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RESUMEN

La diversidad de microorganismos en el suelo es elevada y su identificacion mediante el uso de técnicas
tradicionales de cultivo resulta inadecuada y limitada para un elevado porcentaje de los mismos. En la
actualidad se cuentan con tecnologias de secuenciamiento masivo del ADN que ha permitido, junto a
otras técnicas y herramientas, incluyendo la bioinfomadtica, la identificacion de microrganismos sin
necesidad del uso de medios de cultivos. Sin embargo, la secuenciacion masiva ha generado enormes
cantidades de informacion que requiere ser analizada y por ende demanda un esfuerzo computacional
considerable. Existen diversos programas bioinformaticos, basados en uno o varios lenguajes de
programacion, para el analisis molecular in silico de secuencias de ADN, e.g., MOTHUR, QIIME1,
DADA2 y QIIME2. De estos, QIIME2, por sus siglas en inglés “Quantitative insights into microbial
ecology”, es una herramienta frecuentemente empleada para el analisis datos de secuenciamiento de
marcadores moleculares o genes funcionales, e.g., 16S rRNA, 18S rRNA, ITS, COI, entre otros. Dada
la importancia de éstas, y de la necesidad de acceso a este conocimiento en lenguaje espaiiol, en esta
revision se describe y detalla el flujo de trabajo para el analisis de secuencias del gen 16S rRNA

provenientes de muestras ambientales empleando QIIME2.
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Microorganisms Identification in Environmental Samples: Bioinformatic
Analysis of 16S rRNA Gene with QIIME2

ABSTRACT

The soil harbors a great diversity of microorganisms and their identification using traditional cultivation
techniques is not suitable for those that cannot be isolated and cultivated. Currently, there are a some
available DNA sequencing technologies which along with bioinformatics tools and techniques allows
the identification of microorganisms without the requirement of culture media. Next generation
sequencing has generated enormous amounts (gigabytes and terabytes size) of information that required
to be analyzed. Currently, some bioinformatics programs are available, e.g., MOTHUR, QIIMEI,
DADAZ2 and QIIME2. which are based on different programming languages. Among these, QIIME2 is
the most cited pipeline and it's usually employed for marker or functional genes’ sequencing data
analyses, e.g., 16S rRNA, 18S rRNA, ITS, COI, etc. The aim of this work was to describe into a detailed

manner a general pipeline for the 16S rRNA gene sequences from environmental soil samples.
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INTRODUCCION

Los microorganismos presentes en el ambiente representan cerca del 18% de la biomasa total del planeta
tierra y aproximadamente el 5% de la materia organica presente en el suelo (Bar-On et al., 2018; Singh
et al., 2023). De la diversidad de microorganismos solo se han podido identificar cerca del 1% mediante
técnicas tradicionales de cultivo (Martiny, 2019). Para intentar solucionar esta falta de informacion y
conocimiento, se han empleado tecnologias de secuenciamiento masivo que hoy permiten la
identificacion de los microorganismos a través del analisis de su material genético, por ejemplo, DNA.
La primera técnica de secuenciacion fue mediante el método de Sanger (primera generacion),
desarrollada en 1970, que permiti6 la identificacion de microorganismos de forma individual (Slatko et
al., 2018). La secuenciacion de Sanger se usd exitosamente en estudios relacionados con el analisis del
genoma del bacteriofago PhiX174 y del genoma humano (Sanger et al., 1977; Schloss et al., 2020). En
la actualidad, esta técnica ha caido en cierto desuso, sin embargo, se emplea en estudios particulares,
por ejemplo, identificacion de bacterias patdgenas (Rudkjebing et al., 2016; Furutani ef al., 2022).

La secuenciacion de “primera generacion” fue suplida cerca de los afios 2000. Hoy conocida como la
“segunda generacion” de secuenciadores, fue dominada por compaifiias como Roche-454™
(pirosecuenciacion) e [llumina®. Estas tecnologias permiten el secuenciamiento de centenas de miles a
millones de fragmentos de ADN en forma paralela, aumentando asi la cantidad de informacion y una
reduccion considerable en los costos de secuenciacion (Heather & Chain, 2016). Sin embargo, la
limitante de éstos fue el proveer de productos cortos de secuenciacion, e.g., [llumina®, y errores en
lecturas largas (pirosecuenciacion) (Slatko ef al., 2018).

En la 0ltima década surgi6é la “tercera generacion” de secuenciadores que buscaban corregir las
limitaciones de las tecnologias previas, por ejemplo, evitar la limitada longitud de lecturas y aumentar
profundidad de secuenciamiento (Heather & Chain, 2016). Las tecnologias de PacBio™ y Oxford
Nanopore® son los pioneros de la tercera generacion de secuenciadores (Schadt et al., 2010).

El uso de las tecnologias de segunda y tercer generacion han generado de gigas- a petabytes de
informacion de secuencias de ADN, lo que a su vez ha provocado la necesidad y creacion de programas
bioinformaticos que permiten interpretar y manipular este tipo de informacion (Kanzi et al., 2020). El

software que se empleara para el analisis de secuencias de ADN dependera tanto de la tecnologia de
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secuenciacion (primera, segunda o tercera generacion) usado y de la metodologia usada para tratar las
muestras (marcadores molecular, RNA-Seq, metagenomica, etc).

2. Secuenciamiento de amplicones basados en el GEN 16S RRNA

El secuenciamiento de amplicones, que no son mas que regiones cortas de ADN producto de la técnica
PCR (amplificacién mediante reaccién en cadena de la polimerasa), permite el uso de primers o
cebadores especificos seglin las necesidades del investigador y del objetivo de la investigacion. En la
literatura se tiene registro de un gran numero de cebadores disefiados que son usados para la
identificacion de diferentes grupos taxondémicos o genes funcionales, e.g., grupos bacterianos, hongos
o arqueas (Tabla 1). Los cebadores que se emplean con mayor regularidad para la identificacion de
comunidades procationtes (Bacteria y Arqueas) son aquellos que amplifican una, dos o mas regiones
hipervariables (V1 a V9) del marcador filogenético 16S rRNA.

En la actualidad, la tecnologia de secuenciacion mas popular para la secuenciacion de amplicones, dada
la limitante en producto de secuenciacion, es la plataforma Illumina® MiSeq™. Esta plataforma
permite diferentes longitudes para el producto de secuenciamiento, por ejemplo, 2x150, 2x250 6 2x300
con extremos pareados (PE, paired-end) (Illumina, 2022). Esta plataforma permite generar hasta 15 GB
de informacion con un costo aproximado de 18 dolares por muestra (Illumina, 2023), basandonos en la

version 2x300 PE Kit V3 (https://www.illumina.com/systems/sequencing-

platforms/miseqg/specifications.html). Debido a que se maneja menor cantidad de informacién, en

comparacion al de datos de metagenomas (shotgun metagenomics), los requerimientos
computacionales, para el analisis de secuencias producto de amplicon, se reduce de forma relativamente
considerable. Sin embargo, los requerimientos computacionales dependen principalmente de la cantidad
de datos a ser analizados. Cuando se manejan < 4x10° lecturas, se requiere una computadora personal
con memoria > 8 GB de RAM, 20 GB de espacio de almacenamiento en disco, y procesadores con
mediana capacidad (a >2.0 GHz), para su analisis. Como es de esperarse, algunos procesos requeriran
mayor esfuerzo computacional comparados con otros.

Los programas mas populares que se han empleado con el fin de analizar datos provenientes del
secuenciamiento de amplicones son QIIME1 (Caporaso et al., 2010), QIIME2 (Bolyen ef al., 2019) y

MOTHUR (Schloss et al., 2009). La herramienta QIIME2 fue introducida en 2018 como actualizacion
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y reemplazo de QIIMEIL. QIIME2 implementa diversos algoritmos denominados “plugins” que hacen
eficiente el analisis de secuencias de tipo extremo unico (del inglés “single-end”) o extremos pareados
(del inglés “paired-end’). Por mencionar algunos, QIIME2 cuenta con plugins como las herramientas
cutadapt (Martin, 2011), DADA2 (Callahan et al., 2016), blast+ (Camacho et al., 2009) y sklearn-
classifier (Pedregosa et al., 2011), entre otros. El listado completo de plugins para QIIME2 se encuentra

en la documentacion de la misma y disponible en https:/library.qiime2.org/plugins/.

METODOLOGIA

QIIME2 ha sido la herramienta empleada en investigaciones relacionadas al estudio de microbiomas en
diversos ambientes (Boylen et al. 2018). Hasta la fecha, ha mantenido actualizaciones regularmente
nombradas con un cédigo que indica el afo y version, por ejemplo: qiime2-2023.7 indica la séptima
actualizacion durante el afio 2023. El flujo de andlisis bioinformatico implementado permite analizar
secuencias de amplicones para la identificacion de diferentes grupos microbianos, incluyendo
bacterianas, hongos, arqueas o genes funcionales e.g., nith, amoA, pmoA, etc. En este protocolo se
detalla el analisis de secuencias provenientes del secuenciamiento de dos regiones hipervariables del
gen 16S rRNA, empleando un subset de datos de una investigacion en donde se estudi6 la comunidad
bacteriana en suelos de agricultura de conservacion (Hernandez-Guzman et al., 2022). La secuenciacion
se realizd mediante la tecnologia Illumina® MiSeq™ 2x300 PE, y basados en la region V3-V4 del gen
16S rRNA. Los datos crudos del secuenciamiento se encuentran publicados en el NCBI (BioProject
PRINAS45497). Las secuencias y el protocolo pueden es de acceso publico desde el repositorio en

GitHub en https://github.com/MaryoHg/protocolo_giime2 168S.

Para poder trabajar con con los datos, se sugiere realizar una dos actividades: i) clonar el repositorio de
forma local mediante la linea de comandos (ver abajo), ¢ ii) ir al repositorio, y descargar un archivo
comprimido del mismo (zip), para posteriormente descomprimir de forma local y trabajar dentro del
directorio nuevo creado.

Para clonar el repositorio, se emplea el siguiente comando:

$ git clone https://github.com/MaryoHg/protocolo_giime2 16S

$ cd protocolo_giime2 16S
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RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se detalla la instalacion del software requerido para realizar los analisis bioinformaticos,

asi como el diagrama general de analisis (Fig. 1). El diagrama general inicia con la importacion de datos

crudos a artefactos de QIIME2, incluye analisis de alfa y beta diversidad, finalizando con la exportacion

de datos para posterior visualizacion y andlisis estadisticos.

I. Instalacion del ambiente QIIME2

La instalacion de QIIME2 puede realizarse en versiones recientes de los sistemas operativos

Windows®, Linux y Mac (macOS™). QIIME?2 esta disefiado para correr en sistemas Unix, por lo que

los usuarios con sistema Windows® se veran obligados a elegir una de dos opciones:

1. Crear una sistema virtual de Unix a través del WSL (Subsistema de Windows® para Linux, por
sus siglas en ingles) 6

2. Instalar el manejador de paquetes ANACONDA para Windows® que posee una interfaz grafica 'y

que puede ser de mayor facilidad para algunos usuarios (https://www.anaconda.com/download).

En este protocolo se detalla el como emular el sistema Unix a través de WSL para sistemas Windows®

(https://learn.microsoft.com/es-es/windows/wsl/), y el procedimiento para instalacion en los diferentes

sistemas operativos se detalla a continuacion.

a) Instalacion en sistema operativo Windows®

1. Instalacion del Subsistema de Windows® para Linux (WSL)

1.1. Abrir la aplicacion de WindowsShell o la terminal del sistema Windows® (cmd) con permisos de
administrador.

1.2. En la consola, escribir y ejecutar el comando de instalacion y esperar que termine el proceso.
Durante el proceso se solicitara crear nombre de usuario y contrasefia del nuevo sistema Linux.

$ wsl --install

1.3. Tras reiniciar el sistema, abrimos de nueva cuenta la PowerShell o la terminal del sistema (cmd).
Si WSL no aparece activado, ejecutamos el comando para activarlo. Aqui se realizaran los analisis.

$ wsl

Para mayores detalles de la instalacion de WSL en el sistema Windows®, podemos referirnos a la

pagina web oficial en https://learn.microsoft.com/en-us/windows/wsl/install.
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2. Instalacion del manejador de ambientes “miniconda” dentro del subsistema de Linux para
Windows® (WSL)
Posterior a la istalacion de WSL, procedemos a la instalacion del manejador de ambiente “miniconda”

(https://docs.conda.io/en/latest/miniconda.html). Este nos permite crear ambientes (aislados) en donde

podemos manejar versiones compatibles de software sin problemas de compatibilidad.

2.1. Para instalar “miniconda” requerimos conocer la version del programa “Python” en el sistema
WSL. Para ello, ejecutamos:

$ python --version

2.2. Tras identificarla, nos dirimos a descargar la version correspondiente de “miniconda” desde su

pagina web oficial en https://docs.conda.io/projects/miniconda/en/latest/miniconda-other-installer-
links.html. Si tienes Python v3.10 instalado, puedes ejecutar lo siguiente:

$ wget -c https://repo.anaconda.com/miniconda/Miniconda3-py310 23.3.1-0-Linux-x86 64.sh

$ chmod +x Miniconda3-py310 23.3.1-0-Linux-x86_64.sh

2.3. Tras descargar “miniconda” (archivo con extension *.sh), ejecutamos con el intérprete bash y
aceptamos los términos de la licencia del software e instalacion por defecto (opcion "-b") con el
siguiente comando:

$ bash Miniconda3-py38 23.3.1-0-Linux-x86 64.sh -b -p SHOME/miniconda3

2.4. Tras terminar y reiniciar la consola, verificamos que miniconda haya sido instalado en el sistema.
Con el comando a continuacion podemos ver los detalles de la instalacion:

$ conda info

3. Instalacién de QIIME2

3.1 Para instalar QIIME2, seguiremos las instrucciones de la pagina oficial, donde se nos indica

a) Descargar un archivo YML para Linux (similar a Windows® (via WSL)),

b) Crear un ambiente con el archivo YML, activar el ambiente creado y verificar (giime --help).

$ wget -c https://data.qiime2.org/distro/core/qiime2-2023.5-py38-linux-conda.yml

$ conda env create -n gqiime2-2023.5 --file qiime2-2023.5-py38-linux-conda.yml

$ conda activate qiime2-2023.5

$ qiime --help
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3.3 El ultimo comando nos permitir ver la ayuda de QIIME2; podremos visualizar la lista de plugins y
ayuda del programa. Esto significa que la instalacion fue exitosa.

b) Instalacion en sistemas Linux y macOS

Para la instalacion de QIIME2 en sistemas Linux y macOS podemos proceder directamente con la
instalacion de “miniconda”, y posterior creacion del ambiente de QIIME2. La instalacion se realiza
mediante las terminales correspondientes a cada sistema operativo. En macOS pueden presentarse
variaciones debido al procesador del equipo (Intel® vs M1/M2 (Apple Silicon)). Se recomienda ver los

detalles en la pagina oficial de documentacion (https://docs.qgiime2.org/2023.5/install/native/).

Breve repaso de conceptos en QIIME?2

QIIME2 almacena y maneja la informacién en archivos conocidos como “artefactos” (artifacts, del
idioma inglés) que poseen extension “qza” 6 “qzv’’; ambos tipos son archivos comprimidos (gzip) que
mantienen organizada los informacion de entrada o salida de los diferentes comandos del flujo de
trabajo. Asi, para poder usar QIIME2 es necesario entender y manipular estos nuevos formatos

(https://docs.giime2.org/2023.9/concepts/#data-files-qiime-2-artifacts). Para visualizar los resultados o

salidas de QIIME2 se requiere la generacion de artefactos o archivos "qzv"; éstos pueden visualizarse

en cualquier explorador web a través de los servidores de QIIME2 directamente en

https://view.qgiime2.org/ 6 mediante el comando giime tools view. Este Gltimo requiere la ruta y nombre

de un archivo qzv como tnico argumento.

Analisis bioinformatico

a) Verificacion de los metadatos (sample metadata)

Los metadatos en un archivo de texto plano que contiene las variables descriptivas de las muestras

analizadas, es decir, variables ambientales o fisicoquimicas (variables numéricas), tiempo o

tratamientos (variables categoéricas). Esta base de datos debe cumplir con los siguientes requerimientos:

1. Archivo de texto plano (formatos txt, tsv 6 csv)

2. La primera columna debe indicar obligatoriamente los nombres (etiquetas Unicas) de las muestras
(SampleID). Esta columna llamarse como uno de los siguientes: SamplelD, id, sampleid, o

featureid.
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3. Columnas extras a la primera obligatorio, i.e., SamplelD, son opcionales. Se recomienda evitar el
uso de simbolos o acentos, y registrar tantas variables ambientales o categdricas como sea posible
para tener una descripcion detalladas de las muestras.

Se recomienda revisar detalles especificos de la creacion y manejo de los metadatos desde la

documentacion del software en https://docs.qiime2.org/2023.7/tutorials/metadata/.

1. Visualizacion y comprobacion del formato de los metadatos: crear el artefacto qzv de los metadatos,
nos permite verificar que éste cumple con los requerimientos de QIIME2. Para crearlo corremos el
siguiente comando, dentro del directorio de trabajo (repositorio clonado anteriormente):

$ cd protocolo_giime2 16S

$ qiime metadata tabulate \

--m-input-file sample-metadata.tsv \

--0-visualization sample-metadata.qzv

Explicaciéon: --m-input-file indica la ruta del archivo con metadatos (sample-metadata.tsv); --o-
visualization indica nombre y ruta de salida del archivo de visualizacion (*.qzv). El comando no debe
indicar ningtn tipo de error en la consola.

2. Visualizamos el archivo sample-metadata.qzv  directamente en el navegador

(https://view.qiime2.org/) o mediante comando (giime tools view sample-metadata.qzv) (Fig. 2).

b) Importacion de las secuencias a QIIME2

Para importar las secuencias y crear el artefacto de QIIME2, usamos el comando giime tools import.
Las secuencias de este ejemplo son secuencias crudas, y en formato fastq con tamafio 2x300 PE. Para
poder importar a un artefacto de QIIME2 requerimos que exista un directorio que contenga tres
archivos: forward. fastq.gz, reverse.fastq.gz, y barcodes.fastq.gz. Estos corresponden a las lecturas R1,
R2 y los indices (barcodes) para realizar el proceso de demultiplexing. El nombre de los archivos y la
compresion gzip son obligatorios.

1. El directorio de trabajo debe contener un directorio denomanido seqs/ que debe contener los 3
archivos en formato FastQ. Algunos detalles de este procesos se encuentran en la documentacion oficial

en https://docs.qiime2.org/2023.5/tutorials/importing/:
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$ giime tools import \

--type EMPPairedEndSequences \

--input-path seqs/ \

--output-path raw_seqs.qza

Explicacién: --type indica el tipo de formato de nuestras secuencias; --input-path indica la carpeta
donde se encuentran las secuencias; --output-path indica la direccion y el nombre de salida del archivo
6 artefacto *.qza. El archivo de salida (raw_seqs.qza) contendra las secuencias crudas y lo usaremos
este para los andlisis posteriores. Este paso demorara alrededor de 10 segundos.

¢) Rastreo de muestras por etiquetas o barcodes: Demultiplexing

El proceso de demultiplexado (demultiplexing) consiste en identificar y agrupar las secuencias con base
en una etiqueta Unica insertada durante la amplificacion mediante la técnica de PCR (también conocido
como “codigo de barra”, del inglés barcode. Los cddigos de barra deben ser tinicos para cada muestra
y/o réplica bioldgica; esto permite agrupar, identificar y ordenar las secuencias por SamplelD. Asi se
relacionan las secuencias con sus metadatos y se matiene el registro de cada una durante el protocolo
bioinformatico.

1. Para separar y etiquetar las secuencias crudas por su identificador o SamplelD (“demultiplexing”)
empleamos el comando giime demux emp-paired dado que las secuencias son pareadas (PE) y obtenidas
con base en el “EMP Protocol”. El artefacto de salida del comando contendra las secuencias
demultiplexadas.

$ giime demux emp-paired \

--i-seqs raw_seqs.qza \

--m-barcodes-file sample-metadata.tsv \

--m-barcodes-column BarcodeSequence \

--0-per-sample-sequences demux-seqgs.qza \

--0-error-correction-details demux-errors.qza \

--p-no-golay-error-correction

Explicacién: --i-seqs indica el nombre y direccion del archivo qza con las secuencias crudas

(raw_seqs.qza); --m-barcodes-file indica nombre y direccion de los metadatos (sample-metadata.tsv); -
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-m-barcodes-column indica la columna que contiene los barcodes de las muestras dentro de los
metadatos; --o-per-sample-sequences indica la direccion y nombre de salida de las secuencias
demultiplexadas (qza); --o-error-correction-details indicamos la direccion y nombre de salida del
archivo que contiene los detalles de errores durante el demultiplexado; --p-no-golay-error-correction
indicamos que no empleamos barcodes tipo Golay, dado que los barcodes fueron de 8 nt en este caso.
2. Para visualizar el nimero de secuencias crudas obtenidas para cada SamplelD, es decir, visualizar
los resultados del demultiplexado (Fig. 3), debemos de crear el archivo “qzv’ del artefacto de salida del
comando, para ello empleamos el comando giime demux summarize. El comando giime tools view nos
permitira visualizar los datos en el explorador web por omision.

$ qiime demux summarize \

--i-data demux-seqs.qza \

--0-visualization demux-seqs.qzv

§$ giime tools view demux-seqs.qzv

Explicacion: --i-data ruta y nombre del archivo de entrada (demux-seqs.qza); --o-visualization ruta y
nombre del artefacto qzv (demux-seqs.qzv).

d) Eliminacion de adaptadores (primers)

La secuencias pueden contener los adaptadores o primers usados durante la PCR. Se recomienda
eliminarlos dado que la presencia de secuencias no bioldgicas pueden tener un efecto negativo y
significativo en la inferencia de ASVs. Para removerlos empleamos el comando giime cutadapt trim-
paired con los siguientes parametros:

$ giime cutadapt trim-paired \

--i-demultiplexed-sequences demux-seqs.qza \

--p-front-f CCTACGGGNGGCWGCAG \

--p-front-r GACTACHVGGGTATCTAATCC \

--p-cores 4 \

--p-match-adapter-wildcards \

--o-trimmed-sequences demux-trimmed-seqs.qza
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Explicacién: --i-demultiplexed-sequences ruta y nombre de las secuencias demultiplexadas (demux-
seqs.qza); --p-front-f es la secuencia del primer empleado para R1 durante la PCR (forward primer); -
-p-front-r es la secuencia del primer usado en R2 durante la PCR (reverse primer); --p-match-adapter-
wildcards indicamos que se reconozca el codigo IUPAC en los adaptadores (primers degenerados); --
o-trimmed-sequences indica el nombre y direccion del artefacto de salida que contendra las secuencias
filtradas (demux-trimmed-seqgs.qza). El comando se demorara cerca de 30 segundos.

La visualizacion de los resultados se logra convirtiendo el arfacto de salida del comando anterior, i.e,
demux-trimmed-seqs.qza, en un artefacto para visualizacion (qzv) con el siguiente comando:

$ giime demux summarize \

--i-data demux-trimmed-seqs.qza \

--o-visualization demux-trimmed-seqs.qzv

§$ qiime tools view demux-trimmed-seqs.qzv

El artefacto qzv se puede visualizar mediante comando o en el explorador en https://view.qiime2.org/.

La visualizacion es similar a lo mostrado en la Figura 3. Comparando ambos resultados, i.e.,

demultiplexing versus recortados con cutadapt, podremos observar si se presentd la eliminacion de

secuencias no deseadas y recorte.

e) DADAZ2: Filtrado por calidad, reduccién de ruido (denoising), eliminaciéon de quimeras,

deduplicacion e inferencia de secuencias de amplicon (ASVs)

Para este proceso empleamos el comando giime dada? denoise-paired. El plugin DADA2 emplea un

modelo de correccion que posteriormente es aplicado a las secuencias crudas (R1 y R2) para correccion

de errores (Callaham et al., 2016). El algoritmo realiza los siguientes procesos:

= Inspeccion de los perfiles de calidad (Phred ¢ Q-score) y posterior filtrado y eliminacion de las
secuencias que no cumplan con los parametros configurados (valoracion Phred y longitud de las
lecturas). No permite nucléotidos ambiguos (N);

* Determinacion y aplicacion del modelo ("learn error rates") para correccion de errores
("denoising") sobre las secuencias filtradas;

= Deduplicacion de secuencias: compara y combina las secuencias idénticas en una secuencia Unica,

conservando el valor de abundancia correspondiente (dereplication);

pag. 8085


https://view.qiime2.org/

= Identifica las secuencias Unicas presentes en la muestra (inferencia de ASVs, “amplicon sequence
variants”) para cada lectura: R1 y R2, respectivamente y sobrelapa (“merge overlaping reads”) las
lecturas R1 y R2;

» Identifica y elimina las secuencias quiméricas, para finalmente contruir la matriz de valores
(feature-table.qza) e impresion de los estadisticos del proceso en los artefactos correspondientes
(stat-denoising.qza).

Para conocer mas detalles se recomiendan las lecturas de los protocolos correspondientes de DADA2

(https://docs.qgiime2.org/2023.7/plugins/available/dada2/denoise-paired/) en QIME2 y R

(https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial 1_8.html).

Dentro de los parametros requeridos del comando giime dada?2 denoise-paired se requiere conocer la
longitud a la cual las secuencias R1 y R2 seran recortadas (#7imming). Esta informacion lo obtenemos
de las secuencias demultiplexadas de manera visual (Fig. 4). Este grafico nos permite identificar la
longitud minima a la que las secuencias ain mantienen un valor de calidad Phred (Q-score) > 20. Se
recomienda tomar la longitud en el valor donde el valor Phred pase por debajo del valor de 20. La
longitud puede ser diferente para R1 y R2, y regularmente, la calidad en R2 es menor que en R1. Para
este ejemplo la longitud para R1 es 260, mientras que para R2 es 230. Se recomienda ser cuidadoso y
evitar recortar las secuencias de tal manera que se pierda la longitud minima de traslape (merge paired-
en reads) o unidon necesaria, es decir, 12 pares de bases. Después de obtener los datos de longitud de las
secuencias, procedemos a ejecutar el comando giime dada?2 denoise-paired:

$ qiime dada2 denoise-paired \

--i-demultiplexed-seqs demux-trimmed-seqs.qza

--p-trunc-len-f 260 \

--p-trunc-len-r 230 \

--p-n-threads 4 \

--o-table table.qza \

--0-representative-sequences rep-seqs.qza \

--o-denoising-stats stats-denoising.qza
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Explicacién: --i-demultiplexed-seqs indica la direccion y nombre del artefacto qza con de las
secuencias demultiplexadas; --p-trim-left-r longitud a la que se recortaran R1; --p-trunc-len-r longitud
a la que se recortaran R2; --p-n-threads niimero de procesadores a usar; --o-table ruta y del artefacto de
salida para la tabla de frecuencias (feature-table.qza); --o-representative-sequences ruta y nombre del
artefacto de salida para las secuencias representativas (rep-seq.qza); --o-denoising-stats ruta y nombre
del artefacto de salida con los estadisticos del proceso (stats-denoising.qza). El comando correra cerca
de 8 minutos.

Tras ejecutar DADA2, obtendremos tres archivos: i) feature-table.qza (tabla con las frecuencias), ii)
rep-seqs.qza (secuencias representativas) y iii) stats-denoising.qza (estadisticos del proceso). Para poder
visualizar los resultados (Fig. 5), convertimos los artefactos qza a qzv con diferentes comandos.
Visualizar el producto de stats-denoising (Fig. 5a) y la feature-table (Fig. 5b) se logra con los siguientes:
$ qiime metadata tabulate \

--m-input-file denoising-stats.qza \

--o-visualization denoising-stats.qzv

§$ giime tools view stats-denoising.qzv

$ qgiime feature-table summarize \

--i-table table.qza \

--m-sample-metadata-file sample-metadata.tsv \

--o-visualization table.qzv

$ qiime tools view table.qzv

Mediante la visualizacion y analisis de los estadisticos del proceso (stats-denoising.qzv) podremos
observar el nimero de secuencias eliminadas durante el proceso de inferencia por DADA2 (Fig. 5a).
En caso de observar una perdida substancial de lecturas, se sugiere modificar los parametros de filtrado
en DADAZ2, evitando ser mas permisibles que la configuracion por omision. Si lo anterior no mejora la
retencion, se sugiere analizar solo las lecturas R1, descartando R2. Por su parte, la visualizacion del
feature-table nos permite identificar cuantas variantes de secuencias de amplicon fueron obtenidas, i.e.,

numero de ASVs totales y su frecuencia por muestra (Fig. 5b).
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f) Entrenamiento de la base de datos para anotacion taxonémica

Existen diferentes bases de datos disponibles con fines de anotacion taxondémica de amplicones, a saber,
Greengenes v13.7 (McDonald et al., 2012), Greengenes2 (McDonald et al., 2023), SILVA 138 (Quast
et al., 2012), entre otros. En este protocolo se emple6 la base de datos de SILVA v138.1 (Quast et al.,
2012). Para descargarla nos dirigimos a la pagina de recursos de QIIME2

(https://docs.giime?2.0rg/2023.5/data-resources/). Después de descargar la base de datos (dos artefactos

qza), ejecutaremos el comando giime feature-classifier extract-reads con el fin de extraer s6lo aquellas
secuencias que amplifiquen con los primers usados durante la amplificiacion mediante PCR. Para
conocer detalles se sugiere revisar la ayuda del comando

(https://docs.qgiime2.org/2023.5/plugins/available/feature-classifier/extract-reads).

$ wget -c https://data.qiime2.org/2023.5/common/silva-138-99-segs.qza

§ wget -c https://data.qiime2.org/2023.5/common/silva-138-99-tax.qza

§$ qgiime feature-classifier extract-reads \

--i-sequences silva-138-99-seqs.qza \

--p-f-primer CCTACGGGNGGCWGCAG \

--p-r-primer GACTACHVGGGTATCTAATCC \

--p-min-length 50 \

--p-max-length 500 \

--o-reads selected-silva-138-99-seqgs.qza
Explicacién: --i-sequences indica la direccion y nombre de las secuencias de la base de datos; --p-f-
primer indicamos el primer empleado en R1 durante la PCR (forward primer); --p-r-primer indicamos
el primer R2 empleado durante la PCR (reverse primer); --p-min-length indicamos la longitud minima
de las secuencias que queremos extraer de la base de datos; --p-max-length indicamos la longitud
maxima de las lecturas de la base de datos; --o-reads ruta y nombre del artefacto de salida para las
secuencias extraidas.
Posteriormente realizamos el entrenamiento de la base de datos empleando el comando giime feature-
classifier fit-classifier-naive-bayes. Este proceso “reduce”, disminuyendo el esfuerzo computacional

necesario, la base de datos y el algoritmo mejora la anotacion taxondmica (Werner et al., 2012). El
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proceso de entrenamiento requiere esfuerzo computacional y no puede realizarse de forma paralela. Se
recomienda el uso de una computadora con > 16 GB de RAM. La misma base de datos generada podra
usarse para anotar librerias dentro de la misma version de QIIME2 empleada para entrenarse

§$ qiime feature-classifier fit-classifier-naive-bayes \

--i-reference-reads selected-silva-138-99-seqgs.qza \

--i-reference-taxonomy silva-138-99-tax.qza \

--o-classifier trained classifier DB.qza

Explicacién: --i-reference-reads ruta y nombre de las secuencias filtradas de la base de datos; --i-
reference-taxonomy indicamos la direccién y nombre de la taxonomia de la base de datos; --o-classifier
ruta y nombre del artefacto de salida para nuestro clasificador entrenado.

g) Anotacion taxonémica

La asignacion taxondmica se realiza con el comando giime feature-classifier classify-sklearn, que
emplea machine learning, que ha demostrado mejorar la precision de anotacion taxondmica (Bokulich
et al., 2018).

§$ qiime feature-classifier classify-sklearn \

--i-classifier trained classifier DB.qza \

--i-reads rep-seqs.qza \

--p-confidence 0.97 \

--o-classification taxonomy.qza

Explicacién: --i-classifier ruta y nombre de la base de datos entrenada; --i-reads ruta y nombre de las
secuencias representativas (obtenidas después de DADA2); --p-confidence confidencia en la anotacion
taxonomica, rango de 0 a 1; --o-classification ruta y nombre del artifactor de salida que contendra la
taxonomia asignada a las secuencias analizadas.

El artefacto de salida taxonomy.gza contiene la anotacion taxondmica de los ASVs de nuestro estudio,
y podremos acceder a ella mediante su visualizacion mediante graficos de barras interactivos tras
convertilo a un artefacto qzv. Este grafico se muestra en términos de abundancia relativa de los
diferentes grupos identificados a sus distintos niveles taxonomicos (puede ser desde domino a especie,

si fuese el caso) (Fig. 6). La visualizacion nos permite cambiar el ordenamiento de muestras, colores y
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niveles taxondomicos.

$ qgiime taxa barplot \

--i-table table.qza \

--i-taxonomy taxonomy.qza \

--m-metadata-file sample-metadata.tsv \

--o-visualization taxa-barplot.qzv

$ giime tools view taxa-barplot.qza

Explicacién: --i-table ruta y nombre de la tabla de frecuencias de frecuencias (feature-table); --i-
taxonomy direccion de la taxonomia asignada; --m-metadata-file direccion del sample-metadata; --o-
visualization ruta y nombre del artefacto de salida para uso de visualizacion.

h) Creacion de arbol filogenético

El protocolo de QIIME2 incluye la creacion de arboles filogenéticos que son empleados en analisis de
diversidad filogenética, por ejemplo, el indice de PD_whole tree (Faith’s phylogenetic diversity 6 en la
determinacion de matrices de distancia: weighted y unweighted UniFrac. Para su creacion requerimos
el artefacto con las secuencias de los ASVs (rep-seqs.qza) y un directorio de salida en donde se
almacenaran cuatro artefactos que podremos usar posteriormente. El comando con parametros por
omision es el siguiente:

$ giime phylogeny align-to-tree-mafft-fasttree \

--i-sequences rep-seqs.qza \

--output-dir phyleny/

Explicacion: --i-sequences ruta y nombre de las secuencias representativas (obtenidas en DADA?2); --
output-dir es el directorio de salida en donde se almacenaran 4 artefactos de salida: secuencias alineadas
(--o-alignment), artefacto con secuencias enmascaradas (--o-masked-alignment), el arbol filogenético
(--o-tree), y el arbol filogenético con raiz o ancestro comun (--o-rooted-tree).

Al finalizar el comando, obtendremos cuatro archivos. El artefacto con el arbol filogenético con raiz o
ancestro comun, i.e., artefacto nombrado rooted-tree.qza, es el que podremos usar para posteriores
analisis, e incluso convertirlo a otros formatos para posterior visualizacion en herramientas como iTOL

(https://itol.embl.de/), e.g., formato Newick.
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i) Calculo de diversidad alfa y beta

QIIME2 permite la determinacion de diferentes indices tradicionales de alfa-diversidad, e.g., Chaol,
Shannon, Simpson, entre otros, asi como determinacion de beta-diversidad. Este ultimo basado matrices
de distancias, por ejemplo  Bray-Curtis, Jaccard index, Unifrac, entre  otros

(https://forum.qiime2.org/t/alpha-and-beta-diversity-explanations-and-commands/2282). Para

determinar la diversidad usamos el comando giime diversity core-metrics-phylogenetic; este requeire
de un valor numérico que indica el nimero de secuencias en la muestra con menor profundidad de
secuenciacion. Con éste se realizara la rarefaccion de los datos y podemos obtenerlo del artefacto
feature-table.qzv (ver proceso de DADA2 — “seccion e)”).

§$ qiime diversity core-metrics-phylogenetic \

--i-phylogeny rooted-tree.qza \

--i-table feature-table.qza \

--p-sampling-depth 1114 \

--m-metadata-file sample-metadata.tsv \

--output-dir core-metrics-results

Explicacion: --i-phylogeny ruta y nombre del arbol filogenético (rooted-tree.qza), --i-table ruta y
nombre de la tabla de frecuencias (feature-table); --p-sampling-depth profundidad minima a la cual se
realizaran algunos calculos del comando; --m-metadata-file direccion del archivo de metadatos; --
output-dir directorio de salida para los resultados del comando. Los resultados obtenidos pueden ser
visualizados con el comando giime tool view (Fig. 7).

j) Exportacion de datos

La exportacion en QIIME2 se puede realizar sobre cualquiera de los resultados obtenidos durante el
analisis. Para realizarlo usamos el comando giime tools export. este proceso nos permitira crear una
BIOM-table a partir de la taxonomia (faxonomy.qza) y la tabla de frecuencias (table.qza):

a. Crear el archivo taxonomy.tsv

$ qiime tools export \

--input-path taxonomy.qza \

--output-path exported/
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b. Crear la BIOM

$ giime tools export \

--input-path feature-table.qza \

--output-path exported/

Con la informacion de taxonomia y tabla de frecuencias exportados podremos crear una tabla en formato
BIOM, que contendra la informacion taxondmica y su frecuencia en un solo archivo BIOM (http://biom-
format.org/). Antes de crear la tabla BIOM, debemos editar los encabezados del archivo faxonomy.tsv.
Los dos encabezados de este archivo se deben llamar: "#OTUID" y "taxonomy". La ediciéon de los
encabezados de faxonomy.tsv puede realizar de manera manual abriendo el archivo con un editor de
texto plano, sin embargo, se muestran los comandos para realizarlo de forma automatica. En caso de no
renombrar los encabezados, el comando a emplear (biom add metadata) indicara errores:

$ sed -i "s/Feature ID/#OTUID/g" exported/taxonomy.txt

§$ sed -i "s/Taxon/taxonomy/g" exported/taxonomy.txt

$ biom add-metadata \

-1 exported/feature-table.biom \

--observation-metadata-fp exported/taxonomy.tsv \

-0 exported/featured-table-with-taxonomy.biom \

--sc-separated taxonomy

El archivo BIOM generado puede ser exportado a herramientas como el lenguaje R 6 RStudio-Posit™
(Posit™, 2023; R Core Team, 2023) a través de la paqueteria Phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013)

para posteriores analisis o visualizacion.
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ILUSTRACIONES, TABLAS, FIGURAS.

Tabla 1
Resumen de cebadores empleados en el estudio del microbioma en muestras ambientales

Marcador/Gen y cebadores Poblacion Muestra Referencia
16S rRNA Bacterias Suelo de Liu et al., 2022
515F: 5'-GTGCCAGCMGCCGCGG-3' agricultura
806R: 5'-GACTACHVGGGTWTCTAAT-3' Sedimento Demko et al.,
907R: 5'-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3' marino 2021
Agua potable  Jing ef al., 2021
ITS (internal transcribed spacer) Hongos Suelo forestal Delgado et al.,
ITS3 F: 5'-GCATCGATGAAGAACGCA GC-3' 2021
ITS4 R: 5'-TCCTCCTATTGATATGC-3' Suelo Gil-Martinez et
ITS1 F: 5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA- contaminado  al., 2021
3 Pinus Rim et al., 2021
ITS2 R: 5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3' densiflora,
NL1: 5'- Pinus
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3' NL4: koraiensis,
5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’ Pnus rigida, y
Pinus thunbergi

pPmoA (metano monooxigenasa) Bacterias Sedimentos Baesman et al.,
A189f: GGNGACTGGGACTTCTGG oxidadoras mineros 2015
A682r: GAASGCNGAGAAGAASGC de metano Lodos y Siniscalchi et
Cmol82F: TCACGTTGACGCCGATCC sedimentos de  al., 2022
Cmo568R: GATGGGGATGGAGTATGTGC aguas

residuales
amoA (amonio monooxigenasa) Arqueas Suelo del Alves et al.,
CamoA-19F: 5'-ATGGTCTGGYTWAGACG-3'  oxidadoras Artico 2019
TamoA-629R: 5'- de amonio
TGGCANTAYMGATGGATGGC-3'
nifH (nitrogenasa) Bacterias Acacia Teixeira et al.,
nifHF: 5°- fijadoras xanthophloea, 2016
TACGGNAARGGSGGNATCGGCAA-3’ de Faidherbia
nifHR: 5’-AGCATGTCYTCSAGYTCNTCCA-3*  nitrégeno albida y

Albizia
versicolor
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Figura 1
Diagrama general del analisis de secuencias empleando QIIME2
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Figura 2
Visualizacion del sample-metadata con giime tool view
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Search:
SamplelD Lin i soil_use dinamic Practice Fertilizer Day Treatment Description
LY cotegorica |  catsgorica | === ==  rumesic |  cotagorica |
DNADT * c WGCAG CTAATCC C amended cr 0 0 cmo SoilNH4.1
DNAQZ TAAGGCGACTCTCTAT  CCTACGGGNGGCWGCAG GACTACHVGGGTATCTAATCC  Conventional  amended cr 0 ] cto SoilNH4.2
DMAOZ TCT c WGCAG GACTACH CTAATCC G amended cr 0 0 cmo Soil.NH4.3
DNAD4 TAAGGCH CCTA WGCAG GACTACHVGGGTATCTAATCC Conventional  amended cr 300 0 cTaoo Soil.NH4.4
DNAOS c WGCAG CTAATCC G amended cr 300 0 cT3o0 SoilNHA5
DNADG TAAGGCGAACTGCATA  CCTACGGGNGGCWGCAG GACTACHVGGGTATCTAATCC  Conventional  amended cr 300 ] cTaoo Soil NH4.5
DMADT c IGCAG GACTACH TAATCC G amended PBES 0 0 PEBO Soil.NH4.7
DNADS TAAGGCGACTAAGCCT G IGCAG GACTACH TAATCC Conservation amended PBB o o PBED Soil.NH4.8
DNAOS CGTACTAGTAGATCGC C IGCAG GACTACH TAATCC Ce amended PBB o 0 PBBO Soll.NH4.9
DNATD CGTACTAGCTCTCTAT CCTACGGGNGEOWGCAG GACTACHVGGGTATCTAATCC  Conservation  amended PBB 300 ] PBB30D Soil.NH4.10
DNAT1 CGTACTAGTATCCTCT c IGCAG GACTACH TAATCC  Consenvation | amended PES 300 0 PEB30D Soil.NH4.11
DNA12 GCGTACT! C IGCAG GACTACH TAATCC Conservation amended PBB 300 0 PBB30D SoilNH4.12
DNA13 CGTACTAGGTAAGGAG C IGCAG GACTACH TAATCC Consarvation amended PBC 0 0 PBCO Soll.NH4.13
DHATA CGTAC © IGCAG GACTACH TAAIGC  Conservalion  amended PBC 0 0 PBCO Soil.NH4.14
DNA1S CGTACT! \GT? Cf IGCAG GACTACH TAATCC Conservation amended PBC o 0 PBCO Soil.NH4.16
DNA1E GCGTACTAGCTAAGCCT C IGCAG GACTACH TAATCC C amended PBC 300 0 PBC300 Soll.NH4.18
DNA1T TCCTH CGC C IGCAG GACTACH TAATCC ‘Consarvation amended PBC 300 ] PBC300 Soil.NH4.17
DHAIE TCCTGAGCCTCTCTAT — CGTACGGGNGGCWGCAG GACTACHVGGGTATCTAATCC  Conservation  amended PBC 300 0 PBC300 SoilNHA.18
Sl LIL IS 2l
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Figura 3
Visualizacion de los estadisticos de las muestras demultiplexadas (demux-seqs.qza).
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Figura 4
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Visualizacion de la calidad Phred (Q-score) de las secuencias demultiplexadas y sin adapdadores
emplaendo el artefacto demux-seqs.qzv. Se observan dos graficos (de cajas y bigotes): uno para R1

(izquierda) y otro para R2 (derecha), en donde la longitud de las secuencia se dan sobre el eje “x”, y

su calidad Phred sobre el eje “y”.
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Figura 5
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Visualizacion de resultados del comando giime dada?2 denoise-paired: a) stats-denoising que muestra el
tabular con el numero de secuencias crudas, filtradas, corregidas, unidas y no quiméricas; b) feature-

table: estadisticos de los ASVs obtenidos después de los filtros para cada muestra.

Figura 6
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Grafico de barra en términos de abundancia relativa de los grupos taxonémicos analizados. Nombre
de las muestras sobre el eje “x”, y la abundancia relativa (0-100%) de los grupos taxonémicos sobre

el eje “y”. Las leyendas/colores corresponden a los grupos taxondmicos identificados.
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Figura 7
a) b)
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Visualizacion del analisis de diversidad. a) Grafico de cajas y bigotes y analisis estadistico (mediante
Kruskall-Wallis) de alfa-diversidad (indice de Shannon) por practica de manejo (Practice variable); y
b) Diagrama de coordenadas principales (PCoA) basado en la matriz de distancia de Bray-Curtis.
CONCLUSIONES
Las herramientas de secuenciacion masiva han permitido explorar la diversidad microbiana en los
diferentes ambientes de la bidsfera. Con la ayuda de herramientas bioinformaticas, que usan diferentes
lenguajes de programacion para el manejo, manipulacion y andlisis de secuencias de ADN, este proceso
ha sido mas facil dia con dia. El programa QIIME2 nos facilita y hace mas eficiente, y menos demorado,
el analisis de los datos provenientes del secuenciamiento del gen 16S rRNA o cualquier otro gen o
marcador molecular. En este trabajo se detallé el protocolo de analisis de secuencias provenientes de
muestras ambientales que puede ser implementado para estudios con similar tecnologia de
secuenciacion y analisis.
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