo nuestro caso. Los resultados estadisticos de los ensamblajes a través de QUAST se puede observar

enlaTabla 5.

Tabla 5

Tabla comparativa de la evaluacion de la calidad entre los ensamblajes realizados con Canu y Flye

mediante la herramienta QUAST

Referencia estadistica

canu_ensamblaje

flye_ensamblaje

# contigs 8 4
# contigs (>=0 bp) 8 4
# contigs (>= 1000 bp) 8 4
# contigs (>= 5000 bp) 7 4
# contigs (>= 10000 bp) 5 4
# contigs (>= 25000 bp) 3 4




# contigs (>= 50000 bp) 3 3

Largest contig 3075685 3118351
Total length 5196194 5175891
Total length (>= 0 bp) 5196194 5175891
Total length (>= 1000 bp) 5196194 5175891
Total length (>= 5000 bp) 5192017 5175891
Total length (>= 10000 bp) 5176037 5175891
Total length (>= 25000 bp) 5152727 5175891
Total length (>= 50000 bp) 5152727 5127870
N50 3075685 3118351
N90 1839558 1830892
auN 2482709 2532992
L50 1 1

L90 2 2

32
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GC (%) 44.92 44.87
Mismatches

# N's per 100 kbp 0 0
#N's 0 0

Nota: Esta tabla permite la comparacion rdpida entre las distintas estadisticas emitidas por la herramienta

QUAST la cual permite evaluar la calidad de ensamblajes gendmicos.

Los dos ensamblajes parecen tener métricas similares, sin embargo, cabe resaltar que Flye
ensamblé todo el genoma en solo 4 contigs a diferencia de Canu que lo realizé en 8. Tener menor cantidad
de contigs determina que el genoma se encuentra estructurado en menor cantidad de partes. Asi mismo
el contig mas largo reportado lo obtuvo Flye con 3.118.351 bp a comparacion de Canu con 3.075.685 bp,
el total de longitud del ensamblaje con Flye fue 5.175.891 bp a comparacién de Canu con 5.196.194 bp.
Lo anterior indica que Flye logré ensamblar el genoma completo de manera mas contigua y eliminando
zonas repetidas o ambiguas. Otra métrica resaltante fue el N50 el cual para Flye fue de 3,118,351 bp en
comparaciéon con 3,075,685 bp obtenido con Canu, siendo mejor el N50 generado por Flye el cual

comprende el 60.2% del total del ensamblaje, en comparacién con el 59.2% obtenido por Canu.

Una vez determinado que el mejor ensamblaje segun la evaluacion realizada a través de QUAST
fue el generado por Flye, se procedid a evaluar los mismos a través de BUSCO. Los resultados pueden ser

observados en la Figura 6.



Figura 6

Comparacion de las estadisticas de los ensamblajes Canu y Flye mediante BUSCO
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CANU ENSAMBLAJE:
The lineage dataset is: vibrionales_odb10

C:81.5%[S:81.3%,D:0.2%]1,F:10.7%,M:7.8%,n:1445
1178 Complete BUSCOs (C)

1175 Complete and single-copy BUSCOs (S)

3 Complete and duplicated BUSCOs (D)

155 Fragmented BUSCOs (F)

112 Missing BUSCOs (M)

1445 Total BUSCO groups searched

Assembly Statistics:
8 Number of scaffolds
8 Number of contigs
5196194 Total length
0.000% Percent gaps
3 MB Scaffold N50
3 MB Contigs N50

BUSCO

(Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs)

FLYE ENSAMBLAJE:
The lineage dataset is: vibrionales_odb10

C:91.4%[S:91.3%,D:0.1%],F:5.2%,M:3.4%,n:1445
1320 Complete BUSCOs (C)

1319 Complete and single-copy BUSCOs (S)

1 Complete and duplicated BUSCOs (D)

75 Fragmented BUSCOs (F)

50 Missing BUSCOs (M)

1445 Total BUSCO groups searched

Assembly Statistics:
4 Number of scaffolds
4 Number of contigs
5175891 Total length
0.000% Percent gaps
3 MB Scaffold N50
3 MB Contigs N50

Nota: En esta figura se puede observar la comparacion de las diversas métricas en cada ensamblaje

realizado mediante la herramienta BUSCO, la cual considero el dataset vibrionales_odb10 como el mas éptimo para

realizar la evaluacion de genes altamente conservados.

Para los dos ensamblajes BUSCO logro agruparlos en el linaje de vibrionales, sin embargo, al

momento de comparar los mismos se puede evidenciar que el ensamblaje realizado con Flye logro

métricas superiores como un 91.4% de Complete BUSCOs (C) a comparacion de 81.5% obtenido por Canu,

asi mismo Flye presentd un 5.2% de secuencias fragmentadas (F) y un 3.4% de secuencias no encontradas

(M), a su vez que Canu present6 10.7% (F) y 7.8% (M). Esto indica que a pesar de que los dos ensamblajes

evaluados por QUAST presentaron métricas relativamente similares, usando BUSCO se evidencia una

notable diferencia a la hora de identificacidon de genes altamente conservados en los ensamblajes para el

dataset vibrionales_odb10, ubicando al ensamblaje realizado por Flye como el ensamblaje mas 6ptimo

para continuar el pipeline (Figura 1).
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Para mejorar la calidad del mejor ensamblaje obtenido (Flye), se procedié a realizar un pulido
(Polishing) a través de Pilon (Walker et al., 2014) usando las secuencias forward y reverse SRR21422416
de lllumina. Estas lecturas presentan un indice de calidad alto con un Phred Score de 30 (Figura 4). Para
realizar el proceso de pulido fue necesario generar las entradas de Pilon las cuales consistian en el mapeo
e indexado de lecturas cortas al genoma ensamblado (Flye) con las herramientas Bowtie2 (Langmead &
Salzberg, 2012a) y Samtools (Walker etal., 2014), para una posterior sustitucion basada en la

identificacidon de errores con el software Pilon.

Como archivo de salida generado por Pilon, se obtuvo un archivo fasta el cual es el ensamblaje de Flye
pulido (flye_pilon). Para determinar si el ensamblaje de Flye pulido presentaba mejores métricas de
calidad que el no pulido, se realizé una evaluacién de calidad usando QUAST y BUSCO. Los resultados se

observan en la Tabla 6.

Tabla 6

Tabla comparativa de las estadisticas del ensamblaje sin pulir junto con el ensamblaje pulido

mediante la herramienta QUAST

Referencia estadistica flye_ensamblaje flye_pilon
# contigs 4 4
# contigs (>= 0 bp) 4 4
# contigs (>= 1000 bp) 4 4
# contigs (>= 5000 bp) 4 4




# contigs (>= 10000 bp) 4 4

# contigs (>= 25000 bp) 4 4

# contigs (>= 50000 bp) 3 3

Largest contig 3118351 3118981
Total length 5175891 5176947
Total length (>= 0 bp) 5175891 5176947
Total length (>= 1000 bp) 5175891 5176947
Total length (>= 5000 bp) 5175891 5176947
Total length (>= 10000 bp) 5175891 5176947
Total length (>= 25000 bp) 5175891 5176947
Total length (>= 50000 bp) 5127870 5128911
N50 3118351 3118981
N90 1830892 1831277
auN 2532992 2533509
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L50 1 1
L90 2 2
GC (%) 44.87 44.87
Mismatches

# N's per 100 kbp 0 0
#N's 0 0
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Nota: Se puede observar todas las métricas proporcionadas por la herramienta QUAST para evaluar la

calidad del ensamblaje Flye sin pulir vs el ensamblaje Flye pulido (con Pilon) a fin de poder realizar una comparacion

completa de la calidad entre los mismos.

Como se puede observar el ensamblaje de Flye pulido (flye_pilon) mejoré sustancialmente en

comparacion con el ensamblaje de Flye sin pulir (flye_ensamblaje). Entre las métricas a destacar se

encuentran, el contig mas largo ensamblado con flye_pilon fue 3,118,981 bp siendo mayor al obtenido

por flye_ensamblaje con 3,118,351 bp, el total de longitud ensamblado con flye_pilon fue de 5,176,947

bp a comparacion del obtenido con flye_ensamblaje de 5,175,891 bp, y un N50 para flye_pilon con

3,118,981 pb y para flye_ensamblaje de 3,118,351 pb, siendo el primero mayor, lo que indica que el

proceso de pulido realizado al ensamblaje de Flye agregd pares de bases de las secuencias de lllumina que

mejoraron la longitud general de los contigs, y obtuvo mejores estadisticas en comparacién con el

ensamblaje de Flye sin pulir.
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Figura 7

Comparacion de las estadisticas del ensamblaje sin pulir junto con el ensamblaje pulido mediante

la herramienta BUSCO

BUSCO
(Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs)
FLYE_ENSAMBLAJE (SIN PULIR): FLYE_PILON (PULIDO):

The lineage dataset is: vibrionales_odb10 The lineage dataset is: vibrionales_odb10

C:91.4%[S:91.3%,D:0.1%],F:5.2%,M:3.4%,n:1445 C:100.0%[S:99.9%,D:0.1%],F:0.0%,M:0.0%,n:1445

1320 Complete BUSCOs (C) 1445 Complete BUSCOs (C)

1319 Complete and single-copy BUSCOs (S) 1444 Complete and single-copy BUSCOs (S)

1 Complete and duplicated BUSCOs (D) 1 Complete and duplicated BUSCOs (D)

75 Fragmented BUSCOs (F) 0 Fragmented BUSCOs (F)

50 Missing BUSCOs (M) 0 Missing BUSCOs (M)

1445 Total BUSCO groups searched 1445 Total BUSCO groups searched
Assembly Statistics: Assembly Statistics:

4 Number of scaffolds 4 Number of scaffolds

4 Number of contigs 4 Number of contigs

5175891 Total length 5176947 Total length

0.000% Percent gaps 0.000% Percent gaps

3 MB Scaffold N50 3 MB Scaffold N50

3 MB Contigs N50 3 MB Contigs N50

Nota: En esta figura se puede observar la comparacidon de las diversas métricas proporcionado por la

herramienta BUSCO en el dataset vibrionales_odb10 para el ensamblaje de Flye sin pulir y el ensamblaje Flye pulido.

Mediante la evaluacién realizado por BUSCO con el linaje de vibrionales_odb10, se encontré que
el ensamblaje flye_pilon aumenté el nimero de Complete BUSCOs en 100.0% a comparacion del
flye_ensamblaje con 91.4%. Lo que resalta una mejoria en la identificacién de genes altamente
conservados mediante BUSCO del ensamblaje original por medio del proceso de pulido (Polishing)

mediante el software de Pilon.

Una vez evaluada la calidad de nuestro ensamblaje final (pulido), se procedié a ingresar el archivo

fasta en el Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center (BV-BRC) para su analisis mediante la
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herramienta Analisis Integral del Genoma (CGA) dicha herramienta es considerada un metaservicio
simplificado de analisis integral del genoma admitiendo secuencias ya ensambladas, proporcionando una
descripcién completa del genoma analizado. El resultado incluye una evaluacidn de la calidad del genoma,
genes relacionados con resistencia antimicrobiana (AMR), predicciones de fenotipos, genes
especializados, descripcion general del subsistema, identificacion de las secuencias gendmicas mas
cercanas representado por un arbol filogenético (Olson et al., 2022); a continuacion, se describen los

resultados emitidos por el Andlisis Integral del Genoma (CGA) para nuestro genoma ensamblado.

8.1 ANALISIS INTEGRAL DEL GENOMA (CGA)

Se cargo el genoma ensamblado de Flye pulido al servicio de Andlisis Integral del Genoma en
PATRIC (Wattam et al., 2017). Segun las estadisticas de anotacidén y una comparacién con otros genomas
en PATRIC dentro de esta misma especie, este genoma es de buena calidad. Los detalles del andlisis,
incluidos los genes de interés (genes especializados), una categorizacidon funcional (subsistemas) y un

arbol filogenético (andlisis filogenético) se proporcionan a continuacioén.

8.1.1 Anotacion del genoma

El genoma de Vibrionales vibrionales_pilon se anoté utilizando el kit de herramientas RAST
(RASTtk) (Brettin et al., 2015) y asigno un identificador de genoma Unico de 135623.175. La taxonomia de

este genoma es:

organismos celulares > Bacterias > Proteobacterias > Gammaproteobacterias > Vibrionales

El genoma anotado se constituye de 4 Contigs (Tabla 7), una longitud del genoma de 5,176,947

bp, contenido de GC 44.86% y un N50 de 3118981.
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Tabla 7

Estadisticas de los contigs ensamblados

Descripcion Contenido %GC | Longitud (bp)
contig_2_pilon 44,72 3118981
contig_3_pilon 44.95 1831277
contig 5 pilon 46.45 48036
contig_6_pilon 46.21 178653

Nota: en la tabla se puede observar las caracteristicas estadisticas por cada contig ensamblado, los cuales

serviran para ensamblar todo el genoma posteriormente.

Este genoma tiene 4,791 secuencias de codificacidon de proteinas (CDS), 125 genes de ARN de
transferencia (ARNt) y 33 genes de ARN ribosdmico (ARNr). Las caracteristicas anotadas se resumen en la

Tabla 8.

Tabla 8

Caracteristicas generales del genoma anotado

CDS 4,791
tARN 125
Regiones 100
repetitivas

rARN 33
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Nota: La tabla muestra las diversas caracteristicas generales del genoma anotado a partir del ensamblaje

de Flye pulido mediante el Analisis integral del Genoma (CGA)

La anotacidn incluia 1112 proteinas hipotéticas y 3679 proteinas con asignaciones funcionales
(Tabla 9). Se encontraron 1086 proteinas con numeros de la Comision de Enzimas (EC). Las enzimas se
consideran el grupo mas grande y diverso de todas las proteinas e intervienen en todas las reacciones
guimicas del metabolismo de todos los organismos, jugando un papel crucial en la regulacién metabdlica
dentro de la célula. Con el desarrollo y progreso de proyectos de gendmica y metabolémica estructural y
funcional, la recopilacidn, accesibilidad y procesamiento sistematicos de datos de enzimas se vuelven aln
mas importantes para analizar y comprender los procesos biolégicos. Por medio de la base de datos
BRaunschweig ENzyme DAtabase (BRENDA) se pueden asignar funciones a las proteinas encontradas
(Schomburg et al., 2004). Se encontraron 905 con asignaciones de Gene Ontology (GO) que difieren de las
anteriores en que el sistema EC no aborda la clasificacion de proteinas no enzimaticas (Ashburner et al.,
2000), y 794 proteinas que se asignaron a las vias KEGG, es decir, las funciones de las proteinas
encontrados se asocian con grupos ortélogos y se almacenan en la base de datos KEGG Orthology (KO)

para su uso ((Kanehisa et al., 2016).

La anotacién PATRIC incluye dos tipos de familias de proteinas (Davis et al., 2016). Este método
utiliza las asignaciones de funciones basadas en k-mer disponibles a través de RAST (Overbeek et al., 2014)
para guiar rapidamente la formacion de familias, y luego diferencia los grupos basados en funciones en
familias utilizando un algoritmo de cluster de Markov (MCL). Se encontré que este genoma tiene 0
proteinas que pertenecen a las familias de proteinas especificas de género (PLFams) esto se debe a que
no fue especificado la especie al momento de hacer la entrada de informacidn para el analisis, y 4648
proteinas que pertenecen a las familias de proteinas de género cruzado (PGFams): las familias de

proteinas de géneros cruzados se calculan agrupando proteinas representativas de las familias especificas
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de género con criterios ligeramente relajados (MCL = 1,1). Esto permite que los homdlogos distantes o de
géneros cruzados se agrupen, lo cual es necesario para respaldar el analisis comparativo de géneros
cruzados en todos los genomas microbianos, permitiendo agrupar nuestro genoma problema en un grupo

de género e incluso especies cercanas.

Tabla 9

Caracteristicas a nivel proteico del genoma anotado

Proteinas hipotéticas 1,112
Proteinas con asignaciones funcionales 3,679
Proteinas con asignaciones de nimeros EC 1,086
Proteinas con asignaciones GO 905
Proteinas con asignaciones de rutas 794
Proteinas con asignaciones de familias especificas 0
de género (PLfam) PATRIC

Proteinas con asignaciones de familia de género 4,648
cruzado PATRIC (PGfam)

Nota: La tabla resumen la cantidad de proteinas encontradas en base a diversas clasificaciones al realizar la

anotacion del genoma a partir del ensamblaje de Flye pulido mediante el Andlisis integral del Genoma (CGA)
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El CGA proporciona una visualizacién grafica circular de la distribucidn de las anotaciones del
genoma (Figura 8). Esto incluye, de los anillos externos a los internos, los contigs que representan los
cromosomas, region codificante (CDS) en la cadena directa (forward), CDS en la cadena inversa (reverse),
genes de ARN, CDS con genes de resistencia antimicrobianos conocidos, CDS con homologia para factores
de virulencia, contenido de GC y sesgo de GC. Los colores del CDS en la cadena directa e inversa indican

el subsistema al que pertenecen estos genes (Figura 9).

8.1.2 Anotacion de subsistemas

Un subsistema es un conjunto de proteinas que juntas implementan un proceso bioldgico
especifico o un complejo estructural (Overbeek et al., 2005) y la anotacién incluye un analisis de los
subsistemas del genoma y ademds se proporciona una descripcion general de los subsistemas de este
genoma que estan activos, en la Figura 9 se puede apreciar las superclases de los subsistemas y una
indicacion del nimero de subsistemas dentro de esa superclase (primer nimero) y el nimero de genes

anotados que forman parte de la superclase (segundo numero).
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Figura 8

Visualizacion grdfica circular de la distribucion de las anotaciones del genoma
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Nota: El gréfico ilustra una representacién grafica circular del genoma anotado a partir del ensamblaje de
Flye pulido mediante el Analisis integral del Genoma (CGA), donde se puede apreciar en la parte mas exterior (linea
color azul oscuro) dos secciones de gran tamafio que corresponde a los dos cromosomas principales de Vibrio sp. y

dos posibles plasmidos, asi mismo los diversos niveles de anotacion realizados.
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Nota: En la siguiente figura se puede correlacionar los colores de los CDS en la cadena directa e inversa que

indica el subsistema al que pertenecen estos genes.
Figura 9

Descripcion general de los subsistemas del genoma por colores

L

Nota: Se presenta una representacion grafica mediante colores de los subsistemas encontrados en el

Subsystem (Subsystems, Genes)

B METABOLISM (96, 816)
M PROTEIN PROCESSING (43, 247)
B STRESS RESPONSE, DEFENSE, VIRULENCE (41, 214)
M ENERGY (35, 298)
B MEMBRANE TRANSPORT (29, 199)
I DNA PROCESSING (18, 83)
M CELLULAR PROCESSES (17, 178)
B RNA PROCESSING (14, 81)
B MISCELLANEOQUS (7, 20)
CELL ENVELOPE (6, 37)
REGULATION AND CELL SIGNALING (5, 19)

genoma anotado a partir del ensamblaje de Flye pulido mediante el Andlisis integral del Genoma (CGA)

8.1.3 Genes especiales

Muchos de los genes anotados tienen homologia con diversos genes que el BV-BRC considera

especiales (Tabla 10) en este caso los grupos de genes especiales son los siguientes:

Genes que conceden capacidades de resistencia a antibidticos (AMR): donde el BV-BRC separa
segln la base de datos donde son hallados estos genes, en el primer caso hace referencia a la base de
datos integral de investigacién de antibidticos (CARD) detectando 8 genes, la cual integra datos
moleculares y de secuencia dispares, proporcionando un principio de organizacién Unico en forma de
ontologia de resistencia a antibidticos (ARO) (McArthur et al., 2013). Posteriormente, la Base de datos

nacional de organismos resistentes a los antibiéticos (NDARO) del NCBI detectando 3 genes y por ultimo
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la base de datos del Centro de Integracién de Recursos de PathoSystems (PATRIC) (Davis et al., 2019) la

cual ha sido integrada al BV-BRC, encontrando 33 genes.

Genes que son objetivos farmacoldgicos (Drug Target): la base de datos de objetivos terapéuticos
(TTD) brinda informacion sobre los principales objetivos de los medicamentos aprobados y
experimentales, y a través de la busqueda de similitud de objetivos mediante el algoritmo BLAST,
determina el nivel de similitud entre la secuencia de una proteina de entrada y la secuencia de cada una
de las entradas diana TTD (Zhu et al., 2010). Con esta base de datos encontramos 5 genes a diferencia del
DrugBank que detectd 35 genes lo que denota la mayor magnitud de datos alojada en esta base de datos
la cual desde 2014, DrugBank 4.0 mejord sustancialmente su tecnologia bioinformatica para la deteccion
de drogas, sus metabolitos y sus efectos posteriores. En particular, se han realizado mejoras significativas
y adiciones a gran escala en las areas de QSAR (relaciones cuantitativas entre estructura y actividad),
ADMET (absorcion, distribucién, metabolismo, excrecién y toxicidad), farmacometaboldmica y
farmacogendmica (Law et al.,, 2014), siendo asi la base de datos de mayor relevancia en el dambito

farmacoldgico.

Genes que conceden capacidades de sintetizar proteinas transportadoras (Transportador): La
base de datos de clasificacion de transportadores (TCDB) es una base de datos de referencia de libre
acceso para la investigacidn de proteinas de transporte, que proporciona informacién estructural,
funcional, mecanica, evolutiva y de enfermedades sobre transportadores de organismos de todo tipo, en
nuestro caso encontrando 64 genes directamente relacionados con la sintesis de distintas proteinas

transportadoras (Saier et al., 2016).

Genes que conceden factores de virulencia (Virulence Factor): Los factores de virulencia (VF) son
una clase importante de productos génicos que ayudan a los patdgenos a evadir los mecanismos

defensivos de un huésped especifico para establecer la infeccidon en una condicién ambiental especifica,
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lo que resulta en un estado de enfermedad para ese huésped. El estudio de las FV facilita nuestra
comprension de la patogenicidad y los mecanismos de las enfermedades infecciosas, en el 2015 se
desarrolld una biblioteca de factores de virulencia bacteriana (VF) altamente seleccionada en PATRIC para
apoyar la investigaciéon de enfermedades infecciosas. Esta base de datos encontré para nuestro genoma
15 genes directamente relacionados con factores de virulencia (C. Mao et al., 2015). Asi mismo, la base
de datos de factores de virulencia (VFDB) se dedica a proporcionar conocimientos actualizados sobre los
factores de virulencia (FV) de varios patdgenos bacterianos humanos. Desde sus inicios, la VFDB ha servido
como un depdsito completo de FV bacterianas durante mas de una década (L. Chen et al., 2016), la misma
encontrd 33 FV. Por ultimo, se encuentra Victors la cual es una novedosa base de datos integral, curada
manualmente, siendo un gran recurso de analisis para VF de patdgenos que causan enfermedades
infecciosas en humanos y animales. Ademas, la base de datos Victors VF tiene un mayor énfasis en la
anotacién manual y el analisis de VF. Cada uno de los VF en Victors estd asociado con evidencia anotada
manualmente de al menos una cita revisada por pares (Sayers et al., 2019), la misma determind 66 genes
relacionados con FV para nuestro genoma. Los factores de virulencia encontrados por la base de datos de

PATRIC_VF pueden ser visualizados en la Tabla 11

Tabla 10

Genes especiales encontrados en el genoma anotado

Categoria Fuente Genes
Resistencia antibidtica CARD 8
Resistencia antibidtica NDARO 3

Resistencia antibidtica PATRIC 33




Objetivo farmacoldgico DrugBank 35
Objetivo farmacoldgico TTD 5

Transportador TCDB 64
Factor de virulencia PATRIC_VF 15
Factor de virulencia VFDB 33
Factor de virulencia Victors 66
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Nota: La tabla detalla la categoria de genes especiales identificados en el Andlisis Integral del Genoma

(CGA), seguido de la fuente o base de datos donde se encontraron dichos genes y por ultimo la cantidad de genes

encontrados por cada categoria y fuente.

Tabla 11

Genes relacionados con factores de virulencia encontrados en la base de datos de PATRIC_VF

Gen Producto Clasificacion
Propagacion de célula a
dksA RNA polymerase-binding transcription factor DksA célula, Estrés, Regulacidn
de la expresion génica
ine-5'- EC1.1.1.2 .
quab Inosine-5 monophosphate dehydrogenase (EC 05) Virulencia e Invasion
/ CBS domain
carB Carbamoyl-phosphate synthase large chain (EC 6.3.5.5) Virulencia
ruvB Holliday junction ATP-dependent DNA helicase RuvB (EC Supervivencia intracelular y
3.6.4.12) replicacidn
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Regulacié | L

grxD Monothiol glutaredoxin GrxD tlsg.u acion de la expresion
génica

fur Ferric uptake regulation protein FUR Virulencia

carA Carbamoyl-phosphate synthase small chain (EC 6.3.5.5) Virulencia

ompR Two-component system response regulator OmpR Virulencia

clpB Chaperone protein ClpB (ATP-dependent unfoldase) Virulencia

trxA Thioredoxin Modula la resp}Jesta
inmune del huésped
Regulacié | L

hfq RNA-binding protein Hfq (,eg.u acion de la expresion
génica

. . ul

cap Cyclic AMP receptor protein Sup(.ervnlnlenaa Intracelulary
replicacion

rpoS RNA polymerase sigma factor RpoS Virulencia

gmhA D-sedoheptulose 7-phosphate isomerase (EC 5.3.1.28) Virulencia

trpB Tryptophan synthase beta chain (EC 4.2.1.20) Virulencia

Nota: Se identifican los genes a través del nombre, producto o funcidn y clasificacion de los mismos

asociados a factores de virulencia encontrados por la base de datos PATRIC_VF descrita anteriormente.

8.1.4 Genes de resistencia a los antimicrobianos

El Servicio de anotacion del genoma en PATRIC utiliza el método de deteccién de genes AMR
basado en k-mer, que utiliza la coleccion curada de PATRIC de variantes representativas de secuencias de
genes AMR (Wattam et al.,, 2017) asignando a cada gen AMR una anotacion funcional, un amplio
mecanismo de resistencia a los antibidticos, una clase de farmaco y, en algunos casos, un antibidtico

especifico al que confiere resistencia. Se debe tener en cuenta que la presencia de genes relacionados con
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AMR (incluso de longitud completa) en un genoma determinado no implica directamente un fenotipo
resistente a los antibidticos. Es importante considerar los mecanismos AMR especificos y especialmente
la ausencia/presencia de mutaciones SNP que transmitan resistencia. A continuacidn, se proporciona un
resumen de los genes AMR anotados en este genoma correspondiente a 33 genes y el mecanismo AMR

correspondiente en la Tabla 12.

Tabla 12

Genes relacionados con mecanismos de resistencia antimicrobiana

Mecanismo AMR Genes
Enzima de activacidn de antibiéticos KatG
Enzima de inactivacion de antibidticos CARB family

Alr, DdI, dxr, EF-G, EF-Tu, folA, Dfr, folP, gyrA,
gyrB, Iso-tRNA, kasA, MurA, rho, rpoB, rpoC,
S10p, S12p

Blanco de antibidticos en especies
susceptibles

Proteina de proteccion de la diana antibidtica | QnrB family

Proteina de reemplazo diana de antibidticos fabV

Bomba de eflujo que confiere resistencia a los

antibiéticos MdtL, Tet(35), TolC/OpmH
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Gen que confiere resistencia por ausencia gidB

Proteina que altera la carga de la pared
celular que confiere resistencia a los GdpD, PgsA
antibioticos

Regulador que modula la expresion de genes

de resistencia a antibioticos H-NS, OxyR

Nota: La tabla clasifica los genes segin su mecanismo de resistencia antimicrobiana encontrados en la base
de datos PATRIC utilizando el método de deteccidn de genes AMR basado en k-mer (Wattam et al., 2017) del genoma

anotado a partir del ensamblaje de Flye pulido mediante el Analisis integral del Genoma (CGA).

8.1.5 Andlisis filogenético

Se realiza mediante una colaboracién entre el Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica
(NCBI) y PATRIC que seleccionan y categorizan manualmente los genomas de referencia, que se
consideran de alta calidad e importancia para la comunidad de investigacién incluyéndose en el andlisis
filogenético que forma parte del informe. La referencia mds cercanay los genomas representativos fueron
identificados por Mash/MinHash (Ondov et al., 2016). En base a las Familias de proteinas globales PATRIC
(PGFams) (Davis et al., 2016) fueron seleccionados de estos genomas representativos para determinar la
ubicacidn filogenética de nuestro genoma. Las secuencias de proteinas de estas familias se alinearon con
MUSCLE (Edgar, 2004) y los nucledtidos para cada una de esas secuencias se asignaron a la alineacién de
proteinas. El conjunto de alineaciones de aminodcidos y nucledtidos se concatenaron usando una matriz
de datos mediante RaxML (Stamatakis, 2014) con fast-bootstrapping (Stamatakis et al., 2008), para
generar los valores de soporte del arbol filogenético. En la Figura 10 se observa el arbol filogenético
obtenido, marcando en rojo nuestro genoma. Con este resultado, vemos que nuestra muestra es mas

cercana a Vibrio alginolyticus.
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Figura 10

Arbol filogenético para el genoma ensamblado con Flye y pulido con Pilon

Vibrio alginolyticus strain LMG 11650 663.84

100

Vibrio alginolyticus NBRC 15630 = ATCC 17749 1219076.4

Vibrionales vibrionales_pilon 135623.175 135623.175
100

Vibrio sp. Ex25 150340.18

Vibrio campbellii ATCC BAA-1116 338187.36
100

Vibrio campbellii DS40M4 1088888.3

ag

100 " \fibrio harveyi 1DA3 673519.3

Vibrio rotiferianus DAT722 987060.4

Vibrio parahaemolyticus V-223/04 1238219.3
4| 100
Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633 223926.6

100

Vibrio natriegens NBRC 15636 = ATCC 14048 = DSM 759 1219067.7

0.04

Nota: El CGA ubica la muestra proveniente del SRA de Vibrio sp. ensamblada con Flye y pulido con Pilon
(Vibrionales vibrionales_pilon 135623.175 135623.175) al genoma mds cercano encontrado mediante el NCBI y

PATRIC (Wattam et al., 2017) que corresponde a Vibrio alginolyticus.
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9 DISCUSION

Los ensamblajes de genomas se pueden realizar mediante lecturas largas de secuenciacién de
Oxford Nanopore Technologies (ONT). Esta tecnologia se basa en el principio de secuenciacion de hebras
en nanoporos en tiempo real, que aumenta la longitud de lectura entre 100 y 1000 veces. En nuestro caso,
utilizando este tipo de datos, obtuvimos contigs ensamblados por Flye del tamafio completo de los
cromosomas, permitiendo abarcar regiones repetitivas mucho mas largas. Para los genomas bacterianos,
las lecturas de Nanopore suelen ser mas largas que la repeticion mas grande del genoma (Lu et al., 2016),
lo que hace posibles ensamblajes completos (un contig por replicdn) a diferencia de las lecturas cortas de
[llumina las cuales no pueden resolver secuencias repetidas mas largas que las lecturas de secuenciacidn.
Al usar solo lecturas cortas, pueden fallar al ensamblar elementos genéticos méviles, duplicaciones
gendmicas y sobre todo, puede ser imposible saber a partir de un ensamblaje de lectura corta de Illumina
incompleto si los genes de interés, como los genes de resistencia a los antimicrobianos (AMR) residen en

el cromosoma o en un plasmido (Z. Chen et al., 2021).

Por otro lado, los errores sistematicos en lecturas largas pueden conducir a cientos de errores
residuales, la mayoria de los cuales son indels en secuencias de homopolimeros (Rubio et al., 2020),
debido a que las lecturas largas de Oxford Nanopore tienen una alta tasa de error del 10 % al 15 % (12.2%
en nuestro caso) a diferencia de la las lecturas de lllumina que tienen menos de 1% de error. Ahora bien,
cuando se ensambla con lecturas de Nanopore pueden ocurrir errores en las secuencias de codificacion
de proteinas, que provocan cambios de marco en el marco de lectura abierto, lo que genera problemas
con la anotacién del genoma y limita la utilidad de los ensamblajes de lectura largos, mientras que las
lecturas cortas de lllumina no sufren los mismos errores en las secuencias de homopolimeros (Wick &
Holt, 2022). Por tal motivo los enfoques integrados que utilizan de manera eficiente las lecturas largas y
cortas pueden superar este problema (Walker et al., 2014). Una solucién es pulir el ensamblaje de lectura

larga Oxford Nanopore con lecturas cortas lllumina de alta precision para mejorar la precision como se
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realizd en este caso. Este enfoque no se basa en ensambladores independientes especificos, pero se
puede lograr usando ensambladores de lectura larga para crear un borrador de ensamblaje como es el
caso de Canu y Flye, seguido de un paso de pulido con lecturas cortas de Illumina mediante Pilon. En esta
aproximacién, comenzamos con un genoma de entrada y usamos evidencia de alineamientos de lecturas
cortas para identificar diferencias especificas del genoma de entrada respaldado por los datos de
secuenciacién y aplicando cambios al ensamblaje de entrada dando como resultados un ensamblaje
mejorado. Dado lo anterior, el pipeline desarrollado cumple con los objetivos de crear un pipeline
eficiente que permita obtener un ensamblaje de alta calidad y ademas destaca la importancia de las

lecturas cortas de lllumina para mejorar la integridad y precision del genoma.

Entre las ventajas del pipeline estd el hecho de contar con multiples pasos que permiten mejorar
la calidad de lecturas largas de Nanopore con la herramienta Porechop y posteriormente ir evaluando la
calidad post ensamblaje hasta determinar cual es el mejor de los ensambladores de novo usados (Canu y
Flye) y proceder con un pulido (Pilon) que de igual manera es evaluado con dos herramientas (QUAST y
BUSCO). EL pipeline puede ser ejecutado sin grandes requerimientos computacionales, especialmente
para el caso de bacterias, lo que se traduce en un pipeline completo, actualizado y sobre todo practico
gue permitird al investigador realizar una anotacion funcional completa. Adicionalmente, cabe resaltar
que el pipeline no fue disefiado solo para bacterias del género Vibrio sp., y podria ser replicado con otros
patégenos bacterianos como fue demostrado en estudios similares, donde realizaron ensamblajes pulidos
para distintos géneros bacterianos teniendo un resultado similar al encontrado en este estudio, donde el
pulido con Pilon mejoré la integridad del genoma vy la precisién de los ensamblajes de lectura larga de
Nanopore, debido a las correcciones de errores de secuencia (Z. Chen et al., 2021; Taylor et al., 2019;
Walker et al., 2014). Lo anterior sugiere que el pulido es una estrategia eficaz para generar ensamblajes

bacterianos precisos.



55

Nuestro genoma contd con 4 contigs, donde el contig mds grande ha sido mencionado en otras
investigaciones como el cromosoma | grande y el segundo contig mas largo como cromosoma |l pequefio.
En esta muestra dicho cromosoma | grande conté con 3,118,981 bp (3,12 Mb) y 44.72% de contenido de
GC y el cromosoma Il pequefio conté con 1,831,277 bp (1,83 Mb) y 44.95% de contenido de GC, al
compararlo con otros estudios de pangenomas de Vibrio alginolyticus, el primero reporta que los genomas
contenia un cromosoma | grande de 3,27 a 3,40 Mb y un cromosoma Il pequeiio de 1,81 a 1,89 Mb y el
contenido de GC oscild entre 44,5 y 44,8 % (Xue et al., 2022), asi mismo el siguiente estudio denota que
los genomas analizados contenian un cromosoma | de 3,47 Mb y un cromosoma 2 de 1,88 Mb y 44% de
contenido de GC en promedio (Chibani etal.,, 2020); lo cual refleja que nuestro genoma tiene un
cromosoma | grande de menor tamafio al reportado en dichos estudios, mientras que el cromosoma Il

pequefio y el porcentaje de contenido de GC son consistentes con los mismos.

Adicionalmente nuestro genoma contiene 2 contig pequeiios, uno con 178,653 pb (178 kb) y
46.21% de contenido de GC y otro con 48,036 pb (48 kb) y 46.45% de contenido de GC; esto puede ser
explicado por hallazgos encontrados en los estudios antes mencionados donde se reporté que los
genomas analizados tenian uno o dos plasmidos extracromosémicos (34,0-93,4 kb), con contenidos de
GC que oscilaban entre 39,7 y 46,2 % (Xue etal., 2022); mientras que la otra investigacion logré
determinar que los genomas poseen plasmidos con un tamario de 0,9 a 290 kb (Chibani et al., 2020). Lo
cual podria explicar la presencia de dichos contigs en nuestro genoma y catalogarlos como plasmidos

extracromosomicos.

Adicionalmente el Analisis Integral del Genoma anoté para nuestro genoma 4791 secuencias de
codificacion de proteinas (CDS), 125 genes de ARN de transferencia (ARNt) y 33 genes de ARN ribosémico

(ARNT) lo cual al compararlo con el estudio realizado por Xue y col., en el 2022 donde el promedio para 7
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especies de Vibrio alginolyticus obtuvieron 4649 CDS, ARNt 129 ARNt y 37 ARNr se puede observar

caracteristicas de anotacidn bastante semejantes entre nuestra muestra y el pangenoma realizado.

Al realizar el Andlisis Integral del Genoma (CGA) mediante el BV-BRC, se determind que la especie
mads cercana a nivel de gendmico de nuestra muestra es Vibrio alginolyticus la cual es una bacteria
gramnegativa que se encuentra de forma ubicua en los hdbitats acudticos y marinos y plantea riesgos
considerables para la salud de los animales marinos y los seres humanos a través de las cadenas
alimentarias locales (F. Mao et al., 2021). Segin un nimero creciente de estudios, V. alginolyticus no solo
se limita a infectar especies marinas como ostras, meros y camarones (Oberbeckmann et al., 2011; Wang
et al., 2016) pero también estd emergiendo como un patégeno oportunista que infecta a los humanos. La
infeccidn por V. alginolyticus se asocia principalmente con trastornos inflamatorios en humanos, por
ejemplo, gastroenteritis, otitis media, otitis externa y septicemia (Feingold & Kumar, 2004; Galizere et al.,

2016; Issack et al., 2008; Uh et al., 2001).

Por tal motivo concuerda que la muestra analizada, perteneciente a la especie de V. alginolyticus,
haya sido anotado con factores de virulencia para 3 bases de datos distintas lo cual refleja la capacidad
patégena de la misma, por ejemplo el gen dksA o Factor de transcripcion de unién a ARN polimerasa DksA,
ha sido reportado para Vibrio cholerae y Shigella flexneri, el cual en un entorno carente de nutrientes
experimentan un cambio metabdlico llamado respuesta estricta donde se produce un aumento en la
expresion de dksA, favoreciendo la propagacion de célula a célula, motilidad, formacion de biocapa,
resistencia al estrés oxidativo y regulacion de la expresidon génica segun las condiciones ambientales

(Mogull et al., 2001; Sofia & Dziejman, 2021).
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Igualmente se identificaron genes asociados a resistencia antimicrobiana en 3 bases de datos
distintas (CARD, NDARO y PATRIC) y se clasificaron en base al mecanismo de accién aquellos genes
encontrados por PATRIC encontrando 33 genes. Esto es de gran relevancia ya que los antibidticos son
compuestos quimicos que inhiben la multiplicacion bacteriana (bacteriostaticos) o matan las especies
bacterianas (bactericidas), son en su mayoria productos naturales, sintetizados por las especies
bacterianas o flngicas como armas quimicas para matar otros microbios en el microambiente cercano y
mantener el equilibrio en las comunidades microbianas en los ecosistemas naturales (Skliros et al., 2021).
Siendo los objetivos de los antibidticos generalmente exclusivos de las bacterias o significativamente
diferentes de sus contrapartes eucariotas y son esenciales para la inhibicién del crecimiento y la
supervivencia de las bacterias. La mayoria de los antibiéticos funcionan ampliamente inhibiendo la sintesis
o el ensamblaje de la pared celular, interrumpiendo la integridad de la membrana celular, evitando la
sintesis de ADN, ARN y proteinas, interrumpiendo rutas metabdlicas celulares esenciales. La especificidad
de los antibidticos hacia las maquinarias microbianas es la clave para su uso en la préctica clinica para
prevenir y curar infecciones microbianas y su implementacién terapéutica revolucioné la historia de la
medicina. Sin embargo, desde su introduccidn, se reconocié que los antibiéticos tienen dos propiedades
distintas: la primera, inhibir el crecimiento de microbios al interferir con las funciones esenciales o
procesos celulares y la segunda, e indeseable, que promueve la aparicién de patégenos AMR al
proporcionar un entorno adecuado para su crecimiento mediante la eliminacién de variantes sensibles
(Das et al., 2020); entre algunos de los genes asociados a resistencia antimicrobiana (AMR) como el gen
KatG Catalase-peroxidase (EC 1.11.1.21) identificado en Mycobacterium tuberculosis, el cual codifica el
enzima catalasa-peroxidasa e impiden la transformacidn del farmaco isoniacida en su principio activo,
inhibiendo su accidn antimicrobiana (Morlock et al., 2003) lo que podria indicar una transferencia de
genes horizontal entre Mycobacterium y Vibrio, otro gen encontrado es el CARB family que es un beta-

lactamase carbenicillin hydrolyzing (EC 3.5.2.6) que ha sido descrito anteriormente en Vibrio cholerae
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muestran que es una enzima hidrolizante de carbenicilina que induce resistencia mediada por plasmidos
a los B-lactdmicos que son susceptibles a los efectos de los inhibidores de las B-lactamasas (Choury et al.,
1999), otro gen encontrado de gran relevancia es el QnrB family que induce resistencia a las quinolonas
(ciprofloxacina, gatifloxacina, levofloxacina, moxifloxacina, acido nalidixico, norfloxacina, esparfloxacina)
las cuales son potentes agentes antibacterianos que tienen como objetivo las siguientes topoisomerasas:
ADN girasa y la topoisomerasa IV en bacterias. Estudios previos han demostrado que la resistencia a las
qguinolonas se originan por mutaciones en los genes cromosémicos de Escherichia coli (Tran & Jacoby,
2002) y el gen gidB (EC 2.1.1.170) que codifica una 7-metilguanosina (m(7)G) metiltransferasa conservada

especifica para el ARNr 16S, confiriendo resistencia a la estreptomicina (Okamoto et al., 2007).

Por tal motivo la presencia de genes AMR en nuestra muestra sumado a los genes que promueven factores
de virulencia da un claro panorama de la capacidad patogénica y de supervivencia de nuestra muestra

perteneciente a la especie V. alginolyticus.
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10 CONCLUSION

El advenimiento de las tecnologias de secuenciacidn de alto rendimiento ha revolucionado el
campo de la gendmica, permitiendo la generacién rdpida y rentable de datos de secuencias a escala del
genoma con una resolucidn y precision muy alta, sin embargo, uno de los mayores retos consiste en
aprovechar correctamente los datos secuenciados. Es claro que no existe una sola herramienta
bioinformatica que permita realizar todo el procesamiento de la muestra desde su analisis de calidad
hasta la anotacién funcional por medio de la consola GNU/Linux. Por tal motivo el disefio de un pipeline
como el estructurado en esta investigacion permite servir de guia para futuras investigaciones en el campo
de la ciencia aplicada a la gendmica, donde sea necesario extraer la mayor cantidad de informacion de los
datos genédmicos. Concluimos que este pipeline cumplié con los objetivos planteados y se logré realizar
un ensamblaje de novo con lecturas largas de Nanopore. Segun las herramientas de calidad de ensamblaje
QUAST y BUSCO se determind que el mejor ensamblaje fue realizado por Flye y ademas se procedio al
pulido del mismo con lecturas cortas de lllumina usando Pilon. Obtuvimos un ensamblaje de excelente
calidad con 4 contigs que revelan la presencia de dos cromosomas, un cromosoma | grande con 44.72%
de contenido GC y una longitud de 3,118,981 pb junto con un cromosoma |l pequefio con 44.95% de
contenido de GC y una longitud de 1,831,277 pb; ademas se encontraron dos regiones de mas pequeiias
con 46.45% y 46.21% de contenido de GC y una longitud de 48,036 pb y 178,653 pb respectivamente las
cuales son asociadas a plasmidos, teniendo el genoma una longitud total de 5,176,947 pb, un N50 de
3,118,981 y con un 100.0% de complementariedad en los conjuntos de ortdlogos universales de copia
Unica de evaluacion comparativa de OrthoDB para el dataset vibrionales_odb10 de BUSCO. La anotacion
funcional realizada mediante el servicio de Andlisis Integral de Genoma (CGA) del servidor BV-BRC
presenta un amplio panorama de informaciéon genémica que va desde la estadistica estructural del
genoma, representaciones graficas del genoma anotado, genes especiales incluidos factores de virulencia,

caracterizacién de genes asociados a mecanismos de resistencia antimicrobiana (AMR) y por ultimo un
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analisis filogenético que permitid correlacionar la muestra con Vibrio alginolyticus, especie oportunista

conocida por su alto grado de patogenicidad en humanos.



11 MATERIAL SUPLEMENTARIO

11.1 Cddigos de programacion utilizados para cada herramienta bioinformatica

Creacién de ambiente conda

conda config --add channels conda-forge
conda config --add channels bioconda
conda config --show

conda create -n <nombre_env>

Instalacion de paquetes dentro del env
conda install -c bioconda <nombre_del paquete>

Porechop
Se instala mediante Conda
Su input son las lecturas crudas fastq

porechop -i <archivo entrada> -o <archivo salida> --format fasta -t 10

Canu
Se instala mediante Conda

canu [-haplotype|-correct|-trim] [-s <assembly-specifications-file>] -p <assembly-
prefix> -d <assembly-directory> genomeSize=<number>[g|m|k] [-trimmed]|-untrimmed|-
raw|-corrected] [-pacbio|-nanopore|-pacbio-hifi] *fastq

Flye
Se instala mediante Conda

flye --nano-raw <archivo entrada fastq> --genome-size <tamaho genoma> --out <dir/
archivo salida>

El archivo de salida de los ensambladores son archivos fasta (PRIMERA ENTRADA PARA PILON)

QUAST

Se descarga el quast-5.2.0.tar.gz de la pagina

https://sourceforge.net/projects/quast/files/

una vez descargado se ubica la ruta y se ejecuta el .py seguido del ensamblaje a evaluar y -o el nombre de la
carpeta de salida

<ruta completa>/quast-5.2.0/./quast.py <archivo entrada> -o <archivo salida>

BUSCO
se instala mediante Conda

busco -i <archivo entrada> --auto-lineage-prok -o <archivo salida> -m genome

Bowtie2 y Samtools
Se instalan mediante Conda

bowtie2-build -f <archivo entrada-ensamblaje.fasta> <archivo salida-index.fa>
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bowtie2 -x <archivo entrada index.fa> -1 <archivo entrada-lecturas illumina forward>
-2 <archivo entrada-lecturas illumina reverse> -S <archivo salida indexado.sam>

Transformar el archivo sam a archivo bam
samtools view -S -b indexado.sam > indexado.bam

Ordenar el bam a sorted.bam (SEGUNDA ENTRADA PARA PILON)
samtools sort indexado.bam -o indexado.sorted.bam

Indexar el sorted.bam
samtools index indexado.sorted.bam

Crear archivo fasta.fai
samtools faidx <archivo entrada-ensamblaje.fasta>

Pilon

Descargar el jar
https://github.com/broadinstitute/pilon/releases/tag/vi1.2

Es necesario estar ubicado en la carpeta donde se crearon los 2 INPUTS

java -Xmx16G -jar pilon-1.24.jar --genome <archivo entrada ensamblaje.fasta> --frags
indexado.sorted.bam --output <nombre ensamblaje pulido> --fix all --mindepth 0.5 --
changes --verbose --threads 4

El output de Pilon es un archivo fasta


https://github.com/broadinstitute/pilon/releases/tag/v1.2
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