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RESUMEN

En los Ultimos afios, se ha observado la emergencia y diseminacion de nuevos
agentes virales que comprometen la salud de distintas especies a nivel mundial,
entre ellas los cerdos. Su importancia radica en la falta de informacion para su
control y erradicacion, asi como de sus altas tasas de morbilidad, mortalidad y
letalidad. Una herramienta Util para la deteccién de los patégenos emergentes es la
metagendmica, que es el estudio de las comunidades de microorganismos que se
encuentran en una muestra determinada. El objetivo del presente trabajo fue
identificar las familias virales de virus DNA relacionadas con patdégenos emergentes
de gran importancia para la porcicultura a nivel mundial. Se tomaron 30 muestras
de cerdos una producciéon del Estado de México por medio de hisopado rectal, que
fueron purificadas y después mezcladas, formando pools a partir de las etapas de
produccion a evaluar, los cuales se secuenciaron con el sistema de Illumina MiSeq
(Micro). Los archivos obtenidos a partir del secuenciador fueron evaluados por
medio del programa FASTQC, y, por medio de Trimmomatic, se eliminaron las
lecturas de baja calidad. Posteriormente, se procesaron por medio de las
plataformas Kaiju y Kraken2 para clasificar taxondmicamente las lecturas.
Finalmente, por medio de Pavian se visualizaron los resultados. Los agentes
patdgenos que se detectaron fueron el virus de la diarrea viral bovina y el
mastadenovirus porcino tipo C, los cuales no representan un riesgo para la
porcicultura nacional e internacional al no ocasionar enfermedad emergente alguna,
por lo tanto, la hipotesis fue rechazada, sin embargo, podria realizarse un estudio
empleando muestras de distintos estados de la Republica Mexicana para obtener

un panorama real del estatus zoosanitario del pais.

Palabras clave: Metagenomica, Enfermedades emergentes de los cerdos,
Secuenciacion masiva, Virus DNA, Diarrea viral bovina en cerdos, Mastadenovirus

porcino tipo C.



ABSTRACT

In recent years, there have been observed the emergence and dissemination of new
viral agents that compromises the health of different species, including pigs. Its
importance relies on the lack of information for its control and eradication, as well as
its high morbidity, mortality, and lethality rates. An useful tool for the detection of
emerging pathogens is Metagenomics, which is the study of the microbial
communities found in a sample. The aim of the present study was to identify the viral
families of DNA viruses related with emergent pathogens that are affecting the
worldwide porciculture. Thirty rectal samples of pigs were taken from a farm located
in the Estado de México, those samples were purified, mixed to form pools from the
different production phases and then sequenced by the lllumina MiSeq (Micro)
system. The files obtained from the sequencer were evaluated with FASTQC, and,
using Trimmomatic, the low-quality reads were eliminated. Subsequently, the high-
guality reads were processed with Kaiju and Kraken2 for its taxonomic classification.
Finally, the results were visualized with Pavian. The pathogens detected were the
bovine viral diarrhea virus and the porcine mastadenovirus type C, which don’t
represent a risk for the national and international porciculture because they don’t
cause any emergent disease, therefore, the hypothesis was rejected, however, a
future study could be realized using samples from different places of the Mexican

Republic to obtain a real picture of the animal health status of the country.

Keywords: Metagenomics, Emergent pigs diseases, Massive sequencing, DNA

virus, Bovine viral diarrhea in pigs, Porcine mastadenovirus type C.
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1 INTRODUCCION

Un microbiota es una comunidad de microorganismos que puede encontrarse en
diversos sitios del organismo, como en piel, cavidad oral, tracto urogenital y tracto
gastrointestinal, y ésta tiene una relacion mutualista con su hospedero (Nowland et.
al., 2019; Icaza-Chavez, 2013).

En conjunto, los distintos microbiotas se encargan de fortalecer la respuesta inmune
del hospedero, prepardndolo para futuras infecciones causadas por distintos
patégenos, y, asimismo, el sistema inmune de este Ultimo ha desarrollado
mecanismos para conservar estas poblaciones de microorganismos, manteniendo
una simbiosis entre ambos (Belkaid and Harrison, 2018; Khodamoradi et. al., 2019).
Un ejemplo este tipo de relacion es que, gracias a la fermentacion que llevan a cabo
los microorganismos que colonizan el tracto gastrointestinal de los cerdos, se
estimula la produccion de la inmunoglobulina A, que limita el ingreso de patogenos
a las células epiteliales intestinales (Fouhse et. al., 2016); por el otro lado, por medio
de la fermentacion de los alimentos que los cerdos ingieren se generan distintos
compuestos, como aminas y amonio, lo cual esta asociado con el crecimiento de
diferentes poblaciones de microorganismos correspondientes al microbiota (Heyer
et. al., 2015).

Debido a sus caracteristicas, el tracto gastrointestinal puede albergar diversos
patdgenos, ya sean protozoarios, bacterias, hongos o virus, que comprometen la
salud del hospedero (Aluthge et. al., 2019; Nowland et. al., 2019). En organismos
sanos, el sistema inmune tolera la presencia del microbiota en el tracto
gastrointestinal; al proceso del desarrollo y establecimiento de colonias de
microorganismos en ausencia de inflamaciéon se le conoce como inmunidad
homeostatica, y esta es una caracteristica de las respuestas adaptativas al

microbiota (Belkaid and Harrison, 2018).

Se han realizado estudios en los cuales se prueba el efecto que tiene el estrés en
el microbiota de esta region, evidenciando que existe una disminucion de la
diversidad y del niumero de microorganismos comensales; los cambios en el

microbiota gastrointestinal también pueden ocurrir en el periodo prenatal, pues en
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distintos ensayos se sefiala el impacto que tiene el estrés durante la gestacion en
las poblaciones de proteobacterias y bacterias &cido lacticas tanto en humanos
como en animales de laboratorio (Bailey et. al., 2004; Zijimans et. al., 2015; Mackos
et. al., 2017).

El microbiota gastrointestinal de los cerdos esta compuesto principalmente por
bacterias de dos filos, Firmicutes y Bacteroidetes; dependiendo de las diferentes
etapas de vida de los cerdos, su estado fisiolégico y su dieta, las especies de
microorganismos comensales pueden variar, pero aquellas que generalmente
predominan son las siguientes: Lactobacillus spp., Eubacterium spp., Bacteroides
spp., Selenomonas spp., Streptococcus spp., Peptostreptococcus spp.,
Bifidobacterium spp., Clostridium spp., Fusobacterium spp., Shigella spp.,
Escherichia spp., Prevotella spp., Butyrivibrio spp., Oscillibbacter spp. vy
Ruminococcus spp. (Wang et. al., 2018; Valeriano et. al., 2016; Kim et. al., 2015).

Por otro lado, al conjunto de microorganismos, sus genes y sus metabolitos se le
conoce como microbioma (Icaza-Chavez, 2013). Los términos microbioma y
microbiota se han utilizado de forma indistinta por varios autores, ya que, si bien no
son lo mismo, a través de la informacion obtenida al estudiar las secuencias
genéticas de los microorganismos (microbioma) se puede conocer la variedad de

éstos (microbiota) (Marchesi and Ravel, 2015; Isaacson and Kim, 2012).

El estudio del microbioma puede llevarse a cabo por diversas técnicas, sin embargo,
antes del desarrollo de herramientas moleculares, se empleaban cultivos para el
crecimiento in vitro de las bacterias comensales de las diferentes regiones del
organismo, pero muchas de éstas no podian aislarse y el analisis por este método
excluia a protozoarios y virus (Barko et. al., 2018). Con la implementacién de nuevas
tecnologias, fue posible estudiar el microbioma a través de procedimientos mas
especificos y con la capacidad de analizar el genoma de otros microorganismos,
ademas de las bacterias, como la amplificacion de secuencias especificas por PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa, por sus siglas en inglés) o por secuenciacion
masiva (Barko et. al., 2018; Maltecca et. al., 2020).
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Parte importante del microbioma es el viroma, que se define como el conjunto de
virus que se encuentran en un ambiente o un sistema en particular, incluyendo a
aquellos que afectan a las células eucariotas y a los que afectan a las células
procariotas (bacteri6fagos); el viroma porcino esta conformado por los virus que se
encuentran en su organismo, tanto patégenos como aquellos que no ocasionan
enfermedades, bacteriéfagos, y por el material genético de antiguos retrovirus

insertado en los cromosomas de los cerdos (Zéarate et. al., 2017; Denner, 2017).

Los virus pueden clasificarse bajo diferentes criterios; en 1976, David Baltimore
establecié que los virus se clasifican en grupos distintos con base en su material
genético, es decir, si éstos poseen DNA o RNA para la produccién de las proteinas
gue lo conforman; de igual forma, por medio de la introduccién microscopica de la
taxonomia de los virus, éstos se han clasificado por las estructuras morfologicas
gue se observan a través del microscopio electronico; sin embargo, desde 1996,
The International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) ha identificado los virus
con base en el orden, la familia, la subfamilia, el género y la especie a la que
pertenecen, es decir, los clasifica taxondmicamente (Webber, 2016; Baltimore,
1971; Kuhn, 2020).

Entre los virus DNA y RNA existen diferencias significativas, principalmente en
cuanto a su ciclo de replicacion, pues usualmente los virus DNA ingresan a la célula
por fusibn de membranas, utilizan la maquinaria celular para la replicacion del DNA
y su posterior transcripcion a RNA, mientras que los virus RNA infectan las células
al inyectar su RNA en el citoplasma para la sintesis de las proteinas virales; algunos
virus RNA pueden saltarse el paso de la transcripcion debido a que algunas
moléculas pueden actuar como mRNA y traducirse directamente a proteinas, v,
adicionalmente, otros virus RNA requieren de un proceso para su replicacion,
conocido como transcripcion reversa, para la utilizacion de la maquinaria bioquimica
de la célula hospedera (Gelderblom 1996; Helmenstine, 2020; Libal, 2018). Otro
punto importante a considerar es que los virus RNA tienen una tasa de mutacion
mas grande que la de los virus DNA debido a la tasa de error de las enzimas

involucradas en la replicacién, ya que las DNA polimerasas tienen la capacidad de

15



corregir errores durante la replicacion; estas mutaciones suelen ser aleatorias y en
su mayoria se consideran como deletéreas, impidiendo la posterior replicacion de
los viriones portadores de ese genoma, pero a su vez, pueden ocurrir mutaciones
gue propicien la supervivencia del virus en ambientes hostiles, obteniendo como
resultado la rapida evolucion de este tipo de virus (Duffy, 2018; Domingo et. al.,
1997).

De acuerdo con el material genético que poseen los virus, éstos se dividen en los

siguientes grupos:

Cuadro 1. Grupos que integran la clasificacién de Baltimore

GRUPO TIPO DE MATERIAL GENETICO REFERENCIAS

| DNA bicatenario: Como las células, estos virus realizan una transcripcion asimétrica del DNA

para dar lugar al mRNA. Ej. familia Adenoviridae.

DNA monocatenario: se sintetiza la segunda cadena de DNA antes de que se transcriba el
RNA, dependen de la actividad de endonucleasa de sus proteinas de iniciacion de la
replicacién. Ej. familia Circoviridae.

RNA bicatenario: su material genético se encuentra segmentado, y cada segmento codifica
para la sintesis de una proteina. Ej. familia Reoviridae.

Baltimore, 1971,
Kuhn, 2020.

Baltimore, 1971;
Krupovic and
Forterre, 2015.
Baltimore, 1971;
Wickner, 1993.

v RNA monocatenario sentido positivo: su sitio de replicacién primario es el citoplasma. Para Baltimore, 1971;
la sintesis de mMRNA, requiere de la produccién de una cadena negativa molde de RNA. E;j. Hiscox, 2007.
familia Picornaviridae.

V RNA monocatenario sentido negativo: necesitan su propia RNA polimerasa dependiente de Baltimore, 1971;
RNA en la célula infectada para iniciar la sintesis de mMRNA especifico del virus. Ej. familia Palese et. al., 1996.
Paramyxoviridae.

\ RNA monocatenario sentido positivo que tienen un DNA intermedio en su replicacion Baltimore, 1971,
producido por la transcripcion inversay virus RNA tumorales: Ej. familia Retroviridae. Kuhn, 2020.

VI DNA bicatenario con transcriptasa reversa: el DNA se replica a través de RNA Rye et. al., 2017.

intermediario que puede utilizarse como mRNA o como templado para mRNA. Ej. familia
Hepadnaviridae.

Diversos virus pueden colonizar las células del epitelio intestinal de los cerdos, y
éstos pueden excretarse por medio de las heces, como el virus de Diarrea
Epidémica Porcina (VDEP), el virus de Gastroenteritis Transmisible del Cerdo
(VvGET), el Rotavirus Porcino (RvP) y el Deltacoronavirus Porcino (PDCoV), cuyo
material genético es RNA (Crouch, 1985; Pifieros y Mogollén, 2015; Vlasova et al.,
2017; Jung et. al., 2016).
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Otros virus de importancia en la industria porcina a nivel mundial, de material

genético DNA, no necesariamente causan problemas a nivel gastrointestinal, pero

pueden transmitirse via fecal — oral y, por lo tanto, se pueden detectar en muestras

de hisopos rectales o heces; éstos se enlistan en el siguiente cuadro:

Cuadro 2. Virus que afectan la industria porcina a nivel mundial

REGION QUE
AFECTA Y
TRANSMISION

SITIOS DE

REPLICACION

SIGNOLOGIA Y
LESIONES

IMPACTO EN LA
PRODUCCION
PORCINA

REFERENCIAS

Adenovirus
porcino
(PAdV) —
Adenoviridae

Virus de la
Peste Porcina
Africana
(ASFV) —
Asfarviridae

Bocavirus
porcino

(PBoV) —

Parvoviridae

Tracto digestivo.

Se transmite por
via fecal — oral.

Multisistémico;
cursa con
diferentes
cuadros clinicos,
dependiendo de
la virulencia de
lacepayla
carga viral.

Su transmision
es por orina,
heces, jabalies y
garrapatas del
género
Ornithodoros.
Multisistémico.

Se transmite por
medio de fluidos
orales y heces;
se puede
detectar en
linfonodos,
pulmon y suero.

Tonsilas e
intestino
delgado;
también se
replica en el
sistema nervioso
central,
pulmones,
corazon, higado,
rifiones y bazo.
En monocitos y
macroéfagos; de
igual forma se
replica en
células
endoteliales,
hepatocitos,
células del
epitelio tubular
renal y
neutrdfilos.

Linfonodos,
intestino
delgado,
pulmones y
bazo.

Anorexia, enteritis,
espasmos musculares,
diarrea y falta de
coordinacion; también
puede causar lesiones en
cerebro, pulmones y
rifiones.

e Cuadro hiperagudo:
hemorragias
internas,
hemorragias en piel
y muerte subita.

e Cuadro agudo:
lesiones
hemorragicas.

e Cuadro croénico:
abortos, alteraciones
respiratorias y baja
mortalidad.

Se ha detectado en
cerdos con signos
respiratorios, diarrea 'y
positivos a Circovirus
porcino tipo 2; puede
causar complicaciones
reproductivas, sin
embargo, se desconoce
cual es su signologia
especifica.
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Se considera un
agente de baja
patogenicidad,
aunque puede
exacerbar
desordenes
reproductivos.

Al causar una
enfermedad que
alcanza un porcentaje
de mortalidad de
hasta el 100%, se
estima que, en
Estados Unidos,
podria causar una
pérdida econémica
de mas de 15 billones
de doélares en 2 afios,
asi como la pérdida
de 140,000 empleos.

Se considera un
agente inmuno-
supresor; se
desconoce su
patogénesis. En 2018
se reporto el primer
caso en humanos al
causar una infeccion
respiratoria en un
nifio de 3 afnos.

Derbyshire,
2012; Said,
Woldemariam
and Tikoo,
2019; The
Center for Food
Security &
Public Health,
2015.

Sanchez-
Vizcaino, 2012;
Sanchez-
Vizcaino, 2015;
Golnar et. al.,
2019; Carriquiry
et. al., 2020.

Swine Health
Information
Center, 2016;
Zhang et. al.,
2016; Zhou et.
al., 2014;
Safamanesh et.
al., 2018.



Circovirus
porcino tipo 2
(PCV-2) -
Circoviridae

Parvovirus
porcino (PPV)
— Parvoviridae

Suid
herpesvirus
(PHV-1) —
Herpesviridae

Multisistémico.

Su transmision
es a través de
secreciones
nasales, saliva,
moco traqueal,
orina, heces,
semeny
secreciones
oculares.

Tracto
reproductor.

Se transmite por
medio de heces
y orina; también
se transmite via
transplacentaria.

Multisistémica;
ocasiona la
enfermedad de
Aujeszky o
Pseudorrabia.

Se transmite a
través de leche,
orina, heces y
secreciones
vaginales y
prepuciales.

Linfonodos
bronquiales e
inguinales,
tonsilas,
pulmones,
higado, rifiones,
bazo y timo.

Linfocitos
activados; por
PCR se ha
detectado el
virus en
corazon,
pulman, rifién,
bazo,
endometrio e
intestino
delgado.
Cavidad nasal,
tonsilas, faringe
y pulmones.

Sindrome
multisistémico de
adelgazamiento post-
destete: pérdida de peso,
agrandamiento de
linfonodos, ictericia,
neumonia, diarrea,
enteritis, momias,
mortinatos y abortos.
Sindrome de dermatitis
y nefropatia porcina:
lesiones en piel, nefritis
glomerular e intersticial, y
vasculitis.

Falla reproductiva, muerte
fetal, muerte embrionaria,
momificaciones,
reabsorcion embrionaria y
mortinatos.

Lechones: fiebre,
anorexia, tremores,
posicién de perro sentado,
caminan en circulos, y
convulsiones (afecta
sistema nervioso central).
Cerdos destetados: tos,
estornudos, conjuntivitis,
disnea y signos nerviosos.
Adultos: neumonia.
Cerdas gestantes:
reabsorcién de embriones,
abortos, mortinatos, o
paren lechones débiles.

18

Es uno de los
patégenos de mayor
importancia
econdémica a nivel
mundial en la
porcicultura,
particularmente por
los fallos
reproductivos que
ocasiona, asi como
por su facil
diseminacion dentro
de las producciones.

Reduce el nimero de
lechones obtenidos
por ciclo productivo.

Su impacto radica en
la diversidad de
6rganos Y tejidos que
afecta, en que su
curso clinico es
agudo y que afecta
todas las etapas de
produccion, por lo
gue la forma més
efectiva de eliminar
este virus es
despoblar la
produccion afectada.

Lukert and
Allan, 2012;
Meng, 2013;
Segalés, 2012;
Madson and
Opriessnig,
2011.

Mengeling,
2012; Meszaros
et. al., 2017;
Mengeling et.
al., 2000.

Kluge et. al.,
2012;
Nauwynck,
1997; The
Center for Food
Security &
Public Health;
2017; Liu et. al.,
20109.



Torque teno
suis virus
(TTSuV) -
Anelloviridae

Multisistémico.

Puede
transmitirse por
medio de heces,
saliva, suero,
secreciones
nasales, semen
y calostro;
también se
puede transmitir
de forma
vertical.

No se sabe con
exactitud su
ciclo de
replicacioén, pero
se sugiere que
puede replicarse
en higado y
médula ésea,
asi como en
pulmén, bazo,
pancreas, rifion,
tiroides,
linfonodos y
células
mononucleares.

Ambos tipos (TTSuV-1y
TTSuV-2) no producen
signos clinicos ni lesiones
por si solos en los cerdos,
pero potencia a otros
patégenos.

De acuerdo con
reportes recientes, el
TTSuV contribuye a
la induccion de
enfermedades
ocasionadas por
otros virus de gran
importancia en la
porcicultura (PCV-2 y
PRRSv). De igual
manera, se sugiere
gue este agente
deteriora el sistema
inmunologico del
organismo al que

International
Committee on
Taxonomy of
Viruses, 2020;
Gallei et. al.,
2010

Manzin et. al.,
2015;
Kekarainen and
Sergalés, 2009;
Ghosh et. al.,
2020; Manzin
et. al., 2015,

infecta.

Todos los virus pasan por distintas fases: la union del virion a las células huésped
gracias a los receptores de éstas, la fusion de membranas, el desnudamiento del
material genético, la replicacion, el ensamblaje de los nuevos viriones y su salida al
espacio extracelular; sin embargo, en el proceso de replicacion existen diferencias
muy marcadas entre los virus DNA y los virus RNA (DiMaio and Coen, 2007; Cann,
2016). De manera general, los virus DNA necesitan construir mMRNA que pueda ser
traducido en proteinas por medio de la maquinaria celular, el virus necesita replicar
su genoma y requiere de las enzimas nucleares de las células huésped para la
sintesis de mRNA y la replicacion, por lo que todo el proceso se lleva a cabo en el

nacleo celular (Hunt and Mcllroy, 2016).

Para realizar el diagnostico de enfermedades virales de los cerdos se pueden llevar
a cabo pruebas de laboratorio, las cuales se clasifican en dos grupos, las pruebas
directas, que detectan el virus, y las pruebas indirectas, que son las técnicas
serologicas que detectan anticuerpos especificos contra determinado patégeno
viral, considerando que la exposicion al agente produce una respuesta por parte del
sistema inmune (Crespo, 2000; Tapia, 2015). En las pruebas directas se
encuentran la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa, por sus siglas en inglés),
la hibridacion in situ, la microscopia electrénica, la técnica de ELISA directa (el
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas por sus siglas en inglés) y el

aislamiento viral, entre otras, y como ejemplos de pruebas indirectas se mencionan
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la fijacion de complemento, la hemaglutinacion indirecta, la neutralizacion, la
inhibicion de la hemaglutinacion, el Western Blot y la técnica de ELISA indirecta
(Crespo, 2000; Tapia, 2015; Reller and Weinstein, 2000; MacLachlan and Dubovi,
2011).

En la actualidad se sabe que existen diversas técnicas diagndsticas para detectar
varios microorganismos en un solo ensayo, sin embargo, éstos suelen ser costosos,
se requiere de equipo especializado para poder llevarse a cabo y no permiten
conocer la diversidad de microorganismos que habitan en determinados sistemas
dentro de un individuo (Abcam, 2019; Claas et. al., 2013; Brunstein et. al.,2008).
Para poder analizar el microbioma de los sistemas de un organismo en cuestion, se
ha implementado la secuenciacion de material genético, que se refiere a los
métodos empleados para determinar el orden de los nucleotidos en una molécula

de DNA de algun organismo (Kumar, 2012).

En 1977, Frederick Sanger, un bioquimico britanico, publicé un articulo en donde se
describi6 por primera vez una técnica de secuenciacion, conocida como
secuenciacion del DNA de terminador didesoi, implementada inicialmente en gel en
placay luego en sistemas basados en gel capilar (McGinn and Gut, 2013; Shendure
et. al.,, 2017); en ese mismo afo, Walter Gilbert desarroll6 otra forma de
secuenciacion, la cual se basaba en la modificacion quimica del DNA, degradandolo
y dividiéndolo en bases especificas, separadas en un gel de electroforesis (Liu et.
al., 2012; Pareek et. al., 2011). Debido a que el método de Sanger tiene una alta
eficiencia y una baja radioactividad en comparacion con el de Gilbert, este es
considerado como el procedimiento base de la secuenciacibn de primera

generacion (Liu et. al., 2012).

A partir del trabajo de Sanger, se introdujeron los primeros secuenciadores
automatizados de DNA al mercado, comercializados por Applied Biosystems (ABI),
the European Molecular Biology Laboratory (EMBL) y General Electric (GE),
logrando que la comunidad cientifica tuviera acceso a este tipo de equipos y
permitiendo que, en 2001 y con secuenciadores mas tecnoldgicos, se secuenciara

por primera vez el genoma humano (Pareek et. al., 2011; Lander et. al., 2001)
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El método de Sanger se basa en el uso del DNA como molde y de la DNA
polimerasa para la sintesis de cadenas de DNA con terminacion especifica; la
reaccion ocurria en 4 tubos, cada tubo contiene a la molécula molde, los 4
desoxirribonucledtidos trifosfato (correspondientes a cada nucleétido), la DNA
polimerasa y los 4 didesoxirribonucleotidos trifosfato, los tamafios de los fragmentos
de cada reaccion especifica de la base eran medidos por electroforesis en geles de
poliacrilamida, en los que se separaban los fragmentos de DNA por tamafio, cada
uno variando solo por una base, produciendo una imagen de escalera en la que se
podia observar el orden de las bases y asi, obtener el orden correcto de los
nucleétidos que conforman la secuencia (Sanger et. al., 1977; McGinn and Gut,
2013; Shendure et. al., 2017).

La secuenciacion Sanger evoluciond durante los siguientes 30 afios luego de su
desarrollo para poder realizarse de forma automatizada; en 1986 se demostré que
los datos proporcionados por este método se podian procesar directamente en una
computadora, se reemplazé la DNA polimerasa por la Taq polimerasa, la
electroforesis en gel cambio fue sustituida por electroforesis capilar y se agreg6 un
marcaje fluorescente a los didesoxirribonucleotidos trifostato; gracias a estas
modificaciones el proceso de la secuenciacion se lleva a cabo en varios ciclos, por
lo que también se le conoce como secuenciacion ciclica (Shendure and Ji, 2008;
Shendure et. al., 2011; Shendure et. al., 2017; Tipu and Shabbir, 2015).

Aunque la secuenciacion por el método de Sanger guio a la comunidad cientifica a
diferentes descubrimientos, tiene limitaciones, como lo es el que se necesite una
gran cantidad de material genético, o bien, que la técnica no es tan sensible, en
consecuencia, fue necesario implementar nuevos protocolos y equipos para ampliar
el campo de conocimiento en las Ciencias Gendmicas, dando origen a los métodos
de secuenciacidon de nueva generacion (Next-Generation Sequencing: NGS, por sus
siglas en inglés) (Tipu and Shabbir, 2015; Liu et. al., 2012). En el siguiente cuadro

se muestran algunas de las plataformas que utilizan la NGS:

21



Cuadro 3. Principales plataformas de secuenciacion de nueva generacion

PLATAFORMA

TAMANO
DE

DESCRIPCION

APLICACIONES

ROCHE 454
SYSTEM

lllumina
GA/HiSeq
System

ABI SOLiD
System

lon Torrent
PGM (Personal
Genome
Machine)

LECTURA

400 pb*

150 — 300
pb*

75 pb*

200 — 400
pb*

Emplea la pirosecuenciacion, que detecta productos de
la incorporacion de nucleétidos (pirofosfatos) para
reportar cudl es la base que se incorpora en la cadena
de DNA. Los fragmentos se ligan a adaptadores y se
amplifican por PCR de emulsion (emPCR).

Utiliza la amplificacion en puente: las moléculas de
DNA, con unos adaptadores ligados a sus extremos,
se usan para la amplificacion de reacciones de sintesis
en un soporte con secuencias complementarias de
primers al adaptador; los nucleétidos incorporados
(marcados con fluorescencia) son detectados.

Adopta la tecnologia de secuenciacion de dos bases
en la ligacién de secuencias. Las bibliotecas se

pueden secuenciar mediante una ligadura de sonda de
8 bases. La sefial fluorescente se registrara durante el
sondeo complementario a la hebra molde; la
secuenciacion del fragmento puede deducirse después
de 5 rondas de secuenciacion.

Convierte directamente las secuencias de nucledtidos
en informacién digital, a través de un chip, detectando
cambios de voltaje conforme los nucledtidos se agregan
a la cadena de DNA en crecimiento.

Informacién obtenida de: Liu et. al., 2012; Mardis, 2017; Slatko et. al., 2018.
*pb: pares de bases

Secuenciacion de genomas
bacterianos y virales, productos
de PCR multiplex, deteccion de
mutaciones somaticas.

Secuenciacion de genomas
complejos, de RNA, de productos
de PCR multiplex y captura
hibrida, deteccion de mutaciones
somaticas; en medicina forense y
test prenatales.

Secuenciacion de genomas
complejos, de RNA, de productos
de PCR multiplex y captura
hibrida, deteccion de mutaciones
somaticas.

Secuenciacion de productos de
PCR multiplex, microbiologia y
enfermedades infecciosas,
detecciéon de mutaciones
somaticas.

En 1998, la compafiia britanica Solexa comenzé a utilizar una técnica de

secuenciacion que consistia en la sintesis de cadenas de material genético con

ayuda de terminadores fluorescentes, para que, de esta forma, se generaran

bibliotecas a partir de amplificaciones de PCR en puente, que a su vez formaban

clusters, es decir, colonias del mismo fragmento de DNA (Jauk, 2019; Rubio et. al.,

2020). En 2006, la empresa lllumina compré Solexa, refinando su tecnologia para

desarrollar secuenciadores capaces de leer secuencias mas grandes en menor

tiempo, y en 2007 comenz6 a comercializarlos (Slatko et. al., 2018, Jauk, 2019;
Kulski, 2016).

La secuenciacion de lllumina se divide en cuatro etapas:
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Cuadro 4. Flujo de trabajo de la secuenciacion a partir de lllumina

ETAPAS FUNDAMENTO

Preparacion de Se preparan a partir de la fragmentacion aleatoria de material genético de la
bibliotecas muestra a analizar, y, al mismo tiempo, se ligan adaptadores a los fragmentos.
Los fragmentos del material genético a analizar se anclan a una celda, que esta
separada por carriles cubiertos con olugonucleétidos complementarios a los
adaptadores previamente ligados. Después, cada fragmento se amplifica en
diferentes clusters por medio de la amplificacién en puente, en donde, utilizando
Generacion de la cadena original, se genera una cadena reversa complementaria. La cadena
clusters original se retira, conservando la cadena reversa, se ancla a su secuencia
complementaria de oligonucleétido, formando un puente. Luego, se genera una
cadena complementaria que es idéntica a la original, resultando en dos cadenas
clonadas del segmento inicial. Por medio de este proceso se forman millones de
copias de cada fragmento.
Se retiran las cadenas reversas, conservando solo las que son idénticas a la
original. Se introducen nucleétidos modificados en la placa marcados con
fluoréforos, que permiten la identificacion de cada una de las bases de las
Secuenciacion secuencias. El secuenciador utiliza un método en el que se detectan las bases
individuales mientras se incorporan a las hebras del templado de material genético.
La secuenciacioén se realiza base por base con una precision alta, eliminando casi
en su totalidad los errores especificos.
Una vez obtenidas las lecturas, se procede a utilizar herramientas de analisis

bioinformatico para el ensamble de las secuencias
Informacién obtenida de: Rubio et. al., 2020; lllumina Inc., 2017; lllumina Inc., 2010.

Andlisis de datos

De forma general, los secuenciadores de esta plataforma proveen lecturas de 100
pb en promedio, teniendo una longitud maxima de 500 pb, de igual forma, los costos
sSon menores en comparacion con otros sistemas como Roche454 (Slatko et. al.,
2018; Kulski, 2016). lllumina tiene equipos de nivel industrial, con una salida de
datos por ejecucion de 120 a 1500 Gb, asi como otros de menor tamafio pero que
emplean la misma tecnologia de secuenciacion, entre ellos se encuentra MiSeq,
utilizado principalmente en laboratorios pequefios, pues tiene una salida de datos
inferior (0.3 a 15 Gb), pero brinda resultados en uno o dos dias a un menor costo
(Kulski, 2016; lllumina Inc.,2019).

Para poder interpretar la informacion recabada a partir de la secuenciacion, es
necesario emplear herramientas bioinformaticas que permitan su analisis por medio

del ensamble o la clasificacion de genomas; los datos generados por el
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secuenciador normalmente se convierten en documentos FASTA o FASTQ, que
pueden ser procesados por una gran variedad de softwares disponibles (Arboleda
and Xian, 2019; Bayat, 2002).

Una vez obtenida la informacién del secuenciador, es necesario revisar la
disposicion de los archivos y descartar las secuencias de baja calidad; a los datos
obtenidos por medio de la secuenciacion se les conoce como lecturas o reads, que
son fragmentos de DNA que fueron amplificados por el secuenciador y juntos,
conforman secuencias genéticas (Hodkinson and Grice, 2015; Johnson and Raza,
2018).

Algunos softwares para el procesamiento y estudio de los datos obtenidos a partir
de la secuenciacion genética son aquellos que se encargan del ensamble de
genomas, como Velvet, Meraculous, SOAPdenovo, Supernova, Canu, FALCON,
Flye, SPAdes y HGAP, sin embargo, para poder ejecutarlos es necesaria la
elaboracién de scripts de programacion por medio de lenguajes como Python, BASH
ylo Perl (Hodkinson and Grice, 2015; Verma et. al., 2005). Por otro lado, existen
programas que se encargan de la clasificacion taxondmica del material genético que
se encuentra en los archivos, como MG-Rast, DIAMOND, MegaBLAST, Kraken2,
KrakenUniq, metaOthello y Kaiju; estas plataformas se encuentran disponibles
gratuitamente y en linea, pero requieren de otros softwares, entre ellos Pavian, para
la visualizacion de los resultados y su correspondiente analisis (Ye et. al., 2019;
Menzel et. al., 2016; Breitwieser and Salzberg, 2019)

La secuenciacion de material genético tiene una gran variedad de aplicaciones, por
ejemplo, se emplea en la deteccion de enfermedades congénitas, la identificacion
de las funciones de los genes en una secuencia de DNA determinada, la
comparacion de genomas, el estudio de patrones evolutivos, el andlisis de los
genomas para su posterior edicion por medio de ingenieria genética, el diagnostico
de enfermedades como cancer, estudio de variacion de secuencias, la deteccion e
identificacion de genomas en medicina forense, el estudio y deteccion de

enfermedades infecciosas y el estudio del microbioma presente en diferentes
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muestras (Verma et. al., 2005; Rice and Green, 2019; Ahn, 2011; Metzker, 2005;
Houldcroft et. al., 2017).

Debido a que el aislamiento de diferentes organismos es complejo y no siempre se
puede llevar a cabo, la secuenciacién de material genético es una opcién para su
estudio; esta técnica ha dado origen a un nuevo campo en la ciencia, conocido como

metagendmica (Tringe and Rubin, 2005).

La metagendmica se define como el estudio y andlisis del genoma de una
determinada poblacién de microorganismos que se encuentran en el ambiente, o
bien, en muestras clinicas de organismos pluricelulares (Wooley et. al., 2010;
Delwart, 2007). Es un conjunto de técnicas, que comprenden diversos enfoques y
métodos relacionados entre si en el campo de la investigacion, para poder llevar a
cabo un andlisis funcional de los microorganismos presentes en una muestra a
través de las secuencias de sus genomas (National Center for Biotechnology

Information, 2006; National Research Council, 2007).

Previo al desarrollo de la secuenciacion genética, el conocimiento de la
microbiologia se enfocaba en organismos que pudieran desarrollarse en cultivos;
sin embargo, con la implementacion de métodos de secuenciacion de genomas de
Gilbert y Sanger y el desarrollo del analisis de secuencias de los genes 5S y 16S
del rRNA por Carl Woese en 1977, la idea de conocer el genoma de los organismos
se volvié una realidad, pues estos protocolos permiten conocer del genoma de
cualquier organismo (Handelsman, 2004; Schechter, 2020). En 1986 nacio la idea
de clonar DNA directamente del medio ambiente, basandose en secuencias del gen
16S del rRNA (Alves et. al., 2018), y, en 1991, se cre0 el primer vector de clonacion
a partir de un bacteriofago, que dio pie para la creacion de bibliotecas de secuencias

de DNA de varios organismos (Handelsman, 2004).

El término “metagendmica” fue acunado en 1998 por Jo Handelsman, pero dos afios
antes, en 1996, JL Stein y colaboradores realizaron el primer estudio metagenémico
al analizar los microorganismos presentes en una muestra de agua del océano de
Hawaii por medio de secuenciacion del gen 16S del rRNA (Schechter, 2020; Alves

et. al., 2018). En 2000, Rondon y colaboradores realizaron un analisis
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metagendmico de una muestra de suelo, e introdujeron el término “biblioteca
metagendmica”, que es una herramienta que almacena el material genético
obtenido a partir de una secuenciacion y permite el analisis de los datos para su
interpretacion (Gilbert and Dupont, 2011; Dias et. al., 2014).

Conforme las ciencias genomicas avanzaban y se realizaban mas analisis
metagendmicos de diversas muestras, las tecnologias avanzaron a la par, creando
nuevos sistemas de secuenciacion basados en el método de Sanger con la
capacidad de procesar muestras de manera rapida, eficaz y a un bajo costo,
permitiendo que mas investigadores a nivel mundial pudiesen ampliar el

conocimiento de la microbiologia (Escobar-Zepeda et. al., 2015).

Cualquier tipo de muestra de la que se pueda extraer material genético puede ser
analizada por medio de la metagendmica, por lo que la obtencion de DNA o RNA
de los virus de muestras clinicas son la pieza clave para la deteccion e identificacion
de familias de éstos para su estudio (Hugenholtz and Tyson, 2008). Existen
diferentes métodos mediante los cuales se puede realizar un andlisis
metagenomico, sin embargo, por medio de los sistemas de secuenciacion de nueva
generacion, es posible la secuenciacion masiva del material genético de los
microorganismos de una muestra clinica o del ambiente y posteriormente se realiza
un analisis bioinformatico con los resultados obtenidos (Hugenholtz and Tyson,
2008; Cadena-Zamudio et. al., 2016).

Se han realizado analisis metagenomicos para determinar las familias de virus que
se pueden encontrar en muestras de heces de cerdos sanos y con cuadro clinico
gastrointestinal (Denner, 2017; Shan et. al., 2011; Chen et. al., 2018). En China, el
viroma de los cerdos esta integrado por las familias Adenoviridae, Anelloviridae,
Astroviridae, Caliciviridae, Circoviridae, Parvoviridae, Picornaviridae y Reoviridae
(Denner, 2017), mientras que en los cerdos de Estados Unidos se pueden encontrar
las familias Picornaviridae, Astroviridae, Coronaviridae, Caliciviridae, Circoviridae y
Parvoviridae (Shan et. al., 2011). En México, el conocimiento del viroma de los
cerdos es limitado, por lo que el enfoque de este proyecto es conocer parte de dicha

informacion a través del analisis metagendmico.
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2 HIPOTESIS

Por medio de la secuenciacion masiva y el analisis bioinformatico, se encontraran
familias de virus DNA de importancia zoosanitaria a nivel mundial que se consideran

exoticos o emergentes en México.
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3 JUSTIFICACION

Debido a que la mayoria de las pruebas diagndsticas empleadas para la
identificacion de patdgenos se enfocan en un microorganismo en particular, una
herramienta que permita conocer el microbioma viral de los cerdos presente en
heces, como lo es la secuenciacion masiva, proveera de la informacion necesaria
para establecer una posible relacion de alguna familia viral encontrada en las
muestras analizadas y las familias de los agentes considerados como exoticos o

emergentes en México que, en la actualidad, afectan a la porcicultura mundial.
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4 OBJETIVO GENERAL

Identificar las familias virales DNA relacionadas con patégenos emergentes de
importancia para la porcicultura a nivel mundial en muestras de hisopos rectales de

cerdos por medio de analisis metagenomicos.

5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar las familias de virus DNA que se encuentran en el tracto
gastrointestinal, mediante muestras de hisopos rectales de cerdos a traves
de la secuenciacion masiva.

- Clasificar taxondmicamente todos los organismos que se encuentran en las
muestras de hisopos rectales de cerdos empleando la bioinformatica.

- Detectar la presencia de familias de virus DNA causantes de enfermedades

exoticas o emergentes del cerdo.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1. TOMA DE MUESTRAS

Se emplearon cinco muestras aleatorias de hisopos rectales de cerdos, tanto
clinicamente sanos como con diarrea, de cada una de las siguientes etapas:
lactancia, destete, crecimiento, engorda, reproduccién y maternidad en el Centro de
Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion Porcina (CEIEPP), de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM), localizado en Jilotepec, Estado de Meéxico,
obteniendo un total de 30 muestras. A pesar de que el muestreo pudiera parecer
limitado, se decidié que solo se consideraran 5 individuos de cada etapa debido a
gue los animales comparten las mismas condiciones ambientales dentro de las
casetas de la produccién, por lo que incorporar mas cerdos al estudio no mostrarian

resultados diferentes a los obtenidos.

Las muestras se tomaron con un hisopo directamente del recto de los cerdos, se
colocaron en tubos con medio de transporte viral y se refrigeraron a una temperatura

de 4°C para su traslado hacia el laboratorio.
6.1.1. ELABORACION DEL MEDIO DE TRANSPORTE VIRAL

Para la preparacion de este medio, se utilizo el protocolo SOP#DSR-052-05,
Preparation of Viral Transport Medium de The Centers for Disease Control and

Prevention como base, empleando el siguiente material:

- Campana de flujo laminar

- Pipetas estériles de 10 y 25 mL

- Solucién salina tamponada con fosfato (PBS), 10X (500 mL)
- Sulfato de gentamicina (50 mg/mL)

- Etanol al 70%

- Vaso de precipitados

Se procedio a realizar la siguiente metodologia:
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Se limpio la superficie de trabajo y las botellas de los reactivos a emplear con
etanol al 70%.

Se colocaron 500 mL de PBS en un vaso de precipitados.

Con una pipeta estéril, se afadi6 1 mL de sulfato de gentamicina, para
obtener una concentracion final de 100 pg/mL de antibiotico.

Se hicieron 30 alicuotas de 1 mL de medio de transporte en tubos cénicos de
1.5 mL.

Posterior a la toma de muestras, en el laboratorio, se extrajo el hisopo

cuidadosamente y los tubos se centrifugaron a 8000 rpm (7156 g) por 5 minutos,

con la finalidad de separar los residuos y asi obtener aproximadamente 0.7 mL de

sobrenadante, este ultimo se tomd con una pipeta, se colocd en un microtubo de

1.5 mL y se utilizé para realizar la purificacion del material genético.

6.2. PURIFICACION DE MATERIAL GENETICO

Se llevé a cabo por medio del kit Viral DNA extraction and putification de la empresa

BioVision, siguiendo las instrucciones del fabricante.

1

Se agregaron 200 pL de la muestra, asi como 200 pL de la soluciéon viral de lisis
y 20 pL de la solucion de Proteinasa K en un microtubo limpio. Se vortexeo el

contenido por 30 segundos, y se incubd por 10 minutos a 58°C.
Se afiadieron 100 pL de perlas magnéticas al microtubo.
Se agregaron 300 pL de isopropanol al microtubo.

Se mezcld el contenido del microtubo y se incub6 por 5 minutos a temperatura

ambiente.

Se coloco el microtubo en un estante magnético por 20 segundos. Fue necesario

asegurarse de que las perlas se colectaron en el fondo del tubo.
Se removioé el sobrenadante con ayuda de una pipeta.

Se lavaron las perlas magnéticas con 600 pL de solucion de lavado y se vortexed la

muestra.
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8 Se lavaron las perlas con 500 pL de etanol al 80% dos veces y se repitio el paso 5.
9 Se secaron las perlas magnéticas a 55°C por 4 minutos, dejando el tubo abierto.

10 Se eluy6 el DNA de las perlas con 30 pL de buffer de elucion, se incubd el microtubo
a 60°C por 2 minutos y luego se vortexed a maxima velocidad por 1 minuto. Luego de

5 minutos se vortexed de nuevo.

11 Se removieron las perlas con el rack magnético, y se pipeted el DNA para transferirlo

a un microtubo limpio.
12 Se almacen6 el DNA purificado a -20°C.

Después, se mezclaron los productos obtenidos de las muestras de cada etapa de produccion,
dando como resultado seis pools diferentes, que fueron cuantificados por medio del

espectofotdmetro Nanodrop One, de Thermo Fisher Scientific.
6.3. METODOLOGIA DE LA SECUENCIACION

Las muestras se enviaron al Laboratorio de Servicios Gendmicos (LABSERGEN),
del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAYV), perteneciente al
Instituto Politécnico Nacional (IPN), para la realizacion de la secuenciacion masiva
de los pools, en donde se empled la plataforma de SBS (Secuenciacién por
Sintesis), con el sistema de lllumina MiSeq (micro), utilizando los kits TruSeq DNA
PCR-Free, para construccion de las bibliotecas, y MiSeq Reagent Kit v2 de 300

ciclos, para la obtencion de las lecturas, de la empresa lllumina Inc.
6.4. ANALISIS BIOINFORMATICO

Debido a que uno de los programas necesarios para el proyecto no se pudo ejecutar
utilizando Unicamente la consola, que fue el analizador de calidad de lecturas
FASTQC, se procedio a la elaboracién de un ambiente informatico, creando un
archivo en el procesador de texto Nano, en donde se indicé el nombre del ambiente,

el canal o gestor de paquetes y el nombre del software a descargar:
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~: nano — Konsole

Archive Editar Ver Marcadores Preferencias >

GNU nano 4.8 Nuevo bifer Modificado
name: genomica
channels:
-bioconda
dependencies:

El documento se guardd con la terminacion .ylm, y se ejecuté el comando conda
env create -f [nombre del ambiente].ylm

; ~: bash — Konsole

Archivoe  Editar Ver Marcadores  Preferencias  Ayuda

(base) amaranta@amaranta-Lenovo-ideapad-330-14IGM:~$ conda env create - genomica.yml]]

Una vez creado el ambiente, se activdé con el comando conda activate [nombre
del ambiente] y se ejecutd el software necesario. Para desactivar el ambiente se

empled el comando conda deactivate.

~ 1 bash — Konsole

Archivo  Editar Ver Marcadores Preferencias  Ayuda

(base) amaranta@amaranta-Lenovo-ideapad-330-14IGM:~% conda activate genomica

(genomica) amarantagamaranta-Le Ldeapad :~$ fastgc
(genomica) amarantagamaranta-Len ideapad 3M:~% conda deactivate
(base) amarantagamar

Se analizaron los archivos obtenidos a partir del secuenciador por medio del
software FASTQC, que mostr6 de manera general la calidad y el tamafio de las
lecturas. Con base en el reporte de FASTQC, se procedié a limpiar las secuencias
utilizando el software Trimmomatic, con el comando trimmomatic PE -
phred[calidad deseada] [Archivo de entrada 1] [Archivo de entrada 2] [Archivo
de salida pareado 1] [Archivo de salida no pareado 1] [Archivo de salida
pareado 2] [Archivo de salida no pareado 2] LEADING:[nUmero de nucledétidos
a cortar al inicio de cada lectura] TRAILING:[numero de nucledtidos a cortar
al final de cada lectura] SLIDINGWINDOW:[nUmero de nucle6tidos cuya

calidad se va a evaluar y a promediar]:[calidad que debe superar el promedio
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de los nucleétidos mencionados anteriormente] MINLEN:[tamafio minimo de
las lecturas] AVGQUAL:[calidad que todas las lecturas deben superar de

forma general]

[‘tr‘ilnrrlt_'lrl'h:l‘ti-"} amarantagamaranta-Lenovo-ideapad-330-14IGM: mbles /Secue
ciasTesis$ trimmomatic PE -phred33 C rec imiento.1.fastq Crec 1rr|1'_er|tc|.2.f.35t

q Crec 1 pf fastq Crec_1_uf.fastq Crec_2_pf.fastq Crec_2_uf.fastq LEADING:
7 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:16 MINLEN: 4& AVGQUAL: 30

En seguida, se reviso la calidad de las lecturas procesadas con Trimmomatic, por
medio de FASTQC.

Luego, con ayuda del servidor en linea del programa Kaiju (https://kaiju.binf.ku.dk/),

se clasificaron taxonomicamente los organismos cuyo material genético se
encontraba en los pools. Este software se encarga de asignar las lecturas, en este
caso de 151 pares de bases, directamente a sus taxones correspondientes
utilizando la base de datos del NCBI, asi como una base de datos de referencia de
secuencias de proteinas de genomas microbianos y virales. Se decidi6 emplear
Kaiju por su facilidad de uso y porque no solo se encarga de clasificar bacterias,
sino que abarca tanto organismos eucariotas como procariotas, asi como el objeto

de estudio del presente trabajo: los virus.

Los archivos con terminacion .out obtenidos se procesaron en Kraken2. Esta
plataforma designé etiquetas taxondmicas a todas las secuencias de DNA y se
emiti6 un reporte, que refind la clasificacibn de los genomas de los pools,
determinando el dominio, filo, clase, orden, familia, género y especie de cada uno
de los organismos presentes en las muestras. Este software se encuentra disponible

en la plataforma Galaxy (https://usegalaxy.org/).

Finalmente se emple6 Pavian, que es un paquete del programa R que analiza los

resultados de la clasificacion metagenémica y permite su visualizacion.
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7 RESULTADOS

7.1. CUANTIFICACION DEL MATERIAL GENETICO DE LOS POOLS DE
LAS MUESTRAS

Posterior a la purificacién del material genético de las muestras, se realizaron los

pools y se cuantificaron, obteniendo las siguientes concentraciones:

Cuadro 5. Cuantificacion del material genético presente en los pools de las

muestras purificadas

Etapa de produccion Concentracion de los pools (ng/uL

7.2.  ANALISIS BIOINFORMATICO

Crecimiento
Destete
Engorda
Hembras gestantes
Lactancia
Machos reproductores

355
12.12
75.4
20.7
25.8
14.2

7.2.1. Analisis de calidad y limpieza de las lecturas

Los archivos recibidos luego de la secuenciacion masiva fueron evaluados por

medio del software FASTQC. La calidad de los pools de las muestras de las

diferentes etapas de produccion se resume en la siguiente tabla:

Cuadro 6. Datos de las secuencias en los pools de las muestras

Etapa de Secuencias Secuencias totales Long. de | % de
produccion totales después de limpieza lecturas GC
43

Crecimiento 494,690 155,655 35-151
Destete 603,958 189,038 35-151
Engorda 545,805 174,092 35-151

H. Gestantes 627,153 188,362 35-151

Lactancia 589,689 174,464 35-151
M. Reproductores 618,628 188,700 35-151

35

44

40

43

43

43

Calidad prom.
de lecturas
38

38
38
38
38
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Dado que la calidad de las lecturas ya era buena, es decir, que la calidad promedio
fue mayor a 30 y que, por lo tanto, la probabilidad de que cada una de las bases
realmente fuese la que indica el secuenciador es del 99.9%, se realiz6 la limpieza
de las secuencias con Trimmomatic, estableciendo una calidad de lecturas mayor a
33 y una longitud minima de 151 bases por lectura, eliminando asi las secuencias
pequefias y de baja calidad que pudieran interferir y alentar el funcionamiento de

los softwares para la clasificacion taxondmica.

Las gréaficas de cada uno de los archivos antes y después de la limpieza de las

lecturas se encuentran en los anexos 1y 2.
7.2.2. Clasificacion taxonémica

Por medio de Kaiju se obtuvieron los siguientes gréaficos, que ilustran de manera
general el material genético de los microorganismos que se encuentran en los pools

de las muestras:

Archaea

Bacteria

Bacteroidetes
Cyancbacteria/Melainabacteria group
Firmicutes

Protecbacteria

Spirochaetes

Terrabacteria group

Viruses

environmental samples

OONERCONCOND

unclassified Bacteria

Fig. 1. Gréfico de burbujas del pool de muestras de la etapa de crecimiento; las burbujas de color rosa indican la proporcién
de las arqueobacterias, las burbujas magenta corresponden a los microorganismos clasificados como bacterias, las oliva a
los microorganismos pertenecientes al filo Bacteroidetes, las azul rey a los grupos Cyanobacteria y Melainabacteria, las azul
cielo al filo Firmicutes, las amarillas a las proteobacterias, las moradas al filo Spirochaete, las coral al grupo Terrabacteria, la
roja a los virus, las verde lima a microorganismos que se encuentran en el ambiente, y las verde trébol a las bacterias sin
clasificacion.
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. Archaea
D Bacteria

- Bacteroidetes

D Candidatus Thermoplasmatota
Eukaryota

. Firmicutes

[ Proteobacteria

. Spirochaetes

D Temabacteria group

. environmental samples

Fig. 2. Gréfico de burbujas del pool de muestras de la etapa de destete; las burbujas de color coral corresponden a las
arqueobacterias, las verde pera a los microorganismos clasificados como bacterias, las azul rey a los microorganismos
pertenecientes al filo Bacteroidetes, las azul cielo a los filos Candidatus y Thermoplasmatota, las verde periquito a las
células eucariotas, las magenta al filo Firmicutes, las verde lima a las proteobacterias, las moradas al filo Spirochaete, las
amarillas al grupo Terrabacteria, y las azules a microorganismos que se encuentran en el ambiente.

D Archaea
. Bacteria

[ Bacteroidetes

. Candidatus Thermoplasmatota
. Cyanobacteria’'Melainabacteria group
. Elusimicrobia

[ Fibrobacteres

[ ] Firmicutes

[ ] protecbacteria

[ spirochastes

. Tenericutes

. Terrabacteria group

I:l Viruses

[] bacterium Fosa
environmental samples

[ unciassified Bacteria

Fig. 3. Gréfico de burbujas del pool de muestras de la etapa de engorda; las burbujas de color azul cielo indican la
proporcién de las arqueobacterias, las burbujas azul rey corresponden a los microorganismos clasificados como bacterias,
las azul a los microorganismos pertenecientes al filo Bacteroidetes, las magenta a los filos Candidatus y Thermoplasmatota,
las coral a los grupos Cyanobacteria y Melainabacteria, las azul cobalto al filo Elusimicrobia, las moradas al filo
Fibrobacteres, las amarillas al filo Firmicutes, las verde pera a las proteobacterias, las turquesa al filo Spirochaete, las rosa
al filo Tenericutes, las moradas al grupo Terrabacterium, las verde lima a los virus, las verde periquito al grupo de bacterias
sin clasificacién F083, las anaranjadas a microorganismos que se encuentran en el ambiente, y las color salmén a las
bacterias sin clasificacion.

37



[[] Actinobacteria
[ Bacteria
D Bacteroidetes
- Candidatus Thermoplasmatota
. Cyanobacteria’Melainabacteria group
[] eukaryota
Fibrobacteres
Firmicutes
[[] protecbacteria
[ spirochactes
Terrabacteria group
[ bacterium Fos3
cellular organisms
. environmental samples
[l unciassitied Bacteria

Fig. 4. Gréfico de burbujas del pool de muestras de la etapa de hembras gestantes; las burbujas de color anaranjado
indican la proporcion de los microorganismos del filo Actinobacteria, las burbujas verde periquito corresponden a los
microorganismos clasificados como bacterias, las amarillas a los microorganismos pertenecientes al filo Bacteroidetes, las
coral a los filos Candidatus y Thermoplasmatota, las color salmén a los grupos Cyanobacteria y Melainabacteria, las verde
lima a las células eucariotas, las verde lima al filo Fibrobacteres, las violeta al filo Firmicutes, las turquesa a las
proteobacterias, las magenta al filo Spirochaetes, las azul rey al grupo Terrabacteria, las moradas al grupo de bacterias sin
clasificacion F083, las azul cielo a organismos celulares variados, las azul cobalto a microorganismos que se encuentran en
el ambiente, y las rosa a las bacterias sin clasificacion.

B Actinobacteria

[ Bacteria

[l Bacteroidetes

Candidatus Thermoplasmatota
[ Firmicutes

Proteobacteria

. Terrabacteria group

I:I cellular organisms

. emvironmental samples

Fig. 5. Gréfico de burbujas del pool de muestras de la etapa de lactancia; las burbujas de color azul indican la proporcién de
los microorganismos del filo Actinobacteria, las burbujas anaranjadas corresponden a los microorganismos clasificados
como bacterias, las moradas a los microorganismos pertenecientes al filo Bacteroidetes, las azul cielo a los filos Candidatus
y Thermoplasmatota, las verde al filo Firmicutes, las coral a las proteobacterias, las magenta al grupo Terrabacteria, las
verde lima a organismos celulares variados y las azul claro a microorganismos que se encuentran en el ambiente.
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D Actinobacteria

D Archaea
. Bacteria

D Bacteroidetes

[ chiamydiae

D Fibrobacteres

. Firmicutes

. Protecbacteria

I:I Spirochaetes

. Terrabacteria group
Viruses

. cellular organisms
D environmental samples
Bl unciassified Bacteria

Fig. 6. Gréfico de burbujas del pool de muestras de la etapa de machos reproductores; las burbujas de color verde indican
la proporcion de los microorganismos del filo Actinobacteria, las burbujas verde lima corresponden a las arqueobacterias,
las coral a los microorganismos clasificados como bacterias, las azul cielo a los microorganismos pertenecientes al filo
Bacteroidetes, las anaranjado al filo Chlamydiae, las verde periquito al filo Fibrobacteres, las magenta al filo Firmicutes, las
moradas a las proteobacterias, las amarillas al filo Spirochaetes, las azul al grupo Terrabacteria, la roja a los virus, las
magenta a organismos celulares variados, las azul agua a microorganismos que se encuentran en el ambiente, y las azul
cobalto a las bacterias sin clasificacion.

Luego de realizar la clasificacion de los organismos de los pools de las muestras,
se profundizaron los resultados. El analisis del pool de las muestras de la etapa de
crecimiento mostré que se clasificd el 31.9% de las secuencias, de las cuales el
0.181% corresponden a virus. En la siguiente figura se puede apreciar con mayor

exactitud qué microorganismos fueron detectados:
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Fig. 7. Clasificacion taxonémica de los microorganismos de la etapa de crecimiento. En la parte superior de la imagen se
encuentra el dominio de las arqueobacterias, del cual se desprende el filo Euryarchaeota, debajo de este, el dominio
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Bacteria esta marcado con rojo, dividiéndose en distintos filos (Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlamydiae, Fibrobacteres,
Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes y Tenericutes), posteriormente en clases, familias, géneros y
especies. El dominio Eukaryota se ramifica en el reino Fungi y en el clado taxondmico Viridiplantae (correspondiente a
plantas terrestres y algas). Los virus no se encuentran ramificados debido a que, en comparacién con la cantidad de
bacterias encontradas, los géneros y especies detectados de estos son muy pocos.

Las familias de virus detectadas fueron Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae,
Poxviridae, Adenoviridae, Phycodnaviridae, Retroviridae, Microviridae vy
Flaviviridae, no obstante, las Unicas especies de importancia en la porcicultura

fueron el mastadenovirus porcino tipo C y el virus de la diarrea viral bovina tipo 1.

En cuanto al pool de las muestras de la etapa de destete, el 52.3% de las secuencias

fueron clasificadas, sin embargo, solo el 0.0616% de ellas pertenecen a virus.
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Fig. 8. Clasificacion taxonémica de los microorganismos de la etapa de destete. Las arqueobacterias se encuentran
sefialadas en la parte superior, de las que se desprende el filo Euryarchaeota. EI dominio Bacteria se encuentra marcado
con morado, ramificandose en los filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Fibrobacteres, Firmicutes, Fusobacteria,
Proteobacteria, Spirochaetes y Tenericutes, de los que derivan las clases, los géneros y las especies mas representativas
del andlisis. El dominio Eukaryota se divide en el clado Viridiplantae y el reino Fungi, del cual se desprende el filo
Ascomicota. Los virus no se encuentran ramificados debido a que, en comparacion con la cantidad de bacterias
encontradas, los géneros y especies detectados de estos son muy pocos.

Al profundizar en el andlisis, se encontraron las siguientes familias de virus:
Siphoviridae, Myoviridae, Poxviridae, Phycodnaviridae, Retroviridae y Parvoviridae;
por el contrario, no se hallaron especies virales causantes de patologias de los

cerdos.

Por otro lado, en el pool de las muestras de la etapa de engorda se identificaron el
30% de las secuencias, de las cuales unicamente el 0.109% fueron clasificadas
como virus. La siguiente figura ilustra la diversidad de los microorganismos

encontrados:
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Fig. 9. Clasificacion taxonémica de los microorganismos de la etapa de engorda. Las arqueobacterias, junto con su filo
Euryarchaeota estan en la parte superior de la imagen. Después, el reino Bacteria se encuentra marcado con morado,
ramificandose en los filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Elusimicrobia, Fibrobacteres, Firmicutes, Fusobacteria,
Proteobacteria, Spirochaetes y Tenericutes, los cuales se ramifican a su vez en clases, géneros y especies. El dominio
Eukaryota se divide en el reino Fungi y el clado Viridiplantae. Los virus no se encuentran ramificados debido a que, en
comparacién con la cantidad de bacterias encontradas, los géneros y especies detectados de estos son muy pocos.

En esta etapa de produccion, las familias virales que se hallaron son Siphoviridae,
Myoviridae, Podoviridae, Poxviridae, Phycodnaviridae y Microviridae; no se

encontraron especies virales patogenas.

De igual forma, en el pool de las muestras de las hembras gestantes se clasificaron

el 14.7% de las secuencias, y de estas, el 0.038% correspondieron a virus.
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Fig. 10. Clasificacién taxonémica de los microorganismos de la etapa de hembras gestantes. El dominio Archaea se
encuentra en la parte superior, junto con el filo Euryarchaeota derivado de este. El dominio Bacteria se encuentra marcado
con rosa, que se ramifica en los filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Fibrobacteres, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria,
Spirochaetes y Tenericutes, que a su vez se ramifican en clases, géneros y especies. Del dominio Eukaryota se desprenden
el clado Viridiplantae y el reino Fungi, del cual deriva el filo Ascomycota. Los virus no se encuentran ramificados debido a
que, en comparacién con la cantidad de bacterias encontradas, los géneros y especies detectados de estos son muy pocas.
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Las familias virales que se identificaron en el pool de las muestras de hembras
gestantes son Poxviridae, Myoviridae, Siphoviridae, Retroviridae y Flaviviridae; por
lo que concierne a las especies virales que desarrollan patologias, solamente se

identificé al virus de diarrea viral bovina tipo 1.

Con relacion a los pools de las muestras de la etapa de lactancia, se clasificaron el

25.9% de las secuencias, de las cuales el 0.0604% se identificaron como virus.
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Fig. 11. Clasificacion taxondmica de los microorganismos de la etapa de lactancia. Las arqueobacterias y su filo
Euryarchaeota estan marcadas en la parte superior. EI dominio Bacteria estd sombreado con marrén y ramificado en los
filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlamydiae, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes y Synergistetes, que
a su vez se ramifican en clases, géneros y especies. Del dominio Eukaryota se originan el clado Viridiplantae y el reino
Fungi, del que se deriva el filo Ascomycota. Los virus no se encuentran ramificados debido a que, en comparacién con la
cantidad de bacterias encontradas, los géneros y especies detectados de estos son muy pocas.

Se encontraron las siguientes familias virales en las muestras de lactancia:
Poxviridae, Siphoviridae, Myoviridae, Podoviridae, Phycodnaviridae y Retroviridae;
sin embargo, no se hallaron especies virales de importancia médica en la

porcicultura.

Finalmente, en el pool de las muestras de machos reproductores se clasificaron el
20.9% de las lecturas, de las cuales el 0.0964% fueron marcadas como secuencias

virales.
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Fig. 12. Clasificacion taxonémica de los microorganismos de la etapa de machos reproductores. El dominio de las
arqueobacterias se encuentra en la parte superior de la imagen, junto con su filo Euryarchaeota. El dominio Bacteria esta
marcado de color violeta y se ramifica en los filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlamydiae, Fibrobacteres, Firmicutes,
Proteobacteria, Spirochaetes y Synergistetes, que se dividen en clases, géneros y especies. Del dominio Eukaryota
proceden el clado Viridiplantae y el reino Fungi, del que se deriva el filo Ascomycota. Los virus no se encuentran
ramificados debido a que, en comparacion con la cantidad de bacterias encontradas, los géneros y especies detectados de
estos son muy pocas.

Las familias de los virus que se identificaron en el pool son Poxviridae, Siphoviridae,

Myoviridae, Podoviridae, Retroviridae y Microviridae. NO se encontraron especies

virales patégenas.
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8 DISCUSION

Las enfermedades emergentes son aquellas que aparecen por primera vez, o bien,
que ya existian, pero que aumentan su incidencia, virulencia, resistencia o
distribucién geografica, y han tomado importancia desde la década de 1970, no solo
por el hecho de ser patologias de las que se tiene poca o nula informacién, sino
porgue suelen diseminarse rapidamente, tener tasas de morbilidad, mortalidad y
letalidad altas y por la falta de vacunas o tratamientos eficaces ante ellas (Morens
and Fauci, 2020; Cunningham et. al., 2017; Losa, 2021).

En la industria porcicola, las enfermedades emergentes se han erradicado gracias
a programas zoosanitarios y medidas de bioseguridad, pero es importante
considerar que pueden aparecer de forma esporadica en cualquier tipo de
producciony que algunas de ellas son enfermedades zoondticas, por lo que también
comprometen la salud de los seres humanos (Segalez, 2015; Meng, 2012;
VanderWaal and Deen, 2018).

En el presente trabajo, se realizé un analisis metagendmico para conocer las
familias virales que se encontraban en 6 etapas de produccion de cerdos, enfocado
principalmente en los virus DNA, pues una de las mejores herramientas para el
estudio de patégenos emergentes es la secuenciacion masiva, ya que permite la
visualizacion y el analisis completo de los microorganismos que se encuentran en
muestras de cualquier tipo (Rubin, 2016; Mokili et. al., 2012).

Se seleccionaron los virus DNA debido a los recientes brotes de peste porcina
africana que han alarmado a la Medicina Veterinaria, ya que se ha detectado la
enfermedad en Europa y Asia con consecuencias fatales para las producciones
afectadas, y se teme que, eventualmente, se extienda por todo el mundo (Sanchez-
Vizcaino, 2012; Carriquiry et. al., 2020). De igual forma, se debe monitorear la
enfermedad de Aujeszky que, si bien México es una zona libre de esta patologia
desde 2015, puede ingresar al pais y ocasionar pérdidas econdmicas importantes
(The Center for Food Security & Public Health, 2017; Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, 2020). La vigilancia epidemioldgica es el pilar

para la prevencion, control y erradicacion de las enfermedades, y los andlisis de
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datos obtenidos a partir de la secuenciacion masiva dan un panorama completo de
los microorganismos presentes en un territorio determinado.

Muchos estudios de metagendmica se enfocan en las poblaciones de bacterias que
se encuentran en las distintas etapas de produccion, sin embargo, en cuanto a virus
concierne, la etapa mas estudiada es la neonatal, pues es la mas vulnerable a
enfermedades infecciosas del tracto gastrointestinal, causando pérdidas
econdmicas importantes a nivel mundial (Zhang et. al., 2014; Carranza et. al., 2006;
Larson and Schwartz, 1987), por lo que la informacion del viroma de los cerdos por
etapa de produccion auln sigue siendo limitada.

En este estudio, el porcentaje de secuencias virales detectadas fue menor al 0.02%
en comparacion con otros tipos de genomas, sin embargo, esto puede deberse al
tipo de muestra que se tomo, pues probablemente algunas particulas virales se
degradaron por la presencia de enzimas y por las condiciones en el interior del tracto
gastrointestinal (Roux et. al., 2021).

De acuerdo con los articulos de Sachsenrdder y colaboradores (2014) y de He y
colaboradores (2021), las familias de bacteriofagos encontradas en estudios
metagenomicos fueron Microviridae, Myoviridae, Podoviridae y Siphoviridae, lo cual
coincide con lo que se encontro en la clasificacién taxonomica de las muestras
empleadas en este proyecto, sin embargo, también se encontréo la familia
Phycodnaviridae, que si bien tiene similitudes con el virus de la peste porcina
africana en cuanto a estructura del genoma y estrategia de replicacion, no
representa un riesgo para la salud de los cerdos (Markosyan et. al., 2020; Larsen
et. al., 2008).

De igual manera, otros estudios metagendémicos reportaron a las familias
Adenoviridae, Anelloviridae, Astroviridae, Caliciviridae, Circoviridae, Coronaviridae,
Hepeviridae, Picobirnaviridae, Parvoviridae, Picornaviridae, Polyomaviridae vy
Reoviridae tanto en cerdos con diarrea como en clinicamente sanos (Amimo et. al.,
2016; Rickli, 2020), a diferencia del presente estudio, en el que se detectaron las
familias Adenoviridae, Retroviridae, Poxviridae, Parvoviridae y Flaviviridae. Es
importante resaltar la presencia de esta Ultima, pues al profundizar el andlisis, se

identifico al virus de la diarrea viral bovina tipo 1, causante de una enfermedad
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relacionada filogenéticamente con la fiebre porcina clasica, que, siendo el CEIEPP
una produccién exclusivamente de cerdos, pudo haber ingresado a las instalaciones
debido a la cercania con ganado bovino, por la compra-venta de animales
infectados o por medio de fémites, por ejemplo (Deng et. al., 2012; Bielefeldt-
Ohmann, 2020). De acuerdo con la SADER, se considera a la diarrea viral bovina
como una enfermedad endémica en el territorio nacional que representa un bajo
riesgo desde los puntos de vista econdémico, epidemiolégico, de salud publicay para
el comercio nacional e internacional, la notificacion mensual de esta patologia es
obligatoria al Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica para su monitoreo, sin
embargo, la importancia de esta enfermedad en los cerdos radica en el impacto que
tiene en la reproduccién, pues de forma general, puede causar abortos, muerte fetal
y una baja tasa de fertilidad (Tao et. al., 2013).

Finalmente, en el estudio metagendmico realizado por Hause y colaboradores se
detectd al mastadenovirus tipo C en cerdos clinicamente sanos de mas de 10
semanas de edad, lo cual concuerda con el presente trabajo, pues se identificé al
mismo virus en las muestras de la etapa de crecimiento. Las infecciones suelen ser
leves o0 subclinicas, por lo que no representan un riesgo aparente para la
porcicultura, ademas, se consideran patégenos comunes en las producciones a
nivel mundial (Horak and Leedom-Larson, 2016; The Center for Food Security &
Public Health, 2015; Derbyshire, 2012). Hasta el momento, no existen estudios en
México que reporten o analicen casos de mastadenovirus tipo C, sin embargo, se
sabe que los cerdos infectados de 1 a 4 semanas de edad desarrollan un cuadro
clinico gastrointestinal, impactando directamente la etapa de lactancia dentro de las
producciones al disminuir la ganancia diaria de peso, retrasando el crecimiento de
los lechones (The Center for Food Security & Public Health, 2015; Larson and
Schwartz, 1987).
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9 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Debido a la pandemia, la toma de muestras no pudo realizarse en distintos estados
de la Republica Mexicana, por lo que se recurridé a emplear los cerdos del del
CEIEPP como poblacién animal a analizar.

Asimismo, se decidié que se hicieran pools con las muestras de cada una de las
etapas de produccién a analizar por los costos de la secuenciacion.
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CONCLUSION

En el presente estudio, se tomaron y purificaron las muestras de los cerdos de
las etapas de crecimiento, destete, engorda, hembras gestantes, lactancia y
machos reproductores del CEIEPP, de la FMVZ, UNAM, para, posteriormente,
llevar a cabo la secuenciacion masiva y determinar si habia algun patégeno
emergente que pusiera en riesgo a la industria porcicola en dicha produccién.
Se compararon los resultados obtenidos con los previamente reportados en
otros trabajos, coincidiendo entre ellos.

No se aceptd la hipétesis, pues no se detectaron virus DNA de importancia
zoosanitaria considerados como exoticos o emergentes en México. A pesar de
gue se empled una técnica que permite el estudio de todo el microbioma
presente en una muestra determinada, no se obtuvo la informacion necesaria
para el establecimiento de una posible relacion entre los resultados obtenidos
y alguna familia de patdgenos virales emergentes debido a que el estudio se
llevé a cabo en una produccién que llevaba aislada mas de un afio por la
contingencia sanitaria, por lo que se sugiere que este estudio podria realizarse
con muestras de distintos estados de la Republica Mexicana para obtener un
panorama real y amplio de la situacion zoosanitaria del pais, Yy, de ser
necesario, tomar las medidas pertinentes para prevenir, controlar y/o erradicar

enfermedades emergentes.
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12 ANEXOS

11.1. Graficos obtenidos a partir de FASTQC antes de la

limpieza de las secuencias
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3. Tamanfo de las lecturas
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2. Calidad promedio de las lecturas

Quality score distribution over all sequences
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Graficos del archivo de las lecturas Forward de la etapa de destete
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3. Tamafo de las lecturas

Distribution of sequence lengths over all sequences
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2. Calidad promedio de las lecturas

Quality score distribution over all sequences
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Graficos del archivo de las lecturas Forward de la etapa de engorda
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3. Tamafo de las lecturas

Distribution of sequence lengths over all sequences
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2. Calidad promedio de las lecturas

Quality score distribution over all sequences

180000
140000
120000
100000
20000
60000
40000

20000

234567 8 810 12z 14 16 18 20 22 24 26 28
Mean Sequence Quality (Phred Score)

3. Tamafo de las lecturas

Distribution of sequence lengths over all sequences

4350000
400000
350000
200000
250000
200000
150000
100000

50000

Average Quality per read

30 32 34 38 38

Seguence Length

30-34  40-44  50-54 6064 70-74  80-84  00-94 100-104 110-114 120-124 130-134 140-144 150-152

Seguence Length (bp}

71



Gréaficos del archivo de las lecturas Forward de la etapa de hembras
gestantes

1. Calidad de las lecturas a través de cada base

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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3. Tamafo de las lecturas

Distribution of sequence lengths over all sequences
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2. Calidad promedio de las lecturas

Quality score distribution over all sequences
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Graficos del archivo de las lecturas Forward de la etapa de lactancia

1. Calidad de las lecturas a través de cada base

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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3. Tamafo de las lecturas

Distribution of sequence lengths over all sequences
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Graficos del archivo de las lecturas Reverse de la etapa de lactancia

1. Calidad de las lecturas a través de cada base
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2. Calidad promedio de las lecturas

Quality score distribution over all sequences
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Graficos del archivo de las lecturas Forward de la etapa de machos
reproductores

1. Calidad de las lecturas a través de cada base

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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3. Tamafo de las lecturas

Distribution of sequence lengths over all sequences
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2. Calidad promedio de las lecturas

Quality score distribution over all sequences
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11.2. Graficos obtenidos a partir de FASTQC después de la

limpieza de las secuencias
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3. Tamario de las lecturas
Distribution of sequence lengths over all sequences
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2. Calidad promedio de las lecturas

Quality score distribution over all sequences
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Graficos del archivo de las lecturas Forward de la etapa de destete

1. Calidad de las lecturas a través de cada base

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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3. Tamafo de las lecturas

Distribution of sequence lengths over all sequences
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Graficos del archivo de las lecturas Reverse de la etapa de destete
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2. Calidad promedio de las lecturas

Quality score distribution over all sequences
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Graficos del archivo de las lecturas Forward de la etapa de engorda

1. Calidad de las lecturas a través de cada base

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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3. Tamafo de las lecturas

Distribution of sequence lengths over all sequences
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Gréficos del archivo de las lecturas Reverse de la etapa de engorda
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2. Calidad promedio de las lecturas

Quality score distribution over all sequences
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Graficos del archivo de las lecturas Forward de la etapa de hembras
gestantes

1. Calidad de las lecturas a través de cada base

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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3. Tamafo de las lecturas

Distribution of sequence lengths over all sequences
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Gréaficos del archivo de las lecturas Reverse de la etapa de hembras
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2. Calidad promedio de las lecturas
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Graficos del archivo de las lecturas Forward de la etapa de lactancia

1. Calidad de las lecturas a través de cada base
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3. Tamafo de las lecturas

Distribution of sequence lengths over all sequences
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Graficos del archivo de las lecturas Reverse de la etapa de lactancia
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2. Calidad promedio de las lecturas

Quality score distribution over all sequences
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Graficos del archivo de las lecturas Forward de la etapa de machos
reproductores

1. Calidad de las lecturas a través de cada base

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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3. Tamafo de las lecturas

Distribution of sequence lengths over all sequences
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Gréaficos del archivo de las lecturas Reverse de la etapa de machos
reproductores
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2. Calidad promedio de las lecturas

60000

50000

40000

20000

20000

10000

30 31

3. Tamano de las lecturas

180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000

20000

Quality score distribution over all sequences

Average Quality per read

Mean Sequence Quality (Phred Score)

Distribution of sequence lengths over all sequences

Seguence Length

131 152
Sequence Length {bp}

98



	Portada 
	Resumen 
	Contenido 
	1. Introducción 
	2. Hipótesis 
	3. Justificación  
	4. Objetivo General   5. Objetivos Específicos 
	6. Material y Métodos
	7. Resultados
	8. Discusión 
	9. Limitaciones del Estudio 
	10. Conclusión
	11. Referencias
	12. Anexos

