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Resumen

Sphingobium yanoikuyae es una bacteria perteneciente a la familia Sphingomonadaceae, se
caracteriza porque degrada varios compuestos aromaticos, ya que posee enzimas que
metabolizan estos compuestos contaminantes, por ello tiene un enorme potencial para ser usada
en biorremediacion. Se realizd una investigacion para establecer un pipeline para el ensamblaje
del genoma de S. yanoikuyae, a partir de secuencias de Illumina y PACBIO, almacenadas en
NCBI. Las secuencias crudas se preprocesaron mediante filtrado y recorte; a través de la
implementacion de herramientas bioinformaticas en la plataforma de Galaxy y KBase; se hizo
el control de calidad en FASTQC obteniendo parametros como el N50, el tamafio total de
ensamblaje y el nimero de contigs. Ademas, programas para ensamblaje como SPAdes,
Megahit, Skesa o Velvet permitieron realizar un ensamblaje, sin embargo, sus resultados fueron
poco precisos y confiables; mientras que, con Unicycler se obtuvo un mejor ensamblaje del
genoma completo, destacando el ensamblaje fusionado o hibrido con 89 contigs y una longitud
de 5402608 pb. Finalmente, para su anotacion se usé Prokka identificando 5045 elementos

genéticos.

Palabras clave: Flujo de trabajo, programas bioinformaticos, ensamblaje hibrido, contigs.



Abstract

Sphingobium yanoikuyae is a bacterium belonging to the Sphingomonadaceae family, it is
characterized by the fact that it degrades several aromatic compounds, since it has enzymes that
metabolize these contaminating compounds, therefore it has enormous potential to be used in
bioremediation. Research was carried out to establish a pipeline for S. yanoikuyae genome
assembly from Illumina and PACBIO sequences, stored at NCBI. Raw sequences were
preprocessed by filtering and trimming; through the implementation of bioinformatics tools on
the Galaxy and KBase platform; Quality control was done in FASTQC obtaining parameters
such as the N50, the total assembly size and the number of contigs. Furthermore, assembly
programs such as SPAdes, Megahit, Skesa or Velvet allowed an assembly to be carried out,
however their results were not very precise or reliable; while, with Unicycler, a better assembly
of the complete genome was obtained, highlighting the fused or hybrid assembly with 89
contigs and a length of 5402608 bp. Finally, Prokka was used for annotation, identifying 5045

genetic elements.

Keywords: Workflow, bioinformatics programs, hybrid assembly, contigs.
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1 Introduccion

Sphingobium yanoikuyae es una bacteria perteneciente a la familia Sphingomonadaceae, se
encuentra en varios habitats terrestres, de agua dulce o salada y se caracteriza por degradar
varios contaminantes, ya que es capaz de oxidar un gran abanico de compuestos aromaticos,
como: hidrocarburos aromaéticos policiclicos (PAH), y polihidroxialcanoatos (PHA); resultando
de mucho interés para combatir el incremento de la contaminacion por hidrocarburos, se
pronosticd que la contaminacidn por hidrocarburos ira en aumento, incrementando hasta en un
60% para el 2021 (INABIO, 2019; Ni Chadhain et al., 2007). Su capacidad degradadora se debe
a la presencia de enzimas, como las oxigenasas, las cuales se involucran en la metabolizacién
de los compuestos contaminantes (Mitra et al., 2020), adicionalmente la bacteria puede usarlos
como fuentes de carbono, oxidandolos para convertirlos en compuestos solubles (Ministerio
para la Transicién Ecolégica y el Reto Demogréafico, 2022). S. yanoikuyae tiene un enorme
potencial para ser usada en campos ambientales y agricolas debido a su amplia versatilidad, y
a sus caracteristicas biorremediadoras y degradadoras de sustancias contaminantes (Sanchez et

al., 2022).

Conocer sobre los mecanismos de degradacién y las aplicaciones en biorremediacion, es posible
mediante la localizacidn de genes y la reconstruccion del genoma de S. yanoikuyae, Zhao et al.
(2015), en su estudio obtuvieron un ensamblaje de 5,2 Mb, mediante el cual determinaron 35
dioxigenasas y encontraron 71 genes, algunos pueden estar relacionados con la diseminacion
de operones de degradacion de PAH. El analizar el genoma de S. yanoikuyae por metodologias
de ensamblaje y anotacién, permite comprender el funcionamiento de su capacidad degradadora
y su utilidad en diferentes campos. Ademas, ayudara en futuros analisis de expresion génica de
ARN (Y. Wang et al., 2018); estudios y deteccion de mecanismos, identificacion de genes de
interés, analisis filogenéticos, entre otros (Sanchez et al., 2022). Por esto, el desarrollo de

distintos pipelines bioinformaticos para ensamblar, alinear, pulir y anotar el genoma de la



especie es importante para la industria, sobre todo al describir los genes fundamentales en su

capacidad de biodegradacion de contaminantes.

La presente investigacion fue realizada en la Universidad Politécnica Salesiana bajo el auspicio
del grupo de investigacion BIOARN, para establecer el proceso de ensamblaje para el genoma
de Sphingobium yanoikuyae a partir de secuencias almacenadas en NCBI con nimero de
accesion SRR27033680 (Sphingobium yanoikuyae HAMBI _1842; short read Illumina) y
SRR27033679 (Sphingobium yanoikuyae HAMBI_1842; long read PACBIO), publicadas en

diciembre de 2023, de las cuales no se reportan investigaciones previas hasta la fecha.

El objetivo general es generar un pipeline que permita el ensamblaje de lecturas crudas
provenientes del SRA de NCBI, de la especie Sphingobium yanoikuyae, obtenidas a través de
secuenciacion PACBIO e Illumina, mediante la evaluacién de la calidad las lecturas crudas y
su preprocesamiento, el ensamblaje de las lecturas procesadas y la evaluacion de la calidad de
los ensamblajes finales, usando diferentes herramientas bioinformaticas para procesar las

secuencias hasta obtener un ensamblaje adecuado y su posterior anotacion.



2 Fundamentacion tedrica

2.1 Sphingobium yanoikuyae

2.1.1 Taxonomia

Sphingobium yanoikuyae es una bacteria que posee una gran capacidad para crecer y sobrevivir
en condiciones de deficiencia de nutrientes, mediante el uso de varios compuestos organicos y
siendo capaz de degradar varios de los mismos (Duhan et al., 2023; Sanchez et al., 2022). A

continuacion, en la Tabla 1 se presenta la taxonomia de esta especie.

Tabla 1. Taxonomia de Sphingobium yanoikuyae

Reino Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Alphaproteobacteria
Orden Sphingomonadales
Familia Sphingomonadaceae
Género Sphingobium
Especie Sphingobium yanoikuyae

Fuente: (Global Biodiversity Information Facility, 2023).

2.1.2 Genoma de la especie

El genoma completo de Sphingobium yanoikuyae SHJ contiene 1 cromosoma circular y 2
plasmidos circulares, esta cepa degrada ésteres de ftalato. Los tamafios del cromosoma 1, el
plasmido pSES220 y el plasmido pSES189 son 5260163 pb, 220037 pb y 189183 pb,
respectivamente, y sumados dan un total de 5669383 pb. El contenido de GC del genoma de la
cepa SHJ es del 64,23%. Se han identificado un total de 5402 genes, de los cuales 5183 son
genes codificadores de proteinas y 143 pseudogenes. Los 76 genes restantes son genes de ARN,
incluidos 12 genes de ARNTr, 61 genes de ARNty otros 3 genes de ARN no codificantes (Feng

etal., 2018).



Por otro lado, en el articulo de Sanchez et al. (2022), se investigd el genoma de Sphingobium
yanoikuyae S72, con el fin de determinar su base genética para la degradacion de hidrocarburos,
donde el genoma fue reducido a 1 contig y se analizaron varios genes unicos de los cuales varios
han sido adquiridos por transferencia horizontal, que estan comunmente en las islas genémicas
de bacterias o0 como elementos genéticos mdviles; que estarian involucrados en degradacion de
contaminantes como xenobioticos, hidrocarburos, bifenilo o naftaleno; siendo util para la
biorremediacion de suelos contaminados. Adicionalmente, con la herramienta Island Viewer
4.0 se visualizaron islas gendmicas, siendo las regiones 11 y 111 las méas grandes, con 317308 kb
y 579060 kb de longitud, respectivamente que indica la presencia de secuencias genémicas
significativas, que presentan alguna funcion o adaptacion especifica relevante para S.

yanoikuyae S72.

La prediccién genética del genoma de la cepa Sphingobium yanoikuyae YC-XJ2 mostré una
longitud total del genoma de 5272134 pb, con un contenido del 64,86% de GC en la region
genética y del 58,07% en la region intergenética; contiene 12 genes de ARNr, 64 genes de

ARNt, 3 profagos (89345 pb), 22 islas de genes (560628 pb) y 5782 CDS (X. Li et al., 2020).

2.1.2.1 Genoma de referencia

Los genomas de referencia son un conjunto de datos que tiene como objetivo modelar y
representar la secuencia de ADN del genoma de una especie, son ensamblados por cientificos
para servir como secuencias de ADN representativas para distintas especies (Alquicira, 2017).
Los investigadores utilizan este mapeo para identificar nuevos genes, variantes de genes
conocidos y otros elementos funcionales, y para compartir y comparar sus hallazgos con otros

cientificos (T. Wang et al., 2022).

El genoma de referencia de S. yanoikuyae cepa S72 (ASM250408v1), fue obtenido por el

Instituto Politécnico Nacional de México en el afio 2017. La bacteria fue aislada de la rizosfera


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/rna-gene
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/prophage

de una planta de sorgo en la ciudad de Rio Bravo, Tamaulipas, México y secuenciada mediante

la tecnologia de lllumina (NCBI, 2017).

2.1.2.2 Genes de intereés relacionados a la degradacion de hidrocarburos

En la cepa XLDN2-5 de Sphingobium yanoikuyae, se encontraron el grupo de genes car
(carRAaBaBbCAC) vy el gen fdr, que estdn acompafados en ambos lados por dos copias de
elementos IS 6100 y organizados como 1S 6100:: ISSspl- ORF1-carRAaBaBbCAc-ORF8 - IS
6100 - fdr -IS 6100. Estos genes se unieron al grupo de genes ant (antRAcCAdAbAa), que
participa en la conversion de antranilato en catecol, también estd intercalado entre dos
elementos 1S6100 como 1S6100-antRAcAdAbAa-1S6100. Juntos, los genes estructurales y los
elementos 1S6100 forman dos transposones catabolicos, responsables de la degradacién del
carbazol. Ademas, el gen fdr en S. yanoikuyae es un componente clave en el metabolismo
microbiano, especificamente en la via de degradacion de hidrocarburos y una amplia gama de

contaminantes ambientales (Gai et al., 2011).

Los genes bphC y xylE, codifican 2,3 -dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa y catecol 2,3-
dioxigenasa, respectivamente, en la via catabolica de PAH de S. yanoikuyae B1 (Cunliffe &
Kertesz, 2006). Los genes bphC han demostrado que sus productos genéticos codificados por
el operdn bph, estan implicados en la degradacion del dibenzofurano y del bifenilo, mediante
la fision del anillo 1,2-dihidroxidibenzofurano catalizada por bphC (Wesche et al., 2005).
Mientras los genes xylE se encargan de codificar la enzima catecol 2,3 dioxigenasa (C230), la

cual es capaz de degradar toluenos, benzoatos y sus derivados metilicos (Saunders et al., 1996).

Muchos genes estan asociados con la degradacion de xenobidticos e hidrocarburos, como la
oxidorreductasa dependiente de NAD(P) de la familia SDR (c6digo A6768_07840), la

aldo/ceto reductasa (codigo A6768_07825), el citocromo P450 (cédigo A6768_11830), la 4-



hidroxibenzoato 3-monooxigenasa (codigo A6768 12975) y el alcohol reductasa aromatica

(codigo A6768_RS13080) (Sanchez et al., 2022).

2.2 Ensamblaje y anotacion del genoma

2.2.1 Aislamiento de ADN

Para el cultivo de S. yanoikuyae se toma una muestra de la bacteria de ambientes terrestres o
acuaticos, estas son transportadas al laboratorio segiin metodologias estandar ya establecidas y
se siembran. Luego, se recogen los sedimentos celulares mediante centrifugacion y se lava en
solucion salina comprobando un pH de 7. EI ADN de la bacteria se extrae con un kit de
purificacién de ADN gendémico siguiendo las indicaciones propuestas; por ultimo, se cuantifica

usando un fluorémetro, previo a la secuenciacion (Mitra et al., 2020; Sanchez et al., 2022).

2.2.2 Secuenciacion

La secuenciacion de genomas completos es un método que permite identificar los genes en un
organismo, es una herramienta basica para posteriores analisis funcionales de los nuevos genes
descubiertos. La secuencia gendmica provee de un conjunto virtual de todas las proteinas que
el organismo puede expresar (Aguilar-Bultet & Falquet, 2015). En el proceso de secuenciar un
genoma, el ADN de un organismo es aislado, leido por un secuenciador y convertido en

informacion digital que puede ser procesada por una computadora (Vera, 2014).

El método de secuenciacion de Sanger permitié innumerables logros en este campo, como la
secuenciacion del primer genoma bacteriano (Haemophilus influenzae) y la primera secuencia
completa del genoma humano. Esta tecnologia, por sus limitaciones, trajo consigo la necesidad
de desarrollar nuevas y mejores alternativas para secuenciar muchos genomas en corto tiempo
(Aguilar-Bultet & Falquet, 2015). Debido a esto surgen las tecnologias de secuenciacién de

nueva generacion (NGS, next-generation sequencing), como:



Illumina, secuencia genomas pequefios y funciona mediante el proceso quimico de
secuenciacion por sintesis (SBS) (Illumina, 2021). La secuenciacion por sintesis
consiste en la incorporacion de nucleédtidos utilizando una variedad de enzimas y
esquemas de deteccidn que permiten que la plataforma del instrumento correspondiente
recopile datos al mismo tiempo que la sintesis enzimatica en una plantilla (McCombie
et al., 2019). Se prepara la libreria y el ADN une sus extremos a adaptadores mediante
complementariedad, atraviesan una celda de flujo, mientras los adaptadores se
cohesionan a la placa y con polimerasas se amplifican en cllsteres. Para la
secuenciacion por sintesis se elimina una de las cadenas, se adiciona un nucleétido con
fluorescencia caracteristica, con lo que se obtiene una secuencia exacta de nucle6tidos
del fragmento de ADN. La secuenciacion puede ser single read, si se realiza desde un
solo extremo de la doble cadena; o puede ser paired end read, incluyendo ambos
extremos de la cadena (Vaca, 2024).

PACBIO, este sistema brinda acceso a una secuenciacion de lectura larga de alto
rendimiento con secuenciacion a tiempo real de una unica molécula (SMRT) (PacBio,
2024). Las moléculas de ADN polimerasa, unidas a una plantilla de ADN, se unen al
fondo de pocillos de 50 nm de ancho, a cada polimerasa se le permite llevar a cabo la
sintesis de ADN de la segunda cadena, en presencia de nucle6tidos marcados con
fluorescencia de y-fosfato, dando informacion sobre la secuencia en la replicacion de la
molécula de ADN objetivo (Quiail et al., 2012).

lon Torrent, utiliza la tecnologia de semiconductores para proporcionar la secuenciacion
de sobremesa de ultima generacion mas rapida. Su libreria esta unida a un adaptador,
las secuencias se hibridan a perlas, y se realiza una amplificacion mediante polimerasas

(Vaca, 2024).



Esta usa chips con sensores de voltaje en cada pocillo capaces de detectar los
Hidrégenos (H+) liberados cada vez que un nucleétido se une a la nueva cadena en
formacion debido a cambios en el pH (Thermo Fisher Scientific, 2024).

e Oxford Nanopore, utiliza celdas de flujo que contienen una serie de pequefios agujeros
(nanoporos) incrustados en una membrana electro resistente. Cada nanoporo
corresponde a su propio electrodo conectado a un canal y un chip sensor, que mide la
corriente eléctrica que fluye a través del nanoporo; cuando una molécula pasa a través
de él, la corriente se interrumpe para producir un "garabato" caracteristico. Luego, el
garabato se decodifica utilizando algoritmos de llamada base para determinar la
secuencia de ADN o ARN en tiempo real (Oxford Nanopore Technologies, 2024a).

2.2.3 Ensamblado de secuencias
Es el proceso para descifrar una secuencia genomica mediante alineamiento y mezcla de

fragmentos de secuencias de ADN para reconstruir la secuencia original (Vera, 2014).

Los genomas pueden ser ensamblados de dos maneras: ensamblaje por comparacion, en el que
se utiliza un genoma como referencia; y ensamblaje de novo, en el cual se aplica solamente la
informacion obtenida de la secuenciacién para reconstruir el genoma, sin conocimiento
anterior de la organizacion de este. Dependiendo de la informacion previa que se tenga respecto
a la secuencia a ensamblar se definira la mejor estrategia a seguir (Aguilar-Bultet & Falquet,

2015).

Los ensambles se obtendran usando herramientas bioinformaticas y se compararan usando

métricas comunes para evaluar su calidad (Vera, 2014), como:

e Cantidad de contigs ensamblados: Un contig relacionado a estudios genémicos, se
deriva de la palabra “contiguo”, es un conjunto de segmentos o secuencias de ADN que

se superponen parcialmente de forma tal que colectivamente dan una representacion



continua de una region genémica. Un buen ensamblaje debe minimizar el nimero de
fragmentos obtenidos del proceso de ensamblado a partir de un conjunto inicial de
fragmentos.

Suma de las longitudes de los contigs: un buen ensamblaje debe aproximar la suma de
las longitudes de los contigs obtenidos, a la longitud total de la secuencia que se desea
reconstruir.

Longitud del contig mas largo: es la longitud de la secuencia ensamblada mas larga.
N50: Es la longitud del contig méas pequefio del conjunto de contigs mas largos cuya

suma de longitudes es al menos el 50% de la suma de las longitudes de todos los contigs.

2.2.4 Anotacion

La anotacion de genoma es el proceso de unir informacion bioldgica a las secuencias. Se basa

en dos pasos principales: la identificacion de elementos en el genoma o prediccidn génica, y

agregar informacion bioldgica a estos elementos. Actualmente, se usan distintos programas

bioinforméaticos como BLAST, para encontrar similitudes entre genomas (BIOREN-UFRO,

2024). Entre los tipos de anotacidn estan:

Anotacion estructural: Busca predecir y localizar todas las secuencias codificantes
(genes) y determinar e identificar la estructura de estas. Se usan programas
bioinformaticos especificos para analisis del genoma estudiado (Cruz Cubas & Rolland
Burger, 2013).

Anotacion funcional: Se encarga de completar y aprovechar el analisis estructural del
transcriptomay del proteoma. Predice funciones de la busqueda de similitudes con otras
secuencias de organismos de la misma especie (secuencias paralogas) o de otras

especies (secuencias ortologas) (Cruz Cubas & Rolland Burger, 2013).



e Anotacion relacional: Identifica las redes de interacciones génicas y vias metabolicas
en las que participan los productos de los genes (las proteinas) (Cruz Cubas & Rolland

Burger, 2013).

2.3 Analisis bioinformatico

2.3.1 Control de calidad

El control de calidad de secuencias crudas es un proceso que se encarga de evaluar y garantizar
la calidad de las lecturas (reads) obtenidos directamente desde los secuenciadores. Usando
programas bioinformaticos, que eliminan las secuencias de baja calidad, los adaptadores y
varios contaminantes, garantizando una secuencia Optima para analisis posteriores. El paso
inicial para el preprocesamiento de datos crudos es el control de calidad para cualquier
experimento o investigacion que pretenda llevarse a cabo, para ejecutarlo existen diversas
herramientas de acceso libre en linea, muchos de ellos permitiendo procesar datos crudos
FASTQ sin ningun formato en especial. De esta forma, se comprueba la calidad de la secuencia,
la base y distribucién de los nucle6tidos, por medio de varios parametros o métricas de control
para proporcionar una vision concisa de la calidad de la muestra, permitiendo identificar

cualquier defecto y arreglarlo para analisis posteriores (Guo et al., 2014).

Es un proceso critico para cualquier tecnologia de secuenciacion porque puede comprometer
los resultados y conclusiones de un experimento. Por esto, la deteccion e interpretacion
temprana de sesgos de secuenciacion o alineacion de las lecturas, es fundamental y es necesario
contar con sistemas de control de calidad que sean rapidos, livianos y basados en los valores
atipicos que podrian llegar a presentarse en la lectura por medio de varios métodos estadisticos

(Kumar et al., 2020).

e FASTQC es un programa gque hace una serie de andlisis basicos y estandar de calidad,

realiza un analisis muy completo, que abarca varios parametros como estadisticas
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2.3.2

bésicas, calidad de secuencia por base, distribucion de longitud de secuencia y entre
otros, que permiten identificar problemas que hubiera durante la secuenciacién; genera
un reporte para cada uno de los parametros indicando si la muestra analizada es correcta,
presenta advertencias o errores. EI programa permite importar archivos de entrada y

salida en los formatos BAM, SAM o FASTQ (Babraham Institute, 2024).

Preprocesamiento

El preprocesamiento realiza un filtrado de secuencias con errores de lectura exigiendo una

cantidad minima de cotejos exactos entre las demas cadenas (Vera, 2014). Es comdn que los

datos obtenidos por tecnologias de secuenciacion de nueva generacion tengan informacién de

mala calidad, por lo cual es necesario el preprocesamiento de la posible contaminacion generada

por la presencia de adaptadores en la lectura para los posteriores procesos de analisis, ademas

debido a que los secuenciadores actuales tienen cada vez mas capacidad de realizar

secuenciacion de lecturas de mayor longitud; el preprocesamiento es un filtro que permite ir

descartando la mayor parte de los sesgos de informacién invalida (Sun, 2020).

Entre los softwares utilizados para preprocesar secuencias se encuentran:

Trimmomatic es una herramienta que hace varias tareas de recorte Utiles para datos con
extremo Unico y emparejado de Illumina. Los pasos para recorte y los parametros
asociados se proporcionan por linea de comando o en plataformas bioinformaticas como
KBase y Galaxy. Funciona con archivos en formato FASTQ (Bolger, 2014).

Porechop es un programa para buscar y eliminar adaptadores de lecturas de Oxford
Nanopore, elimina los adaptadores en los extremos de las lecturas y, cuando el
adaptador se encuentra en el medio corta en lecturas separadas. Ademas, hace
alineamientos complejos para buscar adaptadores, aun cuando la identidad de secuencia

es baja. Permite la manipulacion de archivos FASTA 'y FASTQ (Galaxy, 2024).
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PRINSEQ es una herramienta para filtrar, reformatear o recortar los datos de una
secuencia gendmica y metagendmica. El programa crea estadisticas resumidas de las
secuencias como graficos y tablas de la longitud de lectura, el contenido de GC,
puntuaciones de calidad, entre otros parametros. Usa los formatos FASTA o FASTQ

como entrada (PRINSEQ, 2024).

2.3.3 Ensamblaje

Los programas utilizados para el ensamblaje de genoma son:

Shovill es un ensamblador de genomas aislados de bacterias partiendo de lecturas paired
de Hlumina. Shovill canaliza y utiliza el programa de SPAdes en su ndcleo alterando los
pasos previos y posteriores del ensamblaje principal, con el fin de obtener el ensamblaje
en menos tiempo. De igual forma esta herramienta admite el uso de otros ensambladores
como son Skesa, Velvet y Megahit. Se debe considerar que Shovill es inicamente para
datos aislados en FASTQ y no funciona con genomas muy grandes como el
metagenoma, al final se obtiene el ensamblaje en formato FASTA (Seeman, 2020).
SPAdes es una herramienta desarrollada para el ensamblaje de novo de datos de
secuenciacion para genomas microbianos aislados y cultivados para secuenciacion de
ADN gendmico unicelular, actualmente se ha ampliado sus funciones permitiendo hacer
un ensamblaje hibrido usando lecturas cortas y largas, llamandolo un biread (Prjibelski
et al., 2020). SPAdes se basa en los graficos de De Bruijn con la informacion obtenida
de los k-mers en el ensamblaje hibrido (k-bimers); acepta archivos de entrada en
formato FASTQ, interleaved o archivos contigs; generando archivos de salida de
contigs 0 andamios y una tabla de estadisticas acerca de las métricas de calidad del
ensamblaje (Vera, 2014).

Skesa es un ensamblador de novo que esta basado en los graficos de De Bruijn, acepta

archivos de entrada en los formatos SRA, FASTA o FASTQ. Skesa se encarga de
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ensamblar los genomas microbianos sobre todo de secuencias de Illumina, la
herramienta usa distintas longitudes de k-mers, y heuristicas conservadoras creando
rupturas en regiones repetitivas del genoma, cabe recalcar que el programa también hace
un previo recorte de calidad de los datos; generando un genoma ensamblado en formato
FASTA (Souvorov et al., 2018; Souvorov & Agarwala, 2021).
Megahit es un ensamblador de un solo nodo de nueva generacion que se encarga de
ensamblar distintos datos metagendmicos y complejos de una manera sencilla, pero a
su vez eficiente, con una buena calidad, usando multiples k-mers que se recomienda que
sean impares para un mejor ensamblaje. La herramienta ensambla los datos obtenidos
como un todo, es decir; que en algunas ocasiones para ciertos datos no es necesario un
preprocesamiento ya que el mismo programa por lo general limpia las lecturas erréneas
(D. Lietal., 2015).
Velvet es un software que se encarga de ensamblar lecturas de ADN previamente
recortadas en contigs o andamios; a partir de lecturas cortas por manipulacion de los
grafos de De Bruijn, donde se puede agregar dos bibliotecas separadas; una para lecturas
emparejadas y otra para una sola lectura; con las cuales a traves de distintos parametros
buscard el mejor ensamblaje automaticamente. Ademas, Velvet puede leer archivos
FASTA, FASTQ, SAM O BAM (Gladman, 2019). Velvet tiene dos fases Hy G que se
describen a continuacion:
= Velveth: Es un subprograma que ayuda a formar la estructura de datos,
produce una tabla hash, luego genera dos archivos en un directorio de salida,
secuencias y hojas de ruta que se usaran para ensamblar el genoma completo,

mediante el programa Velvetg (Blanco, 2013; Zerbino, 2008).
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= Velvetg: Es el ndcleo del ensamblador. Se encarga de construir el Grafo de
De Bruijn y manipularlo para conseguir ensamblar las lecturas (Blanco,

2013; Zerbino, 2008).
Unicycler es un software para procesos de ensamblaje de genomas bacterianos, forjando
un ensamblaje hibrido, que utiliza una combinacion de lecturas cortas y largas. Puede
ensamblar conjuntos de lectura de solo Illumina donde funciona como optimizador de
SPAdes. También puede ensamblar conjuntos de solo lectura larga (PACBIO o
Nanopore), donde ejecuta un pipeline de Miniasm + Racon o Pilon. Al incluir estas
herramientas, este software adicionalmente efectda el pulido del ensamblaje de la
secuencia de interés, por ello, no es necesario realizar un pulido adicional. Los mejores
ensamblajes posibles con Unicycler, se realizan mediante lecturas de lllumina y lecturas
largas, con las que se generard un ensamblaje hibrido de lectura corta primero. Después
de obtener el ensamblaje fusionado inicial, el software integrar las lecturas largas para

mejorar la continuidad y corregir errores (Wick et al., 2017).

2.3.4 Evaluacion de calidad del ensamblaje

La evaluacién de la calidad del ensamblaje se realiza mediante diversas herramientas

bioinformaticas (Galaxy, 2024; PRINSEQ, 2024):

QUAST (QUality ASsessment Tool) es una herramienta para evaluar el ensamblaje del
genoma gue funciona con y sin genomas de referencia (Gualdron, 2022). Sin embargo,
es mucho mas informativo si se proporciona al menos un genoma de referencia cercano
junto con los ensamblajes. La herramienta acepta multiples ensamblajes, por lo que es
adecuada para comparar. Aplica métricas basadas en contigs como: nimero de contigs
y su longitud total, longitud del contig mas grande, N50, entre otras métricas basadas
en la longitud de la secuencia y alineacion de esta, que se muestran cuando se
proporciona un genoma de referencia (Gurevich, 2021).
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CheckM es un programa que de manera automatizada evalta la calidad del genoma
obtenido, mediante el uso de un amplio repertorio de genes marcadores especificos
dentro del genoma, basandose en algin genoma o arbol genémico de referencia. La
herramienta proporciona una estimacién bastante acertada de la integridad, la
contaminacion del genoma analizado y la presencia de errores al momento del
ensamblaje. Utiliza como formato de entrada FASTA, y genera archivos de salida como

graficos e informes de calidad (Parks et al., 2015).

2.3.5 Pulido

Es el procesamiento de un ensamblaje de secuencia en borrador, tipicamente un genoma. Por

lo general, para eliminar artefactos del proceso de ensamblaje y mejorar la precision local y del

consenso general de la secuencia de borrador ensamblado (Oxford Nanopore Technologies,

2024b). Este proceso también se aplica a regiones de interés especificas, al combinar multiples

copias exactas de un unico fragmento o molécula original en una Unica secuencia de alta

calidad. Entre las herramientas que deben usarse para pulir el ensamblaje respectivo (Oxford

Nanopore Technologies, 2024b), estan:

Racon esta pensado como un modulo de consenso independiente para corregir contigs
sin procesar, generados por métodos de ensamblaje rapido que no incluyen un paso de
consenso. El objetivo de Racon es generar consenso gendmico que sea de calidad similar
0 mejor en comparacién con el resultado generado por métodos de ensamblaje que
emplean pasos de correccion de errores y de consenso, ademas es mucho mas rapido en
comparacion con esos métodos. Racon se puede utilizar como herramienta de pulido
después del ensamblaje con datos de Illumina o con datos producidos por secuenciacion
de tercera generacién. Racon toma como entrada solo tres archivos: contigs en formatos

FASTA/FASTQ, lecturas en formatos FASTA/FASTQ y superposiciones/alineaciones
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entre las lecturas y los contigs en formatos MHAP/PAF/SAM. La salida es un conjunto
de contigs pulidos en formato FASTA (Kundu et al., 2019).

Pilon es un software para mejorar automaticamente los borradores de ensamblajes y
descubrir alguna variacion entre cepas. El software trabaja con archivos de entrada
FASTA o BAM, analizando su alineacion y descubriendo inconsistencias. Ademas,

arregla el genoma de entrada y revisa la calidad del genoma (Gualdrén, 2022).

2.3.6 Anotacion

En cuanto a los programas que se pueden aplicar para la anotacion de la secuencia ensamblada

tenemos:

Prokka es una herramienta de software para anotar rapidamente los borradores de
genomas ensamblados de bacterias, arqueas y virus, y producir archivos de salida que
cumplan con los estandares. Coordina un conjunto de herramientas de software
existentes para lograr una anotacion rica y confiable de secuencias bacterianas
gendémicas. Es muy adecuado para modelos iterativos de analisis de secuencias e
integracidn en procesos de software genomico. Prokka utiliza una variedad de bases de
datos como: ISfinder y BLAST, cuando intenta asignar funciones a las caracteristicas
CDS previstas (Seemann, 2014).

RAST (Anotacién rapida mediante tecnologia de subsistema): realiza anotacion de
genomas bacterianos y arqueales completos o casi completos. Genera anotaciones
gendmicas de alta calidad, permitiendo el analisis de borradores de genomas; una vez
lista toda la anotacion, los genomas se descargan en varios formatos o se ven en linea.
Adicionalmente, genera un mapeo de genes en subsistemas y una reconstruccion
metabdlica. Cabe resaltar que usa un formato de archivo especial llamado Genome

Typed Object (GTO) (Brettin et al., 2015).
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3 Materiales y métodos

Las dos secuencias de Sphingobium yanoikuyae fueron descargadas desde la base de datos
publicos de NCBI, sus nimeros de accesion son SRR27033680 (Sphingobium yanoikuyae
HAMBI_1842; short read Illumina; paired) y SRR27033679 (Sphingobium yanoikuyae
HAMBI_1842; long read PACBIO; single), ambas en formato FASTQ, publicadas en

diciembre de 2023 (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de las secuencias de S. yanoikuyae.

Sphingobium yanoikuyae Sphingobium yanoikuyae

Nombre HAMBI_1842; lectura HAMBI_1842; lectura
corta (a) larga (b)
Cddigo de acceso SRX22725517 SRX22725518
Instrumento ILLUMINA MiSeq PACBIO_SMRT
Estrategla_c!e WGS WGS
secuenciacion
Fuente Genomica Genomica
Seleccion RANDOM RANDOM
Disposicion PAIRED SINGLE
Lectura SRR27033680 SRR27033679
NuUmero de bases 238,8M 666,7M
Tamanfio 126,6Mb 546,5Mb
ID 30760073 30760074

Nota. Secuencias del repositorio de NCBI. a. PACBIO (NCBI, 2023a), b. Illumina (NCBI, 2023b).

Para las secuencias de Sphingobium yanoikuyae se formuld un pipeline que detalla las
herramientas bioinformaticas para el preprocesamiento de las secuencias, el ensamblaje con
diferentes herramientas, y también el posterior pulido y anotacion de este.

3.1 Preprocesamiento de las secuencias

Inicialmente la secuencia de Illumina SRR27033680 tenia un modo de lectura desde ambos
extremos (paired), fueron separados en R1 (forward) y R2 (reverse), mediante linea de
comando ‘grep -A 1 ".I MO03602" SRR27033680.fastq’ y ‘grep -A 1 ".2 M03602"

SRR27033680.fastq’ en Linux; que es un sistema operativo de cddigo abierto basado en el
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sistema operativo Unix, que permite trabajar de manera mas seguray gratuita que otros sistemas

(Carrillo, 2023).

Posteriormente se reviso la calidad de las secuencias con los parametros preestablecidos, en la
plataforma Galaxy (https://usegalaxy.eu/) con la herramienta FASTQC version 0.74+galaxyo0,
la cual proporciona una descripcion general de las métricas basicas de control de calidad en las
secuencias sin procesar y procesadas, provenientes de canales de secuenciacion de alto
rendimiento (Babraham Institute, 2024). Para el control de calidad se usaron como archivos de
entrada las secuencias de Illumina SRR27033680 y de PACBIO SRR27033679 en formato
FASTQ, el programa gener6 como archivos de salida un reporte en formato html, el cual
contiene las métricas que se evaluaron; y un archivo txt, que da un resumen de las evaluaciones

de calidad.

Mas adelante se recortaron y filtraron las secuencias de Illumina SRR27033680 R1 y R2
(formato FASTQ), con la herramienta Trimmomatic version 0.39+galaxy2. Los parametros

usados fueron:

e Headcrop, esta operacion corta un numero especificado de bases desde el inicio de la
lectura (Bolger, 2014). Se eliminaron las bases desde la 1 hasta la 19, debido al error
que presentaron los resultados obtenidos en FASTQC en la métrica contenido de
secuencia por base (Anexo 1c).

e Quality score encoding de Phred 33, este es un sistema de codificacion que se utiliza en
secuenciaciones de lllumina de forma predeterminada, asi como también FASTQC en
los archivos que analiza para representar la calidad de las bases de secuenciacion y
permite que la informacion obtenida sea mas concisa y facil de manejar para los
posteriores analisis (Al-Maeni & Al-Khazraji, 2021; Katta et al., 2015).

e El resto de los parametros se mantuvieron por defecto.
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Mientras que para la secuencia obtenida por PACBIO SRR27033679 (formato FASTQ) se usé

Trimmomatic version 0.36 en la plataforma de KBase, se corrid con los siguientes parametros:

e Quality score encoding en Phred33, debido a su codificacion en la secuenciacion.

e Post tail crop length hace referencia al nimero de bases que se busca conservar desde
el inicio de la lectura (Bolger, 2014), en este caso se us6 un valor de 400.

e Headcrop length con un valor de 25, para cortar un nimero especifico de nucleétidos al
inicio de cada lectura, ya que se requiere eliminar las lecturas de baja calidad de esa
zona de la secuencia (Bolger, 2014).

e Minimum read length de 30, especifica la longitud minima de lecturas que queremos

conservar, con el fin de evitar lecturas que sean demasiado pequefias (Bolger, 2014).

Tras correr Trimmomatic se generaron 2 archivos de salida de lecturas emparejadas R1y R2 en
formato fastgsanger. Posterior a esto, se realiz6 un nuevo control de calidad de todas las
secuencias preprocesadas con FASTQC, con la finalidad de comprobar si los recortes

corrigieron los parametros erroneos en las secuencias.

3.2 Ensamblaje de secuencias lllumina (R1y R2)
A través de la herramienta Shovill version 1.1.0+galaxy2 se realiz6 el ensamblaje de las
secuencias R1 y R2 de Illumina previamente recortadas. Shovill permite el uso de cuatro
ensambladores: Skesa, Megahit, Velvet y SPAdes; por lo que, se realizaron ensamblajes con

cada uno de ellos, utilizando los siguientes parametros:
e Input reads type: se usO paired, este parametro indica que el tipo de lecturas de
secuenciacion que se estan usando para correr la herramienta (Tabla 2) (Atxaerandio-

Landa et al., 2022).
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e Collection or single library como paired end, ya que se refiere a la configuracién
original de las secuencias, que permite procesar las secuencias como lecturas cortas
emparejadas (Atxaerandio-Landa et al., 2022).

e Los parametros restantes se mantuvieron por defecto.

Como archivos de salida Shovill, generd un archivo de contigs en formato FASTA 'y un archivo

contig graph en formato txt para cada uno de los ensambladores.

3.2.1 Control de calidad del ensamblaje de secuencias de Illumina

Se ejecutd la herramienta QUAST en su version 5.2.0+galaxy0 con el archivo de salida de
Shovill para el ensamblaje de Illumina. Con los parametros predeterminados, afiadiendo el
genoma de referencia de la bacteria (ASM250408v1). La herramienta generé como archivo de
salida una tabla reporte en formato html.

3.3 Fusion de ensamblajes con Unicycler (secuencias Illuminay PACBIO)

Se utilizé la herramienta Unicycler con la finalidad de realizar un ensamblaje de genoma
fusionado y pulido, utilizando las secuencias preprocesadas de Illumina (R1y R2) y PACBIO
(formato FASTQ), la herramienta se evalud en dos plataformas: KBase y Galaxy.

3.3.1 Plataforma KBase

Se usd Unicycler en la version 0.4.8, se establecieron los siguientes pardmetros para la
ejecucion (Wick et al., 2017):

e Minimum contig length con un valor de 500, es decir, el contig mas corto para aceptar
en el ensamblaje resultante con la finalidad de tener un nimero de contigs que no sea
demasiado pequefio o grande.

e Minimum long read length de 5000, que se refiere a la lectura "larga” mas corta para
aceptar. Porque, con un valor 5000 se eliminarian lecturas de mala calidad enfocandose

en aquellas de buena calidad para el ensamblaje.
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e Expected number of linear contig con un valor de 50, el niUmero esperado de secuencias
lineales en la secuencia subyacente para obtener un ensamblaje éptimo.

e Threshold for bridging contigs se procesé como conservative, la herramienta realiza una
construccion de contigs puente para conectar pares de contigs de una sola copia, en el
modo conservative el limite de calidad es alto, existe un riesgo muy bajo de mal
ensamblaje, pero es menos probable producir un ensamblaje completo.

e Los demés parametros se manejaron por defecto.

Al correr la herramienta se gener6 como archivo de salida una tabla reporte en formato html.

3.3.1.1 Control de calidad en la plataforma KBase

El ensamblaje fusionado se analiz6 usando las herramientas QUAST version 4.4 y CheckM
version 1.0.18 con todos sus parametros por defecto; generando para QUAST una tabla reporte
html y para CheckM un archivo CheckM_Plot.html y una tabla resumen de estadisticas de

calidad del ensamblaje en formato ga.

3.3.2 Plataforma Galaxy

Se aplico Unicycler en la version 0.5.0+galaxyl, con los mismos parametros que se usaron en
KBase; excepto por Minimum long read length, pues Galaxy no permite modificar este
parametro. Se generaron como archivos de salida, un archivo en formato FASTA del
ensamblaje y un archivo de SPAdes graph en formato gfal.

3.3.2.1 Control de calidad en la plataforma Galaxy

La evaluacién del ensamblaje fusionado fue efectuada mediante QUAST version 5.2.0+galaxy0
con los pardmetros predeterminados y el genoma de referencia de la bacteria (ASM250408v1)

dando como resultado una tabla reporte en formato htmi.
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3.4 Anotacion
3.4.1 Plataforma KBase
3.4.1.1 Prokka
La anotacion del ensamblaje fusionado generado en KBase se realizd con la herramienta
Prokka, en la version 1.14.5, utilizando el ensamblaje fusionado. Se establecieron los siguientes
parametros:

e Scientific name de la especie NCBI Tax ID 13690: Sphingobium yanoikuyae;

e Kingdom: Bacteria;

e El resto de los parametros se usaron con sus valores predeterminados.
El archivo de reporte de anotacion de genoma generado por la herramienta se encuentra en
formato GenBank y en formato gff.
3.4.1.2 RAST
Al mismo tiempo, se realizd la anotacidn del mismo ensamblaje con la herramienta RAST, en
la version 1.073, empleando el ensamblaje de Unicycler. Se establecieron los siguientes
parametros:

e Genetic Code seleccionado como 11 (Archaea, most Bacteria, most Virri, and some

Mitochondria);

e Scientific name de la especie NCBI Tax ID 13690: Sphingobium yanoikuyae;

e Domain como B (Bacteria);
Se produjo un archivo de reporte de anotacion de genoma en formato GenBank y en formato
gff.
3.4.2 Plataforma Galaxy
3.4.2.1 Prokka
Para el ensamblaje fusionado y pulido ejecutado en Galaxy se realiz6 la anotacion a través de

Prokka, en la version 1.14.6+galaxyl. Se establecieron los siguientes pardmetros:

22



e Genus name: Sphingobium
e Species name: Sphingobium yanoikuyae
e Kingdom: Bacteria
e El resto de los pardmetros se usaron con sus valores iniciales.
Se generaron doce archivos de reporte de anotacion de genoma en formato fna, faa, ffn, fsa, tbl,

gff, log, txt, err, tsv, sqn y gbk.
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4 Resultados y discusion
Se realizd el pipeline para el preprocesamiento, ensamblaje y anotacion del genoma de

Sphingobium yanoikuyae, que se describe a continuacion (Figura 1):

Pipeline de ensambaje y anotacion de S. yanoikuyae

SRR27033680
Sphingobium yanoikuyae Sphingobium yanoikuyae
PACBIO lllumina
BASH

Linea de comando

SRR27033680 R1 SRR27033680 R2
FASTQC FASTQC
Evaluacién/Andlisis de [* Evaluacién/Anélisis de [
calidad calidad
Trimmomatic | | Trimmomatic | |
Cortar y filtrar Cortar y filtrar
Unicycler .
Fusién de ensamblajes y ShOVIl!
pulido Ensamblaje
| l
CheckM
Evaluacion calidad del QUAST
ensamblaje Evaluacion calidad del
ensamblaje
A
RAST Prokka
Anotacion Anotacién

Figura 1. Métodos y programas utilizados en el ensamblaje y anotacién de S. yanoikuyae.
Elaborado por: (Las autoras, 2024).
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4.1 Calidad inicial de las secuencias crudas

4.1.1 Illumina SRR27033680 (R1y R2)

Los resultados de FASTQC para las secuencias de Illumina previamente separadas en R1y R2
(Tabla 3; Anexo 1), fueron los mismos. Su calidad de secuencia por base fue de 30 en escala
de calidad Phred, marcado por una linea azul en la zona verde del gréfico, representando una
calidad 6ptima de sus bases (Anexo lajError! No se encuentra el origen de la referencia.)
(Babraham Institute, 2024). También, se obtuvo una puntuacién de calidad adecuada, porque
no hubo presencia de ningun subconjunto con una calidad deficiente (Anexo 1b).

Tabla 3. Estadisticas bésicas de las secuencias crudas de Illuminay PACBIO.

lllumina (R1y R2) PACBIO
forward y reverse
Medida Valor Valor
ID de la secuencia SRR27033680 SRR27033679
Secuencias totales 824568 63512
Bases totales 238,7 Mbp 666,6 Mbps
Secuencias de mala calidad 0 0
Longitud de la secuencia 26-300 550-30451
%GC 64 64

Fuente: (Las autoras, 2024).

El reporte generado reveld problemas en la uniformidad de las bases, desde el inicio de la
secuencia hasta aproximadamente la posicion numero 19 (Anexo 1c), lo que indica un
contenido muy disperso entre las bases de ADN (Babraham Institute, 2024). En cuanto al
contenido de GC, hubo una diferencia insignificante entre el valor tedrico comparado con la
lectura analizada, por lo que el nivel de GC estaba equilibrado (Anexo 1d). Por otro lado, no se
reporto la presencia de proporciones N en ambas secuencias (Anexo 1e). Adicionalmente, se
reflejo una variabilidad significativa en la distribucion de la longitud de las lecturas (Anexo 1f),
el contenido de secuencias duplicadas fue del 21,17 % (Anexo 1jError! No se encuentra el
origen de la referencia.g) y no se encontré adaptadores en las secuencias (Anexo 1iError! No

se encuentra el origen de la referencia.h).
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4.1.2 PACBIO SRR27033679

El reporte indicd una buena calidad de bases por secuencia (Tabla 3, Anexo 2a), ya que se
encontraba en la regién verde de la grafica, tampoco hubo presencia de proporciones
significativas de una calidad general baja (Anexo 2b). Se reflej6 desigualdad en la uniformidad
de las bases al inicio de la secuencia y al final de esta (Anexo 2c). El gréfico del contenido de
CG evidencia diferencia entre el valor tedrico versus la lectura analizada (Anexo 2d). No
presenta proporciones N (Anexo 2e), presento variabilidad en la distribucion de la longitud de
las lecturas (Anexo 2f). Por otro lado, hubo un 0,35 % de duplicacién en la parte inicial de la

secuencia (Anexo 2g) y no muestra la presencia de adaptadores (Anexo 2h).
4.2 Calidad de las secuencias preprocesadas con Trimmomatic

4.2.1 IHlumina SRR27033680 R1y R2

El pardmetro que producia problemas de calidad en la secuencia era el contenido de la secuencia
por bases. Tras el recorte realizado mediante Trimmomatic (Tabla 4), la secuencia mejoro en la
uniformidad de las trazas que representan a las bases, presentandose lineas casi paralelas entre
si. Por lo que, el porcentaje de cada una de las bases de ADN se torné cercano. Como sugiere
Martinez (2023), en su investigacion durante el proceso de trimming se eliminan las lecturas de
mala calidad y los adaptadores para evitar analisis erroneos de la secuencia analizada. Por otro
lado, la distribucion de la longitud de las secuencias y el contenido de GC por secuencia se
mantienen en un rango aceptable para la buena calidad de la secuencia, ya que el contenido de
GC, que es del 64% (Tabla 4), se aproxima al reportado para el genoma de la cepa SHJ, que es

del 64,23% (Feng et al., 2018).
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Tabla 4. Estadisticas basicas de las secuencias recortadas en Trimmomatic de Illumina (R1y

R2) y PACBIO.
llumina R1y R2 PACBIO
Medida Valor Valor
ID de la secuencia SRR27033680 SRR27033679
Secuencias totales 412284 31756
Bases totales 113,8 Mbp 11,9 Mbp
Secuencias de mala 0 0
calidad
Longitud de la secuencia 7-281 375
%GC 64 64

Fuente: (Las autoras, 2024).

4.2.2 PACBIO SRR27033679

Existian varias irregularidades en los siguientes parametros analizados: el contenido de la
secuencia por base y la distribucion de longitud por secuencia presentaban una advertencia;
mientras que el contenido de GC por secuencia, presentaba error. Estos fueron mejorados a una
calidad muy buena después del recorte realizado mediante Trimmomatic (Anexo 4), ya que
ahora todas las métricas no presentan advertencia, ni error.

Después del proceso de trimming, mejoro la uniformidad de las bases (Anexo 4a); ademas se
reportd una mejora significativa del contenido de GC por secuencia, porque la curva del conteo
de GC de la secuencia analizada es muy similar a la curva tedrica (Anexo 6b), corrigiendo
adecuadamente este parametro. Finalmente, en la distribucion de la longitud de la secuencia
recortada mejoré su uniformidad y consistencia, mejorando la calidad de esta (Anexo 6c).

Los resultados obtenidos son similares a los presentados por MacManes (2014), ya que se
detectaron nucleotidos de baja calidad con una alta probabilidad de error en su secuencia, los

cuales se eliminaron previamente al ensamblaje para tener una mayor precision. Siendo
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relevante para el estudio porque, al mejorar la calidad se tiene un gran efecto en la calidad del
ensamblaje, el mismo que al contar con muy pocos errores de nucleétidos en relacién con
alguna referencia establecida pueden indicar alta calidad.

4.3 Ensamblaje

4.3.1 Ensamblaje de las secuencias de Illumina

En la Tabla 5 se presentan los resultados de calidad, generados por la herramienta QUAST, para

el ensamblaje realizado con las secuencias de Illumina mediante Shovill:

Tabla 5. Resultados de ensamblaje mediante Shovill de la secuencia de Illumina.

Estadisticas del genoma Skesa Megahit | Velvet | SPAdes
Fraccion del genoma (%) 77,285 | 77,191 | 1,116 | 77,306
Tasa de duplicacion 1,001 1,002 1 1,002
Alineacién més grande 269792 | 232195 | 1112 269792
Longitud total alineada 4261834 | 4267973 | 61738 | 4269229
N50 268574 | 223940 | 630 477357
L50 7 8 109 5
Errores de montaje

# desensamblajes 44 50 0 50
Longitud de los contigs mal ensamblados | 4168017 | 4124554 | O 4393477
Desajustes

# discrepancias por 100 kbp 3183,14 | 3183,83 | 2428 3185,1
# indeles por 100 kbp 85,39 85,9 43,73 | 86,78

# N por 100 kbp 0 0 0 0
Estadisticas sin referencia

# contigs 140 109 270 93
Contig mas grande 629882 | 682954 | 2254 630141
Largo total 5423683 | 5443003 | 180457 | 5460460
Longitud total (>= 1000 pb) 5401189 | 5434903 | 20180 | 5452823

Fuente: (Las autoras, 2024).

El ensamblaje realizado con la herramienta SPAdes logré analizar el 77.306% del genoma, este
fue el mejor, debido a la obtencidon del menor nimero de contigs y una longitud total de la
secuencia de 5460460 pb (Tabla 5; Figura 2), que se asemeja significativamente a la longitud
de la secuencia de referencia de 5532633 pb reportada por NCBI (2017); también se obtuvo el
mejor N50 de 477357 nucleotidos, este valor representa el contig mas pequefio, de modo que

la mitad del genoma esta representado por contigs de tamafio N50 o mayor, es decir, se
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generaron contigs mas grandes que en los demas ensamblajes, lo que se evidencia con un menor
numero de contigs (Thrash et al., 2020). Sin embargo, la longitud obtenida de contigs mal
ensamblados fue de 4393477 bp, estos contigs mal ensamblados pueden deberse a una
combinacién de varios factores durante la secuenciacion de la muestra de ADN, la misma
calidad de la lectura, la contaminacion, algoritmos empleados hasta la cobertura y la naturaleza

misma del genoma que se esta analizando (Alonso, 2021).

El ensamblador Velvet concluyé con poca eficiencia (Figura 2), siendo el peor ensamblaje ya
que la fraccion del genoma que analizé fue tan solo del 1.116%; obtuvo 270 contigs y una
longitud total del genoma de 180457, que es alrededor de la treintava parte del genoma de

referencia (NCBI, 2017). La longitud de contigs mal ensamblados fue de 0y su N50 de 630.

Plots: Cumulative length MNx NAx NGx NGAx Misassemblies GC content
&Mbp [ T ] Skesa
Megahit
—————————————————  — m e e e e e e e e e —mmm - - - == =4 B veet
gEE———— e Spades
~ Referencia

o —— _—

0 25 50 75 100 125 150 175 200 235 250th contig

Figura 2. Longitud acumulada de ensamblajes de Illumina mediante Shovill.
Fuente: (Las autoras, 2024).

En cuanto a las herramientas bioinforméticas Skesa y Megabhit, consiguieron un nimero total

de contigs de 140 para el primero y 109 para el segundo ensamblador, y también longitudes del
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genoma similares de 5423683 y 5443003 pb, respectivamente (Tabla 5; Figura 2), estas
longitudes alcanzadas son cercanas a la longitud del genoma de referencia de 5532633 pb
(NCBI, 2017). Sin embargo, en cuanto a la longitud de contigs mal ensamblados se obtuvieron
valores muy altos: 4168017 con Skesa y 4124554 con Megahit, y el N50 de 268574 y 223940

respectivamente, resultando ambos menos eficientes que el ensamblaje obtenido por SPAdes.

Los resultados obtenidos mediante Shovill y los ensambladores canalizados utilizados: Skesa,
Megahit, Velvet y SPAdes, fueron poco precisos y confiables, principalmente los errores de
montaje que presentan irregularidades muy altas. Segin Seeman (2020), Shovill al modificar
los pasos antes y después del proceso de ensamblaje principal para obtener resultados buenos
en menos tiempo puede fallar, pues algunos de sus componentes pueden ser lentos y no manejar
bien las lecturas superpuestas de pares. En adicion, Shovill tiene muchas dependencias, si las
dependencias entran en conflicto con otros programas o bibliotecas en ejecucion en la
plataforma, pueden producirse errores. Asi mismo, las versiones del software de estas
herramientas pueden presentar desaciertos o limitaciones que perjudican la calidad del
ensamblaje. Por ello, no se recomiendan estas herramientas para el ensamblaje y anotacién del

genoma de la bacteria de interés.

4.3.2 Fusion de ensamblajes lHluminay PACBIO
A partir de las secuencias de Illumina y PACBIO, después del proceso de trimming, se uso el

ensamblador Unicycler cuyos resultados del ensamblaje fusionado se exponen en la Tabla 6.

Después de ejecutar QUAST para evaluar la calidad de los ensamblajes realizados con
Unicycler, en KBase se obtuvieron 107 contigs y en Galaxy 89 contigs, el N50 fue de 268581
pb y 310780 pb, respectivamente (Tabla 6), o que significa que los contigs generados en
Galaxy son mucho més grandes con respecto a KBase. Se obtuvo una longitud total del genoma

de 5424101 pb y 5402608 pb, respectivamente; como indica Feng et al. (2018), la longitud del
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genoma de Sphingobium yanoikuyae es de 5669383 pb, por lo que los genomas ensamblados,
obtuvieron 245282 pb menos en el ensamblaje realizado en KBase y 266775 pb menos en

Galaxy.

Tabla 6. Resultados de la fusion de ensamblajes con Unicycler.

Estadisticas sin referencia | Unicycler en KBase | Unicycler en Galaxy
# contigs 107 89
Contig més grande 920235 920234
Longitud total 5424101 5402608
Longitud total (>= 0 bp) 5424101 5402608
Longitud total (>= 1000 bp) | 5413821 5397221
N50 268581 310780
L50 6 5

GC (%) 64,43 64,44
Desajustes

#N's 0 0

# N's por 100 kbp 0 0

Fuente: (Las autoras, 2024).

Se estima que el mejor ensamblaje hibrido es el realizado en Galaxy, ya que, a pesar de que
presenta una longitud de genoma ligeramente menor con respecto al ejecutado en KBase, y
ambos son cercanos a la longitud de la secuencia de referencia de la bacteria (5669383 pb)
(Feng et al., 2018); el ensamblaje obtenido en Galaxy tiene menos contigs generados (89), es
decir, sugiere un ensamblaje menos fragmentado (Thrash et al., 2020). Ademas, tiene un N50
mas alto (310780 pb) y un L50 mas bajo (5 contigs), lo que muestra que los contigs son mas
largos y que se necesitan menos contigs para cubrir el 50% del ensamblaje (Tabla 6) (Thrash et
al., 2020). Estos factores combinados permiten sugerir que el ensamblaje generado por

Unicycler en Galaxy es de mayor calidad.

Los resultados de calidad obtenidos con la herramienta CheckM en la plataforma KBase, se

presentan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Resultados de CheckM de la fusion de ensamblajes.

Linaje marcador | # # # Conjuntos Completo | Contaminacion
Genomas | Marcadores | de
marcadores
Esfingomonadales | 26 569 293 99,59 0,34

Fuente: (Las autoras, 2024).

La informacién proporcionada por CheckM indica que el ensamblaje obtenido es de buena
calidad, presenta una alta cobertura (99,59%) (Tabla 7). La herramienta estima la integridad y
contaminacion, que para el genoma evaluado fue de 0,34%; adicionalmente la herramienta con
el uso de genes marcadores especificos determind que el linaje pertenece al orden
Esfingomonadales, al cual pertenece S. yanoikuyae (Alonso, 2021). Ademas, al evaluar el linaje
de la bacteria los genes marcadores permiten tener una idea acerca de la calidad e integridad
del genoma obtenido; se recomienda agrupar los genes marcadores, dando un total de 293
grupos, ya que la informacion proporcionada por un solo gen marcador en el genoma no es lo
suficientemente minuciosa; ademas una evaluacién de la calidad del genoma es mas precisa
con multiples marcadores (Parks et al., 2015). Adicionalmente, los resultados de esta
investigacion sugieren que el ensamblaje es confiable y puede ser utilizado para anélisis

posteriores del genoma bacteriano.

4.4  Anotacion

4.4.1 Plataforma KBase

4.4.1.1 Prokka

A través de Prokka se obtuvieron 15011 predicciones de genes, codificantes de proteinas,
regiones reguladoras y demas elementos genéticos dentro del genoma fusionado ensamblado

en KBase. Se encontraron los siguientes resultados:
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e Genes predichos: 5045, representa el tamafio del genoma ensamblado y la cantidad de
genes que se han identificado en él. Orienta sobre la complejidad y el contenido genético
de la bacteria analizada (Stein, 2001).

e Numero de genes codificantes de proteinas: 4983, son genes del organismo capaces de
sintetizar proteinas con la finalidad de realizar funciones bioldgicas esenciales (Ejigu &
Jung, 2020).

e NuUmero de genes con funcién no hipotética: 2498, es la cantidad de genes de los cuales
ya se sabe su funcion especifica, pues, ya han sido comprobados experimentalmente o
se ha especulado con alta confianza (Seemann, 2014).

e Numero de genes con nimero EC: 1118, es un dato que determina el nimero de genes
asociados con enzimas especificas. Tiene alta relevancia para comprender la capacidad
metabdlica de la bacteria y el potencial para catalizar reacciones quimicas especificas
(Green, 2005).

e Ontologia: 0, este dato representa informacion sobre ortlogos, estos son genes que se
originaron a partir de un unico gen ancestral en el Gltimo ancestro comun de los genomas
comparados (Ejigu & Jung, 2020).

e Longitud promedio de la proteina: 321 aa, este dato brinda informacién sobre la
complejidad estructural y funcional de las proteinas producidas por el organismo (Ejigu

& Jung, 2020).

De acuerdo con la investigacion de Feng et al. (2018), al realizar el analisis genémico de
Sphingobium yanoikuyae SHJ identificaron un total de 5402 genes. Este dato se puede comparar
con el obtenido en este trabajo, que fue de 5045 genes, en donde se aprecia que el valor es
bastante cercano, razon por la cual se puede deducir que la calidad del ensamblaje obtenido fue

Optima.
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La herramienta presenta como resultados una tabla con los elementos gendémicos encontrados

en los contigs de la secuencia. En la Tabla 8 se exponen las 10 primeras predicciones del primer

contig.

Tabla 8. Anotacion con Prokka del genoma ensamblado de S. yanoikuyae.

ID de Tipo Funcién Ontologia Inicio | Hebra | Longitud | Contig
caracteristica
00001 gen proteina hipotética 90 + 2334 1
00001_CDS CDS proteina hipotética 90 + 2334 1
00001_mRNA mRNA 90 + 2334 1
00002 gen proteina hipotética 2420 + 498 1
00002_CDS CDS proteina hipotética 2420 + 498 1
00002_mRNA mMRNA 2420 + 498 1
00003 gen proteina hipotética 3977 - 1053 1
00003_CDS CDS proteina hipotética 3977 - 1053 1
00003_mRNA mRNA 3977 - 1053 1
00004 gen L-treonina aldolasa de | ec:4.1.2.48- | 5262 - 1047 1
baja especificidad L-treonina

aldolasa de

baja

especificidad.

Fuente: (Las autoras, 2024).

4412 RAST

Por medio de RAST, para el genoma fusionado ensamblado en KBase se obtuvo:

Genes codificantes: 5208, es la cantidad de genes identificados que codifican para
proteinas. Estos indican la capacidad de la bacteria de interés para producir proteinas
especificas con numerosas funciones bioldgicas (Ejigu & Jung, 2020).

Repeticiones no codificantes: 65, por el contrario, estas son las regiones identificadas
que no codifican para proteinas.
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e ARN no codificante: 50, genes de ARN no codificantes incluyen genes para ARN
ribosémico (ARNTr), ARN de transferencia (ARNt), microARN (miARN), ARN nuclear
pequefio y ARN nucleolar (Ejigu & Jung, 2020).

e Recuento total de genes: 8821, es el nimero total de genes identificados en el genoma
ensamblado, tanto codificantes como no codificantes, ademas, indica el tamafio del
genoma y la complejidad genética del organismo (Ejigu & Jung, 2020).

e Recuento de contigs: 107, este dato indica la cantidad de contigs y refleja la calidad del
ensamblaje del genoma (Gregory, 2005).

e Recuento de funciones: 5208

e Contenido de GC: 64,4%, es el porcentaje de guanina o citosina en el genoma.
Repercute en la estructura y funcion de las proteinas codificadas y en la estabilidad del

genoma (Babraham Institute, 2024).

La herramienta presenta como resultados una tabla con los elementos genémicos encontrados
en el genoma anotado. En la Tabla 9 se muestran los 10 primeros productos codificantes de los

contigs 1y 2 del genoma.

En el software RAST utilizado para la anotacion se obtuvo un numero total de genes predichos
mucho mayor que en Prokka, pues, en el primero se obtuvieron 8821 genes entre codificantes
y no codificantes. Se identificaron 4983 genes con capacidad para sintetizar proteinas en Prokka

mientras que en RAST fueron 5208.
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Tabla 9. Anotacion con RAST del genoma ensamblado de S. yanoikuyae.

ID de Tipo Funcion Ontologia Inicio | Hebra | Longitud | Contig
caracteristica
1 gen F1G00636985: proteina SS0:000014469 - 90 + 2334 1
hipotética FIG00636985: proteina
hipotética
10 gen Permeasa de D-beta- SS0:000012692 - 8589 + 1461 1
hidroxibutirato Permeasa de D-beta-
hidroxibutirato
100 gen Repeticion de TPR que 100288 | - 942 1
contiene proteina
exportada. Proteina
peripldsmica contiene un
dominio de proteina
prenililtransferasa.
1000 gen FIG00637072: proteina 128118 | - 558 2
hipotética
1000_CDS CDS FIG00637072: proteina 128118 | - 558 2
hipotética
1000_mRNA ARNmM 128118 | - 558 2
1001 gen 2-poliprenil-3-metil-6- S$S0:000034017 - 2- 128691 | - 555 2
metoxi-1,4-benzoquinol | poliprenil-3-metil-6-
hidroxilasa, tipo coq7 metoxi-1,4-
benzoquinol
hidroxilasa, tipo coq7
1001_CDS CDS 2-poliprenil-3-metil-6- SS0:000034017 - 2- 128691 | - 555 2
metoxi-1,4-benzoquinol | poliprenil-3-metil-6-
hidroxilasa, tipo coq7 metoxi-1,4-
benzoquinol
hidroxilasa, tipo coq7
1001_ARNmM ARNmM 128691 | - 555 2
1002 gene Tiol periplasmico: SS0:000005850 - Tiol | 129182 | - 495 2

disulfuro oxidorreductasa

DsbB, necesario para la
reoxidacion de DsbA

periplasmico:disulfuro
oxidorreductasa DsbB,
necesario para la
reoxidacion de DsbA

Fuente: (Las autoras, 2024).
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4.4.2 Plataforma Galaxy

4.4.2.1 Prokka

A través de Prokka se obtuvo la identificacion de genes, secuencias codificantes, regiones
reguladoras y demas elementos genéticos dentro del genoma para el ensamblaje fusionado

producido en Galaxy que se describen a continuacion.

e Contigs: 89, este dato denota la calidad y la complejidad del ensamblaje del genoma.
La formacion de menos contigs indica un ensamblaje mas completo y contiguo del
genoma (Gregory, 2005).

e Bases: 5402608, representa la cantidad total de pares de bases nucleotidicas obtenidas
en el ensamblaje (Ejigu & Jung, 2020).

e CDS: 4946, es el numero total de genes codificantes de proteinas (Ejigu & Jung, 2020).

e rRNA: 3, ARN no codificante esencial para la funcion ribosomal en la sintesis de
proteinas (Ejigu & Jung, 2020).

e tRNA: 61, ARN no codificante crucial para transportar aminoacidos durante la sintesis
de proteinas (Ejigu & Jung, 2020).

e tmRNA: 1, ARN no codificante. Participa en la degradacion de proteinas truncadas

(Ejigu & Jung, 2020).

En este caso la herramienta presenta como resultados los locus, longitud, genes y el producto

codificante. En la Tabla 10 se presentan los 20 primeros locus de la secuencia.
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Tabla 10. Resultados de Prokka para la secuencia fusionada en Galaxy.

Etiqueta Tipo | Longitud_pb | Gene Numero | COG Producto
locus EC
00001 CDS 432 Proteina hipotética
00002 CDS 450 Proteina hipotética
00003 CDS 279 Proteina hipotética
00004 CDS 540 | sigF Factor sigma de
ARN polimerasa
ECF SigF
00005 CDS 642 | nrsf COG4944 | Supuesto factor
anti-sigma-F NrsF
00006 CDS 270 Proteina hipotética
00007 CDS 831 Proteina hipotética
00008 CDS 777 Proteina hipotética
00009 CDS 888 Proteina hipotética
00010 CDS 348 Proteina hipotética
00011 CDS 2601 | resC_1 | 2.7.13.3 Sensor histidina
quinasa RcsC
00012 CDS 375 Proteina hipotética
00013 CDS 282 Proteina hipotética
00014 CDS 243 Proteina hipotética
00015 CDS 192 Proteina hipotética
00016 CDS 768 Proteina hipotética
00017 CDS 447 Proteina hipotética
00018 CDS 477 | ibpA_1 COGO0071 | Pequena proteina
de choque térmico
IbpA
00019 CDS 567 Proteina hipotética
00020 CDS 732 | rsmA_12.1.1.182 Subunidad pequefia

del ARN
ribosomico
metiltransferasa A

Fuente: (Las autoras, 2024).

Mediante las anotaciones del genoma realizadas tanto en Prokka como en RAST (en KBase y

Galaxy), se identifico el gen xylE y el gen bphC entre los elementos gendmicos anotados en

Prokka (en KBase y Galaxy). Larelevancia de estos genes esta en la competencia para codificar

las enzimas catecol 2,3-dioxigenasa y 2,3 -dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa en la via catabolica

de PAH de S. yanoikuyae B1l. Ambos genes estan involucrados en la degradacion de

hidrocarburos y otros grandes contaminantes ambientales (Cunliffe & Kertesz, 2006; Saunders

etal., 1996).
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5 Conclusiones
Se generd un pipeline que permite el ensamblaje a partir de lecturas crudas provenientes del
SRA de NCBI, de la especie Sphingobium yanoikuyae, obtenidas a través de secuenciacion

PACBIO e lllumina.

Se evaluo la calidad de las lecturas crudas mediante FASTQC con la finalidad de encontrar los
errores que contenian la mismas y posterior a ello se preprocesaron las secuencias con la

herramienta Trimmomatic, generando lecturas con mejor calidad para los posteriores analisis.

Se ensamblaron las lecturas de Illumina con el ensamblador Shovill que permitié utilizar cuatro
herramientas: Skesa, Megahit, Velvet y SPAdes; este Gltimo logré un ensamblaje con una
longitud del genoma de 5452823 pb y 93 contigs. Sin embargo, no se recomienda el uso del
ensamblador Shovill, pues no se obtuvo un correcto y preciso ensamblaje, presentando

significativos errores de montaje.

Se realiz6 una fusion de ensamblajes con secuencias cortas (lllumina R1 y R2) y largas
(PACBIO), mediante el software Unicycler, obteniéndose el mejor ensamblaje en la plataforma
Galaxy, con una longitud total de 5402608 pb y 89 contigs. EI ensamblaje hibrido fue anotado
con la herramienta Prokka con lo que se identifico y asign6 funciones a los elementos genéticos

dentro del genoma de Sphingobium yanoikuyae.
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7  Anexos

Anexo 1. Resultados de FASTQC de las secuencias crudas de Illumina R1y R2.
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Anexo 2. Resultados de FASTQC de la secuencia cruda de PACBIO.

a. Calidad por secuencias de bases
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Anexo 3. Resultados de FASTQC de las secuencias de Illumina R1y R2 antes y después de Trimmomatic
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Anexo 4. Resultados de FASTQC de la secuencia de PACBIO antes y después de correr Trimmomatic.
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Anexo 5. Resultado de las secuencias de Illumina recortadas.

Contenido de la secuencia por bases

£g%

1232587601510 3030 2548 6064 7578 0064 110114 135138 150164 185180 210214 235236 260264

Position in read (Eo)

Anexo 6. Resultados de la secuencia de PACBIO recortada.

a. Contenido de la secuencia por bases b. Contenido de GC por secuencia

equence content across all bases
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