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Abstract

Viruses are organized into 12 taxonomic ranks: realm, kingdom, phylum, subphylum, class, order,
suborder, family, subfamily, genus, subgenus, and species. Species-level sequences belonging to
the same genus contain redundant information. When a metagenomic read matches this redundant
region, procedures are necessary to achieve accuracy in taxonomic annotation, such as identifying
the last common ancestor (LCA) or using probabilistic methods to identify the correct species or
genus by determining abundances.

This doctoral thesis presents the development of a novel methodological approach for generating
reference databases with reduced redundancy based on the organization of viral sequences at the
genus and species taxonomic levels. These structures are called "Viral Pangenomes" and are
intended to be used for viral identification. The procedure for generating pangenomes involves
reducing redundancy among conserved regions and determining those unique to viral species, as
well as identifying redundant nucleotide regions shared among species belonging to the same
genus. The goal of these structures is to simplify the taxonomic identification process of short
reads by offering a more compact and specific alternative for use as a reference database for
taxonomic annotation without compromising their phylogenetic diversity.

Viral pangenomes underwent to a 99.51% median reduction in redundancy and up to 100%
average recovery of sequences associated with viral species, up to 94.1% compression ratio was
observed for genus with high interspecies identity. This pangenome generation procedure can also
be used to identify unique sequences at subspecies taxonomic levels, such as Influenza A’s H and
N subtypes.



Resumen

Los virus se organizan en 12 rangos taxondmicos; reino mayor, reino, filo, subfilo, clase, orden,
suborden, familia, subfamilia, género, subgénero y especie. Las secuencias a nivel especie que
pertenecen al mismo género contienen informacion redundante, pues cuando un read tiene una
coincidencia con esta zona redundante, es necesario llevar a cabo procedimientos para obtener
precision en la anotacion taxondmica como la identificacion de un ancestro comun o LCA o un
procedimiento de asignacion probabilistica para determinar la especie o género correctos mediante

la determinacion de abundancias.

En esta tesis doctoral se presenta el desarrollo de una metodologia novedosa para la generacion de
bases de datos de referencia con redundancia reducida basada en la organizacién de secuencias
virales en los niveles taxondmicos género y especie, a estas estructuras se les denomina
“Pangenomas Virales” y tienen su uso proyectado para metagendomica viral. El procedimiento para
la generacidon de pangenomas consiste en la deteccion de redundancia entre regiones de nucleo6tidos
y la determinacion de regiones Unicas para cada especie, asi como identificacion de regiones de
nucleodtidos redundantes que se comparten entre especies que pertenecen al mismo género. El
objetivo de estas estructuras es simplificar el procedimiento de la identificacion taxondmica de
lecturas metagendmicas ofreciendo una alternativa mas compacta y especifica para ser usada como
base de datos de referencia con el objetivo de hacer anotacién taxondmica sin comprometer la

diversidad filogenética.

Los pangenomas virales muestran hasta un 99.51% de reduccion de redundancia y un hasta 100%
de recuperacion media hacia secuencias asociadas a las especies virales también se encontr6 hasta
un 94.1% de indice de compresion para géneros con alta identidad interespecie. Este procedimiento
de generacion de pangenomas puede ser utilizado ademas para identificacion de secuencias Unicas

a niveles taxondmicos inferiores a especie, como los subtipos H y N de Influenza A.
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Capitulo 1 Introduccion

La metagendmica es una subdisciplina de la genética que permite estudiar el material
genético de los organismos presentes en un microbioma, como bacterias, virus, hongos y
otros microorganismos, sin necesidad de cultivarlos previamente. Mediante plataformas de
secuenciacion masiva de segunda generacion, es posible obtener miles o millones de
fragmentos cortos (75 a 150 pares de bases) de ADN, denominados reads o lecturas, que
representan el material genético de los organismos presentes en la muestra (Zhang et al.,
2021). Para interpretar esta informacion, se utilizan bases de datos de referencia, las cuales
contienen secuencias homologas con una anotacion taxondmica previamente establecida. De
esta manera, los reads identificados como homologos de las secuencias de referencia pueden
ser asignados a distintos grupos taxonémicos. A partir del conjunto de estas asignaciones, es
posible inferir la composicion ecologica de la muestra metagendmica. Por ello, la calidad,
representatividad y actualizacion de las bases de datos de referencia son elementos criticos

para lograr una clasificacion metagendmica precisa (Marti et al. 2025).

Los clasificadores taxondmicos son herramientas computacionales que permiten asignar los
reads metagendmicos a distintos grupos taxonomicos. Para ello, utilizan algoritmos de
comparacion de secuencias que evaluan la similitud entre los reads y las secuencias
contenidas en bases de datos de referencia. Cuando esta comparacion se realiza mediante la
busqueda de la similitud méxima entre un read y una region anotada de una secuencia de
referencia, el procedimiento se conoce como alineamiento parcial o global, y las herramientas
que lo llevan a cabo se denominan alineadores. Sin embargo, la clasificacion a niveles
taxondmicos especificos, como género o especie, puede presentar baja sensibilidad, ya que
estas herramientas no siempre logran identificar todos los taxones anotados en la base de
datos de referencia (Cadenas-Castrejon et al., 2023). En este contexto, la diversidad viral
presente en la muestra y la longitud de los reads metagendmicos son factores relevantes,

debido a que pueden impactar directamente en el desempefio del clasificador taxondmico.

De acuerdo con la ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses), autoridad
encargada de definir las categorias virales, los virus estdn organizados en 12 rangos
taxonoémicos: reino mayor, reino, filo, subfilo, clase, orden, suborden, familia, subfamilia,
género, subgénero y especie (Simmonds et al., 2024). En los niveles taxondmicos mas
especificos, como género o especie, las secuencias de referencia pueden compartir regiones
altamente conservadas o redundantes entre taxones filogenéticamente cercanos. Por ello,
cuando un read se alinea con una region compartida por varias secuencias de referencia, su
asignacion taxondmica puede ser ambigua apuntando a varios taxones con la misma

identidad entre secuencias. En estos casos es necesario llevar a cabo procedimientos de



clasificacion inespecifica, como la identificacion de un ancestro comun o LCA por sus siglas
en inglés, Last Common Ancestor (Wang et al., 2022) o un procedimiento de asignacion

probabilistica para determinar la especie o género mas probable (Zheng, Shaw, y Yu 2024).

Esta tesis doctoral se centra en el desarrollo de una nueva metodologia para generar bases de
datos de referencia virales con redundancia reducida y por lo tanto altamente especificas,
denominadas “pangenomas virales”, cuyo uso esta orientado a la metagendmica viral. Estas
bases de datos se construyen mediante un proceso de deteccion de redundancia que permite
identificar regiones gendmicas Unicas para cada especie, asi como regiones compartidas entre
especies pertenecientes al mismo género. De esta forma, los pangenomas virales buscan
simplificar el proceso de identificacion taxondmica, al organizar la informacion genémica en
una estructura que permite distinguir entre secuencias especificas de especie y secuencias
conservadas a nivel de género, reduciendo asi la ambigiiedad durante la clasificacion de reads

metagendmicos.

1.1 Contribuciones de esta tesis

Las principales contribuciones de esta tesis son las siguientes. Primero, se desarrolldé una
metodologia para la generacion de pangenomas virales a partir de las secuencias disponibles
en la base de datos NCBI Virus, con el objetivo de reducir la redundancia de las bases de
referencia sin perder la anotacion taxondmica asociada. Segundo, se generaron pangenomas
a nivel de especie, los cuales permiten representar la informacion genémica de cada especie
viral mediante un conjunto reducido de secuencias no redundantes. Esta reduccion puede
disminuir el tamafio de los indices utilizados por alineadores como Bowtie 2 y BWA,

facilitando su uso en pipelines metagendmicos.

Tercero, se generaron pangenomas a nivel de género que distinguen entre regiones
especificas de especie y regiones conservadas entre especies del mismo género. Esta
organizacion permite identificar explicitamente cuando un read corresponde a una region
compartida dentro de un género, lo que puede reducir la ambigiiedad taxonomica y disminuir
la necesidad de procedimientos posteriores como analisis de ancestro comun o estimaciones
de abundancia para resolver asignaciones ambiguas. Finalmente, se demostr6 que la
metodologia puede adaptarse a niveles taxondmicos o biologicos por debajo de especie, como
subtipos virales. En particular, se aplicé al caso de Influenza A para identificar secuencias
unicas asociadas a subtipos, mostrando que este enfoque puede extenderse a otros virus con

clasificaciones intraespecificas, como serotipos, subtipos o linajes y subespecies.



1.2 Bases de datos de referencia de virus

Actualmente, el subconjunto viral de la base de datos de nucledtidos de NCBI, denominada
“NT” contiene 14,565,917 secuencias de nucledtidos y ocupa aproximadamente 275 GB.
Para utilizar esta base de datos con herramientas de alineamiento como Bowtie2 (Langmead
& Salzberg, 2012) o BWA (Li & Durbin, 2009), es necesario construir un indice de rapida
navegacion, también conocido como indice FM. Sin embargo, este indice puede ser
considerablemente mas grande que la base de datos original, lo que vuelve

computacionalmente demandante su procesamiento.

Otra base de datos ampliamente utilizada es RefSeq, la cual corresponde a un subconjunto
curado de las secuencias genomicas de referencia disponibles en NCBI. RefSeq es producto
de un esfuerzo de curaduria por generar una base de datos de referencia de organismos, ya
que generalmente contiene una secuencia gendmica representativa por organismo, sepa, tipo,
genoma o variante de importancia. En el caso de los virus, esta base de datos se utiliza
principalmente como un estandar de referencia para la comparacion de especies.
Precisamente, al incluir un nimero limitado de secuencias representativas por especie viral,
RefSeq no captura toda la variabilidad genética existente dentro de cada especie. De acuerdo
con Goldfarb et al. (2025), RefSeq contiene una cantidad limitada de referencias para mas de
14,761virus (junio 2026). Esta cifra contrasta con las 66,660 especies virales incluidas en los
nodos taxondmicos correspondientes a las secuencias de la INSD (Infernational Nucleotide
Sequence Database Collaboration), lo que evidencia que no existe una secuencia de
referencia disponible para todas las especies virales anotadas. Por lo tanto, el uso exclusivo
de RefSeq como base de datos de referencia en metagendmica viral puede ser limitado
cuando se busca considerar tanto la diversidad genética intraespecifica como la mayor
cantidad posible de especies virales anotadas.

Una de las dificultades asociadas con el uso de bases de datos extensas es la presencia de
secuencias altamente similares o redundantes. En (Kim et al., 2016), observaron que las
especies bacterianas mas estudiadas suelen tener numerosos genomas muy similares entre si.
Para reducir esta redundancia, los autores desarrollaron un procedimiento que elimina
informacion repetida entre genomas de una misma especie, con el objetivo de disminuir el
tamafio del indice FM. Este procedimiento inicia con las dos secuencias que comparten el
mayor numero de k-meros dentro de un grupo. Posteriormente, ambas secuencias,
denominadas G1 y G2, son comparadas con Nucmer (Kurtz et al., 2004), herramienta que
identifica regiones altamente similares entre los genomas. Para generar una version reducida,
los dos genomas se combinan, pero se descartan las regiones de G2 que presentan mas de
99% de similitud con G1. Este proceso se repite de manera iterativa, comparando cada nuevo

genoma contra la secuencia combinada previamente reducida. Mediante esta estrategia
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basada en la identificacion iterativa de regiones altamente similares, la version reducida de
los la base de datos de Salmonella enterica pasé de 655 Mbp a 107 Mbp.

Centrifugue (Kim et al., 2016) es una herramienta de clasificacion taxondmica basada en
indices FM, disefiada para reducir el tamafio de las bases de datos mediante la eliminacion
de regiones redundantes entre genomas altamente similares. Posteriormente, Centrifugue
(Song & Langmead, 2024), retomo el uso de indices FM e incorpord procedimientos
adicionales de compresion para reducir ain mas su tamafio. Entre ellos se incluye la
compresion Run-Block, que permite representar de forma mas compacta regiones de baja
complejidad en los genomas indexados. Ademads, Centrifugue realiza por defecto un
procedimiento de asignacion mediante ancestro comuin mas bajo, o LCA, de manera similar
a Kraken 2 (Wood, Lu y Langmead 2019). Sin embargo, tanto Centrifugue como Kraken 2
estan disenados principalmente para reducir la complejidad espacial asociada con la
construccion y el almacenamiento de indices FM. Por ello, aunque estos enfoques
disminuyen la redundancia desde una perspectiva computacional, la reduccién no
necesariamente esta orientada a preservar una estructura taxonomica explicita, sino que

depende de procedimientos posteriores, como LCA, para resolver asignaciones ambiguas.

La primera version de Centrifugue permanece como la mas utilizada; sin embargo, su base
de datos de NT no se ha actualizado desde 2018. En el trabajo de Marti et al., (2025), se
crearon nuevas bases de datos compatibles con Centrifugue en forma de capturas temporales
para brindar estabilidad entre las versiones de la base de datos y el arbol taxonémico de
NCBI. Este trabajo es relevante porque resalta la necesidad de considerar las bases de datos
de referencia como entidades dindmicas, sujetas a procesos continuos de control de calidad,
actualizacion y versionado. En este sentido, la curacion de una base de datos de referencia
debe entenderse como un procedimiento sistematico y reproducible, capaz de incorporar
actualizaciones constantes sin comprometer la trazabilidad de los analisis metagendmicos.

Kraken (Wood y Salzberg 2014) es otra de las herramientas mas utilizadas para la anotacion
taxondmica de datos metagendomicos. A diferencia de los métodos basados en alineamiento
completo, Kraken utiliza coincidencias exactas de k-meros. Su base de datos de referencia
contiene k-meros asociados con anotaciones taxonOmicas obtenidas a partir del ancestro
comun mas bajo de los organismos cuyos genomas contienen dichos k-meros. Para construir
esta base de datos, se calculan todos los k-meros de una longitud definida, cominmente 31
nucleotidos, aunque este parametro puede modificarse. La asignacion taxonémica de cada -
mer se realiza con base en los nodos taxondmicos de NCBI. Este enfoque permite una
clasificacion rapida y eficiente; sin embargo, puede verse afectado cuando los reads

provienen de regiones conservadas compartidas entre taxones cercanamente relacionados, ya



que en estos casos la asignacion puede resolverse inicamente a un nivel taxondémico superior
mediante LCA.

De manera similar, CLARK (Ounit et al., 2015) también utiliza k-meros para la clasificacion
taxondmica, aunque se diferencia de Kraken en que considera unicamente A-meros
discriminatorios para determinar la clasificacion de los reads. Esta estrategia puede aumentar
la especificidad de la asignacion taxonomica, pero también puede reducir la sensibilidad

cuando los reads no contienen k-meros suficientemente discriminatorios.

Kraken 2 (Wood, Lu, y Langmead 2019) retoma el enfoque basado en k-meros, pero
incorpora el uso de minimizadores para reducir el tamafio de la base de datos. Un
minimizador es una subsecuencia de longitud / contenida dentro de un k-mer de longitud £,
donde / es menor que k. Para cada k-mer, el minimizador corresponde al /-mer
lexicograficamente menor, considerando también su representacion en la cadena
complementaria inversa. Debido a que muchos k-meros almacenados en la base de datos de
Kraken son altamente similares, almacenar una sola vez los minimizadores compartidos
permite reducir de manera considerable el tamafio de la base de datos. En Kraken 2, esta
estrategia disminuye el tamafo de almacenamiento aproximadamente en 85%, con una
reduccién limitada en la precision reportada, cercana a 1% (Wood y Salzberg 2014). No
obstante, el uso de minimizadores implica una representacion mas compacta de la
informacion contenida en los k-meros, por lo que algunas sefales taxonomicas especificas
pueden perderse o resolverse con menor precision, particularmente en secuencias cortas,

regiones compartidas entre taxones cercanos o grupos con alta similitud genética.

Estos enfoques muestran que la reduccion del tamafio y la redundancia de las bases de datos
de referencia es un problema central en metagendmica. Sin embargo, la mayoria de las
estrategias existentes reducen la redundancia con fines principalmente computacionales, ya
sea para disminuir el tamafio de los indices, reducir los requerimientos de almacenamiento o
acelerar la clasificacion. En contraste, la metodologia propuesta en esta tesis busca generar
bases de datos virales con redundancia reducida que conserven una organizacion taxonomica
explicita, distinguiendo entre regiones especificas de especie y regiones compartidas entre
especies del mismo género. De esta manera, los pangenomas virales propuestos no solo
buscan optimizar el uso computacional de las bases de datos, sino también facilitar una

clasificacion taxondmica mas interpretable en el contexto de la metagendmica viral.



1.3 Planteamiento del problema y justificacion

Las secuencias que pertenecen a un mismo grupo taxondémico especifico, como género o
especie suelen tener regiones similares entre si cuando comparten un origen evolutivo
(Wood, Lu y Langmead 2019). Esta similitud puede interpretarse como redundancia en una
cuando existen regiones de nucledtidos idénticas o altamente conservadas que no aportan
nueva informacion en una base de datos. En el contexto de la clasificacion metagendomica

viral, esta redundancia genera dos problemas principales.

A. El primero ocurre cuando existen regiones conservadas entre genomas de especies
diferentes que pertenecen al mismo género, o entre variantes y subespecies de una
misma especie. Este fenomeno es mas frecuente en niveles taxondmicos especificos,
como género y especie, debido a la presencia de regiones gendmicas conservadas
resultantes de la menor divergencia genética. En la Figura 1.1 se muestra un ejemplo
del genoma de MERS-CoV y las 18 primeras coincidencias de BLAST (Altschul et al.,
1990). En dicha comparacioén se observan regiones conservadas, asociadas con las
proteinas NSP7-NSP14, que estan presentes en todos los genomas analizados.
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Figura 1.1 Comparacion de 19 genomas del género Betacoronavirus. Se observan regiones
conservadas con mas del 95% de identidad entre genomas del mismo género,

particularmente en las regiones asociadas con las proteinas NSP7—-NSP14.

B. Elsegundo problema se relaciona con la divergencia genética interespecie. Debido a la
alta tasa de mutacion de algunas especies virales y a que los clasificadores taxondmicos
no siempre responden a una distancia filogenética fija, pueden existir genomas
pertenecientes a la misma especie con mayor divergencia con respecto a una Unica

secuencia representativa. Por ello, cuando se utiliza una sola referencia por especie,



como ocurre en RefSeq, no es posible representar de manera completa la variabilidad
genética de una especie viral. Este fenomeno puede observarse en especies como
Protoambidensovirus lepidopteranl y Tetraparvovirus primatel, cuyas similitudes
interespecie varian entre 84% y 100%, y entre 83% y 100%, respectivamente.
Asimismo, en la Figura 1.2 se muestra una comparaciéon genomas de la especie
Erythroparvovirus primatel contra su genoma de referencia, en la cual se observa que
algunos genomas presentan regiones cercanas a los extremos 5’ y 3’ con baja similitud
respecto a la secuencia representativa.

RefSeq Primate Erythroparvovirus 1
1 1000 2000 3000 4000 5000

UTR 5’ Il Regiones mas similares UTR 3’

Figura 1.2. Comparacion de varios genomas de la especie Erythroparvovirus primatel
contra el genoma de referencia de RefSeq. Se observan regiones con baja similitud respecto
al genoma de referencia, principalmente hacia los extremos 5’ y 3°, lo que evidencia

variabilidad genética intraespecifica o incluso errores de secuenciacion.

En el primer caso, cuando un read se alinea con una region conservada a nivel género,
redundante o compartida por varias especies, la asignacion taxonémica puede ser ambigua y
requiere procedimientos adicionales, como la identificacion del ancestro comin mas bajo,
para establecer el nivel taxondmico mas especifico que puede asignarse con confianza. En el
segundo caso, cuando se utiliza una Unica secuencia representativa, los reads que no
comparten homologias provenientes de regiones variables que no estan representadas en

dicha referencia pueden no ser anotados correctamente o permanecer sin clasificacion.

La creacion de una estructura de informacion capaz de integrar estos dos tipos de regiones
permitiria abordar dos problemas centrales de las bases de datos de referencia virales: la
redundancia entre especies filogenéticamente cercanas y la falta de representacion de la
variabilidad intrataxon. Esta estructura podria reducir comparaciones redundantes durante la
asignacion taxondmica y, al mismo tiempo, facilitar la interpretacion de los alineamientos

que ocurren en regiones compartidas entre varias especies.



A esta estructura, que contiene regiones genomicas junto con su anotacion taxonémica, se le
denominard “pangenoma viral”. El concepto esta inspirado en la propuesta de Tettelin et al.
(2005), en la cual el término “pangenoma” se utiliza para describir el conjunto de genes
comunes, dispensables y unicos de un grupo bacteriano. Sin embargo, a diferencia del
pangenoma bacteriano, el pangenoma viral propuesto en esta tesis se basa en regiones de
nucledtidos, no en genes completos. En la Figura 1.3 se presenta un diagrama que ilustra

como distintas regiones gendmicas pueden relacionarse de acuerdo con su similitud.
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Figura 1.2 Representacion conceptual de un pangenoma viral. El esquema ilustra la
organizacion de regiones genomicas compartidas y especificas entre secuencias virales de

un mismo grupo taxonomico.

1.4 Objetivo general

Desarrollar una base de datos viral con redundancia reducida, basada en pangenomas virales
que integren regiones especificas de especie, regiones compartidas entre especies de un
mismo género y regiones dispensables a nivel de género, con el fin de apoyar la clasificacion

taxondmica de secuencias metagendmicas virales.

1.5 Objetivos especificos

e Descargar y organizar una base de datos que incluya todas las secuencias de las
especies virales disponibles en la ISND.

o Filtrar la base de datos para eliminar secuencias cortas, incompletas o de baja calidad.

e Asignar anotaciones taxonoémicas a nivel de familia, género y especie a las secuencias

incluidas en la base de datos viral.

e Desarrollar y ejecutar un algoritmo para generar pangenomas virales a partir de

secuencias pertenecientes a una misma especie.



e Desarrollar y ejecutar un algoritmo de reducciéon de redundancia para integrar

pangenomas virales pertenecientes a un mismo género.

e Realizar el posprocesamiento de los pangenomas generados para incorporar los

metadatos necesarios para su uso en pipelines metagendmicos.

e Calcular y evaluar las caracteristicas de los pangenomas virales generados.

1.6 Hipotesis

Es posible modelar la variabilidad genética de secuencias virales pertenecientes a un mismo
nivel taxondmico, como especie o género, mediante la identificacion y agrupamiento de
regiones de alta y baja similitud. Estas regiones pueden organizarse en pangenomas virales
con redundancia reducida y utilizarse como bases de datos de referencia para la anotacion

taxonomica de virus en datos metagenomicos.



Capitulo 2 Metodologia

En este capitulo se describe la metodologia desarrollada para generar pangenomas virales a
nivel de especie y género. El objetivo general del método es transformar una base de datos
viral convencional, compuesta por genomas completos o secuencias virales anotadas
taxonémicamente, en una base de referencia reducida y organizada en regiones
pangenomicas no redundantes. La novedad principal del enfoque radica en que la reduccion
de redundancia no se realiza unicamente para compactar la base de datos, sino para conservar
explicitamente la informacidn taxondmica asociada a cada region genomica. De esta manera,
el método permite distinguir entre regiones especificas de una especie y regiones compartidas
entre especies de un mismo género, lo cual es relevante para la clasificacion de reads

metagendmicos.

El paso clave de la metodologia es la identificacion y etiquetado de regiones redundantes
mediante agrupamiento de subsecuencias. A partir de secuencias virales fragmentadas en
ventanas de longitud definida, el método identifica subsecuencias idénticas o altamente
similares y las organiza en clusteres. Cada cluster conserva la informacion taxondmica de las
secuencias que lo originaron, lo que permite determinar si una region es especifica de una
especie, compartida entre secuencias de la misma especie o conservada entre distintas
especies de un mismo género. Asi, el resultado no es solo una base de datos mas pequeiia,

sino una representacion estructurada de la diversidad gendmica viral.

El procedimiento se organiza en cuatro etapas principales (Figura 2.1). En la primera etapa,
se prepara la base de datos viral de entrada. Para esta tesis, las secuencias fueron obtenidas
de NCBI Virus mediante su servidor FTP, junto con la informacién taxonémica necesaria
para organizar los genomas por especie y género. Como salida de esta etapa se obtiene un

conjunto depurado de secuencias virales anotadas y agrupadas taxondmicamente.

En la segunda etapa, se generan pangenomas virales a nivel de especie. Para cada especie
viral, las secuencias correspondientes se fragmentan en subsecuencias y se agrupan de
acuerdo con su identidad. Este proceso permite identificar regiones redundantes dentro de la
misma especie y seleccionar secuencias representativas. Como resultado, se obtiene una
version reducida del conjunto de secuencias de cada especie, conservando regiones

representativas de su diversidad gendmica.

En la tercera etapa, se generan pangenomas virales a nivel de género. En esta fase, los
pangenomas generados a nivel de especie se utilizan como entrada para identificar regiones
compartidas entre especies pertenecientes al mismo género, asi como regiones que

permanecen como especificas de una especie. Como salida, se obtienen piezas pangendémicas
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etiquetadas de acuerdo con su nivel de especificidad taxondmica: regiones asociadas a una
especie particular o regiones conservadas a nivel de género.

Finalmente, en la cuarta etapa se realiza la evaluacion y el posprocesamiento de los
pangenomas generados. Esta etapa incluye la revision de la reduccién obtenida, la
conservacion de la informacion taxondmica, la generacion de archivos de salida compatibles
con herramientas de alineamiento y la evaluacion del desempeiio de los pangenomas como
bases de referencia para clasificacion metagendmica.
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Figura 2.1 Metodologia general para la generacion de pangenomas virales. El flujo resume
las etapas principales del procedimiento: preparacion de la base de datos viral, generacion
de pangenomas a nivel de especie, generacion de pangenomas a nivel de género, y
evaluacion y posprocesamiento de los pangenomas generados. Las abreviaturas S, Gy F
indican especie, género y familia, respectivamente, CMEs: clusteres de multiples elementos,
CUEs: clusteres de un elemento, CG: clusteres asociados a géneros, CSs: clusteres

asociados a especies.
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2.1 Preparacion de base de datos de virus

2.1.1 Asociacion de metadata para la base de datos de virus

La base de datos de virus de NCBI se encuentra alojada en los servidores ftp de dicha

institucion, en el directorio https:/ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Viruses/AllNucleotide/ (1

de septiembre 2025). El archivo AllNucleotide.fa, corresponde a un archivo FASTA que
contiene todas las secuencias de virus disponibles en la base de datos de nucleotidos.
Adicionalmente, NCBI proporciona archivos de metadatos taxondémicos en el directorio
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/taxonomy/new_taxdump/, los cuales se describen en la
Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Descripcion de archivos utilizados para la preparacion de la base de datos.

Archivo Descripcion

AllNucleotide.fa Archivo FASTA que contiene los encabezados y las
secuencias de nucledtidos virales disponibles en la base
de datos de NCBI virus (INSD).

nodes.dmp Archivo tabular que contiene los nodos taxondémicos de

NCBL. Incluye, para cada nodo, su taxid, el taxid del nodo
parental y su rango taxondmico.

names.dmp Archivo tabular que contiene los nombres asociados con
los nodos taxondémicos. En este estudio se utilizd el
nombre estandar correspondiente al campo “scientific
name”. Este archivo permiti6 relacionar cada taxid con su

nombre taxondmico oficial.

nucl gb.accession2taxid.dmp | Archivo tabular que relaciona los identificadores de
acceso o accessions de las secuencias de nucledtidos con
su taxid. Este archivo permitio asociar cada secuencia con

su anotacion taxondmica.

Cada una de las secuencias de la base de datos viral de la INSD contiene un identificador
llamado accession number o accession. Este identificador se puede asociar con el archivo
nucl gb.accession2taxid.dmp para obtener el faxid correspondiente a cada secuencia
(Garcia-Lopez, 2018). El faxid es un nimero identificador numérico asociado con el nodo
taxondmico que corresponde a la anotacion de dicha secuencia. Los nodos taxondmicos

contienen la informacion de sus nodos padres, por lo que es posible construir el linaje
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taxondmico de cada secuencia y obtener sus anotaciones a distintos niveles conectando los

nodos taxondomicos.

Por ejemplo, una secuencia anotada al faxid 413041, se encuentra asociada con un nodo cuyo
rango taxonoémico es “no rank”. Esto indica que no tiene un rango taxonémico perteneciente
a una clasificacion, por lo que probablemente esta secuencia pertenece a algin subtipo o a
una subdivision especifica de una especie. Debido a que este nodo no corresponde a un rango
taxondmico, es necesario recorrer sus nodos parentales conectados uno a no dentro del linaje
taxonémico hasta encontrar los rangos de interés. En este caso, el nodo parental
correspondiente a especie es 3052464, anotado como Orthoflavivirus denguei; el nodo
parental correspondiente a género es 3044782, anotado como Orthoflavivirus; y el nodo
parental correspondiente a familia es 11050, anotado como Flaviviridae (Garcia-Lopez,
2018).

Después de analizar los nodos taxonomicos, se puede determinar que la secuencia
corresponde a la especie Orthoflavivirus denguei y es del serotipo 2. Es importante
mencionar que, aunque dengue virus type 2 se reconoce comunmente como un serotipo, este
nodo no tiene un rango taxondmico formal en la taxonomia de la ICTV. Esta distincion es
relevante, ya que los andlisis taxondmicos mas especificos que al nivel de especie requieren
interpretaciones especificas para cada grupo viral pue sen algunos casos indican cepas, tipos,
subtipos u otras anotaciones y no pueden generalizarse a todas las especies.

El metadato taxondmico obtenido para cada secuencia incluye los nombres de especie,
género y familia. En este trabajo, el proceso de asignar estos rangos taxonomicos a cada
secuencia se denomina limpieza de nodos terminales. Este procedimiento consiste en recorrer
el linaje taxonomico desde el nodo mas especifico asociado con cada secuencia hasta
encontrar nodos con rangos taxondémicos reconocidos. Esto es necesario porque las
secuencias suelen estar asociadas con nodos terminales que, en muchos casos, no tienen un
rango taxondmico formal. En la Figura 2.2 se presenta un esquema del flujo utilizado para la
limpieza de nodos terminales (Garcia-Lopez, 2018). Las secuencias que no cuentan, como
minimo, con una anotacion a nivel de especie no fueron consideradas para la generacion de

pangenomas.

Inicialmente, la base de datos viral contenia 14,331,967 secuencias (1 de septiembre 2026).
De estas, 9,143,575 pertenecian a la especie Betacoronavirus pandemicum, lo cual refleja la
sobrerrepresentacion de este virus debido a su importancia médica durante la pandemia de
COVID-19 de 2020 (Gozashti & Corbett-Detig, 2021). Debido a esta sobrerrepresentacion,
en la seccion 2.1.2 se describe el procedimiento de submuestreo aplicado a esta especie y a

otras cuatro especies con alta representacion (Lentivirus humimdefl, Betacoronavirus
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pandemicum, Orthopoxvirus monkeypox, Alphainfluenzavirus influenzae y Hepacivirus

hominis), con el fin de disminuir su efecto sobre la generacion de pangenomas.

Antes de seleccionar las especies virales candidatas para la generacion de pangenomas, se
eliminaron las secuencias menores de 350 nucleotidos y solo se consideraron especies con al
menos 10 secuencias disponibles. Después de aplicar estos filtros, la base de datos utilizada
para generar los pangenomas quedo conformada por 2,048,719 secuencias, distribuidas en
3,897 especies, 608 géneros y 175 familias.
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Figura 2.2 Procedimiento de limpieza de nodos terminales. El esquema representa la

asignacion de especie, género y familia a partir del recorrido de los nodos parentales del

linaje taxonomico de cada secuencia.

La distribucion del nimero de secuencias por especie se muestra en la Figura 2.3. En esta
distribucion se observa que una gran cantidad de especies cuenta con pocas secuencias
disponibles, lo que evidencia un marcado desbalance en la representacion de los virus dentro
de la base de datos. Este desbalance es particularmente evidente al comparar especies
ampliamente estudiadas con especies poco representadas. Por ejemplo, Norovirus
norwalkense 'y Enterovirus alphacoxsackie cuentan con 28,198 y 38,578 secuencias,
respectivamente, mientras que especies como Soybean crinkle leaf virus y Channel catfish

reovirus 730 cuentan Gnicamente con cinco secuencias.

Dentro de la base de datos viral completa, 60,859 especies cuentan con menos de seis

secuencias y 44,773 especies estan representadas por una sola secuencia. Este patron muestra
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la alta desigualdad en la disponibilidad de secuencias entre especies virales y justifica el uso
de filtros minimos de longitud y nimero de secuencias, establecidos en 350 nucledtidos y 10
secuencias por especie, respectivamente. En la Figura 2.3 se muestra la distribucion del

numero de elementos en cada uno de los 3,897 grupos de especie incluidos después del
filtrado.
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Figura 2.3 Distribucion del numero de secuencias por especie en la base de datos viral. Se
observa un desbalance en la representacion de especies, con muchas especies poco

representadas y pocas especies con un gran numero de secuencias.

En las Figuras 2.4A y 2.4B se presentan las distribuciones de la cantidad de elementos por
especie para virus que infectan organismos eucariontes y bacterias, respectivamente. En
ambos casos, la distribucion es similar a la observada en la Figura 2.3, ya que existen
numerosos grupos con pocas secuencias disponibles. El objetivo de esta comparacion es
mostrar que el desbalance en la representacion de secuencias ocurre tanto en virus que
infectan organismos eucariontes como en virus que infectan bacterias (bacteriofagos).

Entre los virus que infectan organismos eucariontes con mayor numero de secuencias se
encuentran Orthoflavivirus denguei, con 49,347 secuencias, y Alphainfluenzavirus
influenzae, con 259,812 secuencias. En contraste, entre las especies de fagos con mayor
numero de secuencias se encuentran T4virus environmental sample, con 794 secuencias, y
Efquatrovirus EF3, con 441 secuencias.
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Finalmente, en las Figuras 2.5 y 2.6 se muestra la distribucion de los tipos de genoma para

virus que infectan organismos eucariontes y para fagos. La mayoria de los virus que infectan

organismos eucariontes presentan genomas de RNA, mientras que

presentan en su mayoria genomas de DNA.
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Figura 2.4 Distribucion del numero de elementos por especie en virus que infectan

organismos eucariontes y bacterias. A) Virus que infectan organismos eucariontes. B) Virus

que infectan

bacterias.

Estructura de genomas

sSRNA(-): 31.6%
ssRNA(+): 26.9%
dsRNA: 9.7%
dsDNA: 7.9%
ssRNA-RT: 7.7%
dsDNA-RT: 5.6%
ssDNA(+/-): 3.8%
unknown: 2.1%
SsSRNA(+/-): 1.3%
ssDNA(-): 1.2%
ssDNA(+): 0.6%
ssDNA: 0.6%
RNA: 0.4%
ssRNA: 0.3%
DNA: 0.2%
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Figura 2.5 Distribucion de los tipos de genoma en virus que infectan organismos
eucariontes. La figura muestra la proporcion de virus con genomas de DNA, RNA y otros

tipos de organizacion gendmica dentro del conjunto analizado.

Estructura de genomas

B dsDNA: 50.4%

[ dsRNA: 36.7%
ssDNA(+): 8.8%
sSRNA(+): 4.1%

Figura 2.6 . Distribucion de los tipos de genoma en virus que infectan organismos
procariontes. Se muestra la proporcion de virus con genomas de DNA, RNA y otros tipos de

organizacion genomica dentro del conjunto analizado.

2.1.2 Submuestreo de especies especiales

Las especies con una cantidad muy alta de secuencias fueron submuestreadas con el objetivo
de facilitar la generacion de pangenomas y disminuir el efecto de su sobrerrepresentacion en
la base de datos. En este trabajo, estas especies se denominaron “especies especiales”, debido
a que sus secuencias recibieron un tratamiento previo distinto antes de ingresar al algoritmo
de generacion de pangenomas. Las especies consideradas en esta categoria fueron Lentivirus
humimdefl (HIV), Betacoronavirus pandemicum (SARS-CoV), Orthopoxvirus monkeypox
(mpox), Alphainfluenzavirus influenzae (Influenza A) y Hepacivirus hominis (VHV).

Para conservar la heterogeneidad de estos grupos y evitar que el submuestreo eliminara
informacion relevante, las secuencias se seleccionaron aleatoriamente de acuerdo con
combinaciones de parametros disponibles en los metadatos de cada especie. Por ejemplo,
para Lentivirus humimdef] se seleccionaron hasta 50 secuencias por afio, con el fin de
mantener representacion temporal dentro del conjunto submuestreado.
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Un caso particular fue Betacoronavirus pandemicum, debido a que esta especie contiene una
gran cantidad de secuencias pertenecientes al subgrupo Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV2), con un total de 9,143,575 secuencias. Por esta razon, el
submuestreo se aplico Unicamente dentro de este subgrupo. En cambio, las secuencias
correspondientes a Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus (SARS-CoV), que
sumaban 1,721, no fueron submuestreadas. De esta forma, el conjunto final de secuencias de

Betacoronavirus pandemicum conservo representacion de ambos grupos.

Los criterios utilizados para el submuestreo, asi como la cantidad de secuencias obtenidas
para cada combinacion de parametros, se describen en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Informacion del submuestreo aplicado a las especies especiales. La abreviatura

spc indica el numero de secuencias seleccionadas por combinacion de parametros.

) Secuencias | Criterios de | Secuencias
Grupo (taxid) L
iniciales submuestreo finales
Lentivirus humimdef1 (3418650) 1,189,289 | Afio: 50 spc 22,311
Severe  acute  respiratory  syndrome N
) 9,143,575 | Afio/Mes: 50 spc 3,830
coronavirus 2 (2697049)
Orthopoxvirus monkeypox (3431483) 10,783 Afo/Mes: 15 spc 859
) o Segmento/Afio/Subtipo:
Alphainfluenzavirus influenzae (2955291) 1,397,291 10 259,812
spc
Hepacivirus hominis (3052230) 275,985 Afio: 50 spc 12,192

2.2 Generacion de pangenomas a nivel especie

2.2.1 Definicion de grupo candidato a pangenoma

Dada una especie s, para la cual existe un grupo de secuencias de referencia asociadas SEQq,
se define como grupo candidato a pangenoma al conjunto de secuencias que serdn utilizadas
para generar el pangenoma PANG,. En este conjunto de secuencias solo se incluyen
secuencias con una longitud minima de 350 nucledtidos. El grupo SEQ, contiene las
secuencias:
SEQs = {SeCIs,lf Sé(s2,5€(s 3, ., SeCIs,n}
donde n corresponde al nimero total de secuencias incluidas en el grupo; por lo tanto:
|SE Qsl =n.

Cada grupo de secuencias SE(;, se utiliza como entrada para el algoritmo de generacion de
pangenomas. Por ello, cada secuencia seq,; € SEQ;, donde i = (1,2, 3, ...,n), se divide en
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k-meros consecutivos de longitud [ = 200, con un desplazamiento r = 50. Esta combinacion
genera un sobrelape de 150 nucledtidos entre k-meros consecutivos. De esta manera, para
cada secuencia seq,; € SEQg se obtiene un conjunto de k-meros:

KMERS; = {kmerijl, kmer;,, kmer;, ..., kmeri‘j}
donde j es el niimero maximo de k-meros que se pueden extraer de la secuencia seqs;,

calculado de la siguiente manera:

j= len(sezsji) —1 +1

Cada k-mero kmer; ; es evaluado para saber si cumple con un minimo de calidad. En este
trabajo, se considera que un k-mero cumple con dicho criterio cuando al menos el 70% de
sus posiciones corresponden a nucledtidos no ambiguos; es decir, cuando no mas del 30% de
sus nucleétidos corresponden a caracteres ambiguos. El conjunto de nucledtidos del A~-mero
se representa como:

kmer; ; = {nuc,, nuc,, nucs, ..., nuc, }
donde [ = 200.

A partir de esta representacion, se define la siguiente variable indicadora:
5. = {1sinucp eU
P 0 otro caso
donde U = {A, T, C, G}, que corresponde al conjunto de nucle6tidos no ambiguos.

La funcioén que determina si el k&-mero kmer; ; tiene suficientes nucle6tidos no ambiguos se

define como:
L
FGN=15si ) 8,207+l
p=1

Finalmente, el conjunto de k-meros seleccionados para iniciar el procedimiento de
generacion de un pangenoma se definen como:
K = {kmer;; : fGi,j)=1}

2.2.2 Generacion de cldsteres por similitud

Para cada grupo de k-meros obtenidos a partir de cualquier especie SEQ;, se realiza un
procedimiento ordenado de generacion de clusteres utilizando la herramienta CD-HIT 4.8.1
(Fu et al., 2012). Esta herramienta forma clisteres mediante la seleccion de una secuencia
representativa para cada grupo, la cual se utiliza como referencia para determinar si otras

secuencias pertenecen al mismo cluster. En este trabajo, el umbral minimo de identidad para
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que una secuencia consulta sea asignada a un cluster fue de 90%. Esta identidad es estimada

por CD-HIT mediante la comparacioén de k-meros de menor longitud (Fu et al., 2012).

Como resultado del procedimiento de agrupamiento, se generan dos tipos de clusteres:
(1) Clusteres de multiples elementos, denominados CME, que corresponden a grupos
formados por una secuencia representativa y uno o mas k-meros que comparten

al menos 90% de similitud con ella.

(i1) Clusteres de un solo elemento, denominados CUE, que corresponden a grupos
formados unicamente por su secuencia representativa, debido a que esta no
alcanza 90% de similitud con ninguna otra secuencia representativa durante el

procedimiento de agrupamiento.

Para una especie s, los clusteres de multiples elementos se definen como sigue:
CMEg = {CMEy 5, CME, 5, CMEy, ..., CME 1y, <}
tal que:
VCME;; € CMES,,|CME;¢| > 1

De manera analoga, para una especie s, los clusteres de un solo elemento se definen como:
CUE; = {CUE, 5, CUE,, CUEs, ..., CUE s}
tal que:
VCUE;s € CUES,, |CUE;4| =1

Las secuencias que no corresponden a la secuencia representativa dentro CME, se consideran
informacion redundante, ya que representa al menos el 90% de similitud con la secuencia
representativa lider de su grupo. Por otro lado, las secuencias representativas obtenidas de
los CUE representan informacién unica, pues no alcanzan el umbral del 90% de similitud

con las secuencias representativas de los demads clusteres generados por la misma especie.

2.2.3 Obtencion de piezas pangenémicas mediante la fusion de k-meros
representativos

Las secuencias representativas de los clusteres se obtienen a partir de los CME y CUE
definidos para cada especie (s). En los clusteres de multiples elementos, cada CME cuenta
con una secuencia representativa seleccionada durante el procedimiento de agrupamiento. El
conjunto de secuencias representativas de los CME se define como:

CMES; = {CME;,, CME} ;,CME}, ..., CME%m <}

donde CMEY indica la secuencia representativa del cluster CME .
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En los clusteres de un solo elemento, la inica secuencia contenida en cada CUE corresponde
a su secuencia representativa, por lo que el conjunto de representantes se define como:
CUES; = {CUE;, CUE; ,CUES, ..., CUES, 5}

Todas las secuencias representativas obtenidas de la especie s se agrupan en el conjunto:
REP; = {CMES; , CUES}

Estas secuencias representativas corresponden a k-meros de 200 nucledtidos derivados de
alguna secuencia original seq;; € SEQ. Por ello el j-ésimo k-mero de la secuencia seq ;
puede representarse como:

kmer; ; € seqs, seqs; € SEQ;

Si dos o mas k-meros representativos provienen de la misma secuencia original, son
consecutivos y pertenecen al mismo tipo de cluster, se fusionan eliminando los nucledtidos

correspondientes al solapamiento de 150 nucleotidos. Por ejemplo, kmer; j,, corresponde al

k-mero consecutivo de kmer; ;.

La secuencia resultante de la fusion de dos o més k-meros representativos se define como
una pieza pangendmica. El conjunto de piezas pangendmicas obtenidas a partir de
representantes de los CME de la especie s se define como:

PANT* = {pan, panyy, ..., paniy, s}
donde gm representa la cantidad total de piezas pangendémicas obtenidas a partir de
representantes CME  para la especie s y el superindice m indica que estas piezas provienen
de clusteres de multiples elemento. Estas piezas pangenomicas se denominan “piezas

dispensables”.

De forma analoga, el conjunto de piezas pangendmicas obtenidas a partir de los
representantes de los clusteres de un elemento CUE se define como:

PANY = {pan}‘ls, pany, ..., pan};u,s}
donde qu representa la cantidad total de piezas pangendmicas obtenidas a partir de elementos
representantes de CUES; para la especie s, y el superindice u indica que las piezas
pangendmicas provienen de clusteres de un solo elemento. Estas piezas pangenomicas se

conocen como “piezas Unicas”.

De forma que el pangenoma generado de la especie x se expresa asi:
PGNM, = {PAN™, PAN*}

Y su tamafio en numero de piezas pangendmicas, expresado como:
|[PGNM,| = gm + qu
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2.3 Generacion de pangenomas virales a nivel género

2.3.1 Obtencion de clusteres a nivel género y especie

La generacion de pangenomas virales a nivel de género se centra en el etiquetado de los
clusteres de acuerdo con su distribucion entre las especies que conforman un género. En este
nivel, el objetivo es distinguir entre secuencias compartidas por varias especies del mismo

género y secuencias especificas de una sola especie.

Dado un género g, las secuencias que lo conforman corresponden a distintas especies. Por lo

tanto, el conjunto de secuencias asociadas al género puede expresarse como:
Gy = {SEQ1 4, SEQ24,SEQ3 4, ..., SEQns 4}
donde SEQ; 4 corresponde al conjunto de secuencias de la especie s dentro del género g y

ns representa el nimero total de especies incluidas en dicho género.

Sin embargo, para generar el pangenoma a nivel de género no se utilizan directamente todas
las secuencias originales de cada especie, sino los pangenomas previamente generados a nivel
especie. De esta manera, el conjunto de pangenomas de las especies pertenecientes al género
g se define como:

GENg = {pgnmy g, pgnms g, pgnms,g, ..., PgiiMns,g}
donde pgnm , corresponde al pangenoma de la especie s) dentro del género g, y ns es el

nimero total de pangenomas asociados al género, equivalente al niimero de especies
consideradas.

El primer paso para generar el pangenoma a nivel de género consiste en dividir cada
pangenoma pgnmg , € GENy en k-meros consecutivos de longitud [ = 200, con salto r =
50. Esto produce un sobrelape de 150 nucledtidos entre k-meros consecutivos. De esta forma,
el conjunto GEN, puede representarse como un conjunto de k-meros:

KGEN, = {kmer,?|s = 1,..,ns;v = 1, ..., nk}
donde kmer, 9representa k-meros v generados del pangenoma de la especie s dentro del
género g y nk, corresponde al nimero de k-meros generados para dicha especie.

Al igual que el procedimiento a nivel especie, los k-meros obtenidos a partir de los
pangenomas del conjunto GEN,, se agrupan utilizando CD-HIT 4.8.1 (Fu et al., 2012), con
un umbral de 90% de similitud. Como resultado, se obtienen clusteres de multiples elementos

y clusteres de un solo elemento.

Los clusteres de multiples elementos se definen como:
CMS, ={CM, 4,CM, 4,CMs g, ..., CMypy, 4 }
tal que:
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VCM;; € CMS,,|CM; 4| > 1

Cada cluster CM; 4 esta formado por k-meros que pueden provenir de una o mas especies del
género g. Por ejemplo:
CM; 4 = {kmer,*9, kmer,)*9, ... kmer,, ™}

Um

S, . ., . .
donde cada kmer,"? conserva la informacion de la especie s de la cual proviene.

Para identificar la especie de origen de un k-mero se define la funcion:

sp(kmer,?) = s

De esta forma, el conjunto de especies representadas en un cluster CM; 4 se expresa como:

sp(CM;4) = {sp(km) | km € CM; ,;}

Con base en esta informacion, los clusteres de multiples elementos pueden clasificarse en
clusteres puros y clisteres mixtos. Un clister se considera puro cuando todos sus k-meros
provienen de la misma especie, mientras que se considera mixto cuando contiene k-meros
provenientes de dos o mas especies del mismo género:

CM; 4 es puro si |Sp(CMi,g)| =1
CM; 4 es mixto si |Sp(CMi,g)| >1

Los clusteres puros contienen informacion especifica de una sola especie. Por esta razon,
solo se conserva la secuencia lider de cada cluster puro y esta se incorpora al conjunto de
clusteres especificos de especie, junto con los clusteres de un solo elemento. Esta decision
permite que, cuando dichas secuencias se utilicen como referencia en estudios

metagendmicos, sean tratadas como informacion especifica de una especie.

Por otro lado, los clisteres mixtos contienen k-meros compartidos por dos o més especies
dentro del mismo género. Por lo tanto, estos clusteres se denominan clusteres de género, o

CGSg4, ya que representan informacion compartida a nivel de género.

Los clusteres de un género se definen como:
CGS; ={CG; 4, CG} 4, ..., CGly g
donde cada CG, 4 corresponde a un cluster mixto derivado de CMS,, y cg corresponde al

numero total de clusteres del género obtenidos. El superindice * indica la secuencia
representativa o lider de cada cluster de género.

Las secuencias representativas de los clusteres de genero se obtienen seleccionado la

secuencia lider de cada cluster CG, 4. Para ello se define:
rep(CG;y) = CG{,
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donde CG; ; corresponde a la secuencia representativa o lider del clster CGy.

De esta manera, el conjunto de secuencias representativas de los clusteres de genero se
expresa como:

CGSy = {rep(CGiy) | CG}y € CGegy}
donde CGy representa el conjunto de secuencias compartidas entre especies del mismo

género.

En contraste, los clusteres de un solo elemento y los clisteres puros contienen informacion
especifica de una sola especie. En los clusteres de un solo elemento, la Ginica secuencia del
cluster corresponde directamente a su secuencia representativa. En los clusteres puros, se
conserva unicamente la secuencia lider del cluster.

De esta manera, el conjunto de clusteres especificos de especie se define como:
€SSy, ={CS1,4,CSy g, ., CScq 4 }
donde cada CS; ;4 corresponde a un cluster especifico de especie, ya sea un cluster de un solo

elemento o un cluster puro.

Las secuencias representativas de los clusteres especificos de especie se obtienen

seleccionando la secuencia conservada para cada clister CS; 4. Para ello, se define:
rep(CSiy) = CS;,

donde CS; ,corresponde a la secuencia representativa del clister especifico de especie €Sy

De esta manera, el conjunto de secuencias representativas de los clusteres especificos de
especie se expresa como:
CSS; = {rep(CS;y) | CS;, € CSS,}
equivalentemente:
€SSy ={CSty €S54, CSlyg
donde CSS, representa el conjunto de secuencias especificas de una sola especie dentro del

género g, y cg corresponde al nimero total de clusteres especificos de especie obtenidos en
este nivel.

En conjunto, el pangenoma viral a nivel de género queda representado por dos tipos de
secuencias, las secuencias representativas de clusteres compartidos entre especies del mismo

género, representadas por CGS,, y las secuencias representativas de clusteres especificos de
especie, representadas por CSS,. Esta separacion permite conservar tanto la informacion

comun del género como la informacién particular de cada especie.
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2.3.2 Concatenacion de secuencias representativas a nivel género

Cada secuencia representativa obtenida durante la generacion del pangenoma a nivel de

genero puede expresarse como:
S,
srep;;

donde g indica el género al que pertenece la secuencia representativa, s corresponde a la
especie de origen, j indica la j-ésima pieza del pangenoma pgnm g4, € i indica que es el i-

€simo k-mero obtenido de la pieza pangendmica.

El tipo de secuencia representativa se define mediante la funcion:
: S,9, *

0 si srep;;’ € CGSy

1sisrep;] € CSS,

S.gY _
p(srep; ) =

donde p(srepi qu = 0 indica que la secuencia representativa proviene de un cluster de

género, es decir, de un cluster mixto compartido por dos 0 mas especies del mismo género.
. S, . . . . . ,

En cambio, p(srepi ij = 1 indica que la secuencia representativa proviene de un clister

especifico de especie, ya sea un cluster puro o un cluster de un solo elemento.

Las secuencias representativas se concatenan siempre que sean consecutivas dentro de la
misma pieza pangendmica de origen y pertenezcan al mismo tipo de informacion. Por lo

. . S, S, 1
tanto, dos secuencias representativas srep; J‘.q y srep; +g1 j se concatenan si cumplen las

siguientes condiciones:

. S,9 ] S,g
](Srepi,j = ](srepi+1,j)
S,9 t S,9
srep;; es consecutiva a srep;. ;

p(srep;) = p(srep; ;)

Cuando estas condiciones se cumplen, las secuencias representativas se concatenan
eliminando el sobrelape de 150 nucledtidos generado durante la fragmentacion inicial en -
meros de longitud (I = 200) y salto (r = 50). De esta manera, se reconstruyen fragmentos
mas largos a partir de secuencias representativas consecutivas que provienen de la misma

pieza pangendmica original.

Como resultado de este proceso, se obtiene un conjunto de piezas pangendmicas
concatenadas a nivel de género. Estas piezas conservan la informacion sobre la especie de
origen, la pieza pangenomica de la que derivan y el tipo de cluster del que provienen sus

secuencias representativas.
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El conjunto de piezas pangendémicas generadas a nivel de género se expresa como:
pgnmg, = {pieza}y| s € especies(g);j = 1,...ns;p € {0,1}

S,g
jp
dentro del género g, asociada a la pieza original j del pangenoma de especie pgnmgs 4. El

donde pieza;’; representa una pieza pangenomica concatenada derivada de la especie s,

valor de p indica el tipo de informacion contenida en la pieza:

. {0, si la pieza proviene de secuencias representativas de cldisteres de género
~ | 1,sila pieza proviene de secuencias representativas especificos a especie

Por lo tanto, pgnmg, conserva dos tipos de piezas pangendmicas: aquellas que representan
regiones compartidas entre especies del mismo género y aquellas que representan regiones
especificas de una sola especie. Esta concatenaciéon permite recuperar fragmentos
pangenomicos mas largos, manteniendo la distincion entre informacion comun del género e
informacion especifica de especie.

2.4 Evaluacion y posprocesamiento de los pangenomas generados

2.4.1 lindice de compresién relativa de pangenomas

Para evaluar la cantidad de informacion reducida en los pangenomas generados, se calcula
un indice de compresion relativa. Este indice permite estimar qué proporcion de la
informacion original se conserva después del proceso de generacion de pangenomas, ya sea

a nivel especie o a nivel género.

Utilizando las piezas pangenomicas generadas a nivel de género, el pangenoma del género s

se expresa como:

pgnmg, = {pieza}y| s € especies(g); j = 1,2,..,ns;xp € {0,1}
5.9
jp
dentro del género g, asociada a la pieza original j del pangenoma de especie pgnmgs 4. El

donde pieza;’’ representa una pieza pangenodmica concatenada derivada de la especie s,

valor de p indica el tipo de informacion contenida en la pieza:

_ {0, Si la pieza representa informacion compartida a nivel género
P = 1,Si la pieza representa informacion especifica de especie

El indice de compresion de la especie s se calcula como sigue:

nsy . B
s Y ref01} Z].:i len(pleza;g
s len(SEQ;)
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donde n; es la cantidad total de piezas pangendmicas asociadas a la especie s, len(piezaj-’g

representa la longitud en nucleotidos de la pieza pangenomica j, y len(SEQ;) corresponde a

la longitud total de las secuencias originales de la especie s.

El indice de compresion relativa para el género g se calcula como:

len(pgnmgg)
len(Gg)

donde en(pgnmg,) corresponde a la longitud total del pangenoma generado a nivel género,

ICG, =

calculada como la suma de las longitudes de todas las piezas pangendmicas concatenadas
que lo componen, y len(Gg) corresponde a la longitud total en nucleo6tidos de las secuencias

originales incluidas en el género g.

2.4.2 Cilculo del indice de recuperacion de pangenomas

El objetivo del indice de recuperacion es evaluar la proporcidon de secuencias de prueba que
son reconocidas por un pangenoma generado. Este indice permite estimar qué tan bien el
pangenoma conserva la informacion necesaria para recuperar secuencias provenientes de una
especie determinada.

Para una especie s, el indice de recuperacion se calcula como:

IR, = M

|Nsim|
donde Ng;;,,, corresponde al numero total de k-meros simulados a partir de las secuencias de
prueba de la especie s y Nyqy corresponde al nimero de k-meros simulados que logran

mapear contra el pangenoma generado.
Las secuencias de prueba de la especie s se definen como:

SEQs = {SeQS,l' 5€(s,2,5€(5s,3, - Secls,n}-
donde cada seq ) se divide en k-meros consecutivos de longitud m, con salto r = 50. La

longitud m se define de acuerdo con el sobrelape permitido durante la k-merizacion de las
piezas utilizadas para generar los pangenomas, como se describi6 en la seccion 2.2.1.

De esta forma, el conjunto de k-meros simulados a partir de las secuencias de prueba de la

especie s se expresa como:
SIM(s,m,r) = {kmerjfk | seqsx € SEQs;j =1....m;}
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Donde kmerjfk representa el j-ésimo k-mero generado a partir de la secuencia de prueba
| seqsx y ny corresponde al numero total de k-meros que pueden obtenerse de dicha

secuencia utilizando longitud [ y salto 7.

El nimero total de k-meros simulados se define como:
Ngimp = |SIM (s, m,1)|

Posteriormente, cada k-mero simulado se compara contra el pangenoma generado. El
subconjunto de k-meros que logra mapear contra el pangenoma se expresa como:
MAP;, = {km € SIM(s,m,r) | km mapea contra el pangenoma generaod }

Por lo tanto, el nimero de k-meros recuperados se define como:
Nmap = |MAF|

Valores cercanos a 1 en IR, indican que el pangenoma generado recupera una alta proporcion
de las secuencias de prueba de la especie evaluada, mientras que valores cercanos a 0 indican

una baja recuperacion.

2.4.3 Métricas generales

Para las evaluaciones que involucran clases, especies, géneros o subtipos, se calcularon
métricas generales de desempefio con el objetivo de estimar la capacidad del pangenoma para

reconocer correctamente las secuencias evaluadas.

La precision se calculdé como:
TP

precision = m

La tasa de verdaderos positivos o sensibilidad, se calculé como:
TP

True Positive Rate (TPR) = P + FN

La tasa de falsos negativos se calculé como:

FN
False Negative Rate (FNR) = P+ FN

donde TP representa las predicciones positivas correctas para alguna clase, especie, género
o subtipo determinado; FP corresponde a las predicciones positivas incorrectas; FN

representa los casos positivos reales que no fueron identificados correctamente.

La métrica TPR evalta la proporciéon de positivos reales correctamente identificados,
mientras que FNR refleja la proporcion de positivos reales omitidos durante la clasificacion
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realizada con el pangenoma. Por su parte, la precision indica qué proporcion de las

predicciones positivas realizadas por el pangenoma corresponde a asignaciones correctas.

Capitulo 3 Resultados y discusion

3.1 Indices de compresion para pangenomas generados a nivel especie

Los pangenomas generados a nivel especie presentaron diferentes indices de compresion,
(ICS_s) (seccion 2.4.1), los cuales indican la proporcion de nucledtidos iniciales que fueron
reducidos durante el procedimiento de generacion de pangenomas. En la Figura 3.1 se
muestra la distribucion de estos indices de compresion a través de las 3,897 especies
analizadas, pertenecientes a 608 géneros.
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Figura 3.1 Distribucion del indice de compresion a nivel especie (ICSs). Se muestra la
distribucion del indice de compresion obtenido para los pangenomas generados a nivel
especie. Valores mayores indican una mayor reduccion de redundancia durante la

construccion del pangenoma.

Un total de 580 especies presenté menos del 10% de reduccion de redundancia, lo que
representa el 14.9% del total. En contraste, 3,317 especies, equivalentes al 85.1%, mostraron
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indices de compresion mayores al 10%. Ademads, 1,770 especies presentaron un indice de
compresion mayor o igual al 50%, lo que corresponde al 45.4% del total de especies. Estos
resultados indican que la mayoria de las especies presentd algin grado de reduccion al ser
procesada por el generador de pangenomas, aunque la magnitud de la compresion varid
ampliamente entre grupos. El valor medio de la distribucion fue de 47% de compresion para
las 3,897 especies analizadas.

También se observaron algunos casos extremos. Por ejemplo, las especies Klosneuvirus
KNV1I con 16 secuencias, Pithovirus LCPACI101 con 26 secuencias y Bat kobuvirus con 15
secuencias presentaron un indice de compresion de 0%. Este resultado puede deberse a
diversos factores, incluyendo posibles problemas de anotacion a nivel especie o una elevada
divergencia entre las secuencias agrupadas, ya que el algoritmo de generacion de

pangenomas no detectd similitudes suficientes para reducir la redundancia en estos grupos.

Por otro lado, algunas especies presentaron indices de compresion muy altos. Entre ellas se
encuentran Betainfluenzavirus influenzae con 178,171 secuencias, Gequatrovirus G4 con
368 secuencias y Pistolvirus ichi con 764 secuencias, con indices de compresion de 99%,
98% y 98%, respectivamente. Estos valores sugieren una alta redundancia entre las
secuencias de estas especies, lo que permitio una reduccion considerable durante la
generacion de los pangenomas.

Asimismo, algunos patdgenos de interés presentaron niveles de compresion variables, como
Lentivirus humimdef1 con 22,311 secuencias, Orthopoxvirus monkeypox con 859 secuencias
y Tenuivirus oryzaclavatae (RSV) con 803 secuencias, cuyos indices de compresion fueron
de 64%, 90% y 82%, respectivamente.

En la Figura 3.2 se presenta un diagrama de barras con las 15 especies que mostraron los
indices de compresion mas altos. Esto indica que se trata de especies cuyas secuencias
presentan una identidad intraespecifica elevada. Es importante sefialar que entre estas
especies se incluyen tanto grupos muy numerosos, como Betainfluenzavirus influenzae con
178,171 secuencias e ICS; = 99.5%, como grupos relativamente pequefios, como
Pospiviroid impedichrysanth con 510 secuencias e ICSs = 97.7%. Este contraste sugiere que
el grado de compresion no depende unicamente del numero de secuencias, sino

principalmente de su nivel de similitud intraespecifica.

Para complementar esta observacion, en la Figura 3.3 se muestra un diagrama de barras con
las 15 especies mas numerosas y sus respectivos indices de compresion. En este caso, se
observa que algunas especies grandes, como Enterovirus betacoxsackie con 21,067
secuencias, presentan Unicamente 58.8% de compresion, lo que sugiere una menor similitud

entre sus secuencias de acuerdo con el procedimiento de generacion de pangenomas.
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las 15 especies con los valores mas altos de ICSg, indicando los grupos con mayor reduccion
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muestran las 15 especies con mayor numero de secuencias y sus valores de ICSg, lo que

permite comparar el tamario de cada grupo con su grado de reduccion de redundancia.
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En la Figura 3.4 se muestra un grafico combinado. En la parte superior se presenta un
histograma de la distribucion del indice de compresion a nivel especie (ICS;), mientras que
en la parte inferior se muestra un diagrama de puntos que relaciona el numero de secuencias
de cada especie con su respectivo indice de compresion. En conjunto, la figura permite
observar que las especies con mayor numero de secuencias tienden a presentar indices de
compresion mas altos. Sin embargo, también se identifican especies con pocas secuencias
que alcanzan valores elevados de compresion, lo que indica que el nimero de secuencias no
es el unico factor que influye en la reduccion de redundancia. De manera general, los grupos
mas numerosos presentaron indices de compresion superiores al 50%, lo que sugiere que, en
estos casos, existe suficiente similitud intraespecifica para permitir una reduccion

considerable durante la generacion de los pangenomas.
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Figura 3.4 Numero de secuencias e indice de compresion a nivel especie (ICS). La figura
muestra la distribucion de ICSgy su relacion con el numero de secuencias por especie,
permitiendo comparar el tamario de cada grupo con su grado de reduccion de redundancia.
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3.2 Indices de compresion para pangenomas generados a nivel género

La compresion a nivel género se llevd a cabo siguiendo el procedimiento descrito en la
seccion 2.3. Para un género g, las secuencias de entrada corresponden al conjunto de
pangenomas generados previamente para las especies hijas de dicho género, es decir:

GENg = {pgnmy g, pgnmy g, pgnms,g, ..., Pgiins,qg}
dondepgnmy ; corresponde al conjunto de secuencias del pangenoma de la especie s dentro
del género g y n, representa el nimero total de pangenomas de especies asociados a dicho

género.

El indice de compresion a nivel género se calculd con respecto a la cantidad de nucleo6tidos
presentes en los pangenomas de entrada y se denomind ICG. Este indice se calculd
unicamente para los géneros que contaban con especies asociadas y con pangenomas

generados previamente, de acuerdo con lo descrito en la seccion 2.4.1.

En total, se comprimieron 608 géneros que integran los pangenomas de 3,057 especies con
asignacion de género. Ademas, se identificaron 840 especies sin género asociado, por lo que
sus pangenomas no fueron considerados en este procedimiento de compresion a nivel género.
En la Figura 3.5 se presenta la distribucion de los indices de compresion ICG obtenidos para
todos los géneros analizados.

La mediana del indice ICG fue de 43%. Un total de 249 géneros presentd un indice de
compresion mayor o igual al 50%, lo que representa el 41.0% de los géneros analizados. Por
otro lado, Unicamente 39 géneros presentaron una compresion igual o mayor al 80%,
equivalente al 6.4% del total. Estos resultados muestran que, aunque una proporcion
importante de géneros presentd reduccion de redundancia, los niveles de compresion a nivel

género fueron, en general, menores que los observados a nivel especie.

Algunos géneros, como Quadrivirus con 10 secuencias, Webervirus con 44 secuencias y
Nouzillyvirus con 42 secuencias, presentaron un (ICG) de 0%. Esto indica que los
pangenomas de las especies incluidas en estos géneros son altamente diversos entre si 0 no
comparten similitudes detectables mediante el procedimiento de generacién de pangenomas.
En contraste, géneros como Pegunavirus con 1,154 secuencias, Nerrivikvirus con 426
secuencias y Teseptimavirus con 369 secuencias presentaron indices de compresion de
94.1%, 91.5% y 91.5%, respectivamente.

Debido a que las secuencias de entrada para este procedimiento ya corresponden a
pangenomas previamente reducidos a nivel especie, los indices de compresion esperados a

nivel género son menores. En este andlisis, el valor maximo observado fue de 94.1%,
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correspondiente al indice de compresion a nivel género mas alto obtenido durante el

procedimiento de generacion de pangenomas
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Figura 3.5 Distribucion del indice de compresion para pangenomas generados a nivel
género (ICG). La figura muestra la distribucion del indice de compresion a nivel género
para los 608 géneros analizados. Este indice refleja la proporcion de nucleotidos reducidos
durante la generacion de pangenomas a partir de los pangenomas de las especies hijas de

cada género.

En la Figura 3.6 se presentan los 15 géneros con los indices /CG mas altos. Entre ellos se
incluyen tanto géneros con un gran nimero de secuencias pangendmicas, como Pegunavirus
con 1,154 secuencias e ICG = 94.1%y Leporipoxvirus con 1,501 secuencias e ICG =
90.1%, como géneros con un numero relativamente bajo de secuencias, como Acionavirus
con 91 secuencias e ICG = 86.2%. Estos resultados indican que los pangenomas de las

especies agrupadas en estos géneros presentan una alta similitud intragenérica.

En contraste, en la Figura 3.7 se muestran, en orden ascendente de /CG, los géneros ubicados
entre las posiciones 31 y 45 con los indices de compresion mas bajos. Géneros como
Efquatrovirus con 440 secuencias e ICG = 0.1%y Galvornvirus con 3,224 secuencias e
ICG = 1.2%presentan una cantidad considerable de secuencias, pero indices de compresion
muy bajos, lo que indica una baja similitud entre los pangenomas de las especies que los
componen.
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Figura 3.6 Géneros con mayor indice de compresion a nivel género (ICG). Se presentan

los 15 géneros con los valores mas altos de ICG, correspondientes a los casos con mayor

reduccion de redundancia durante la generacion de pangenomas a nivel género.
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Figura 3.7 Géneros con indices de compresion bajos a nivel género (ICG). Se muestran,

en orden ascendente de ICG, los géneros ubicados entre las posiciones 31 y 45 con los
indices de compresion mas bajos. Estos géneros presentan baja reduccion de redundancia
entre los pangenomas de las especies que los conforman, lo que sugiere una mayor
diversidad intragenérica.
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3.3 Analisis general de indices de recuperacion

El pangenoma generado a partir de 2,048,719 secuencias, distribuidas en 3,897 especies y
608 géneros, se evalué mediante el calculo del indice de Recuperacion por especie (IRy)
descrito en la seccion 2.4.2. A diferencia de los analisis especificos realizados posteriormente
para Influenza A, esta evaluacion se aplic6 de manera global a todas las especies incluidas
en la base de datos original. Su objetivo fue determinar si la version reducida de la base de
referencia conserva la informacion necesaria para recuperar las secuencias representativas de

cada especie.

Para este procedimiento, se generaron secuencias artificiales para las 3,897 especies a partir
de sus secuencias originales. Estas secuencias artificiales corresponden a k-meros de 150
nucleotidos de longitud, generados con un salto de 100 nucle6tidos, como se describe en la
seccion 2.2.1. Posteriormente, los k-meros se mapearon contra indices de rapida navegacion
generados con Bowtie 2 (Langmead & Salzberg, 2012). Para las 3,057 especies con género
asignado, se utilizo el indice construido a partir del pangenoma a nivel de género, descrito en
la seccion 2.3.2. Para las 840 especies sin género asignado, se utilizaron los indices generados

a partir de sus respectivos pangenomas a nivel de especie, descritos en la seccion 2.2.3.

Un IR, cercano a 1 indica que los k-meros simulados a partir de las secuencias originales de
una especie pueden recuperarse utilizando la version reducida del pangenoma
correspondiente. En este contexto, un IR;alto indica que el pangenoma conserva la
informacion necesaria para representar la variabilidad genética contenida en las secuencias
originales de esa especie. Por el contrario, un IRbajo indicaria pérdida de informacion
durante el procedimiento de generacion de pangenomas, debido a que una proporcion de los
k-meros originales no logra recuperarse a partir de la base reducida.

En la Figura 3.8 se muestra la distribucion de los indices de recuperacion para las 3,897
especies evaluadas. La mediana de IR fue de 100%, mientras que los valores minimo y
maximo fueron de 80.96% y 100%, respectivamente. Ademads, se muestran lineas verticales
correspondientes a los primeros cinco deciles, ordenados de forma ascendente segiin IR, con
valores de 99.56%, 99.82%, 99.92%, 99.99% y 100%. Estos resultados indican que, para la
gran mayoria de las especies virales incluidas en la base de datos, el pangenoma permite
recuperar casi la totalidad de los k-meros derivados de las secuencias originales.

Estos resultados muestran que la reduccion de redundancia no implica una pérdida
importante de representatividad gendmica a escala global. Por ello, el Indice de Recuperacion
constituye una métrica util para evaluar la conservacion de informacion en todas las especies

virales incluidas en el pangenoma, y no unicamente en grupos virales particulares. Sin
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embargo, esta métrica debe interpretarse como una evaluacion de recuperacion de
informacion respecto a las secuencias originales, no como una validacion completa del

desempefio taxondémico en muestras metagenoémicas reales.
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Figura 3.8 Distribucion del indice de recuperacion IR para las 3,897 especies originales.
Las lineas verticales indican los primeros cinco deciles, ordenados de forma ascendente

segun el valor de IR;.

En esta tesis, la validacion funcional mas detallada se realizé en Influenza A debido a su
importancia como patdgeno respiratorio de relevancia epidemiologica, a la existencia de
subtipos virales bien definidos y a la disponibilidad de datos gendmicos reales. Ademas, este
virus forma parte de las actividades de vigilancia gendmica desarrolladas actualmente en el
laboratorio, lo que permitié contar con experiencia previa, datos adecuados y un contexto
bioldgico relevante para evaluar la utilidad practica del método. Por esta razon, las siguientes
subsecciones se centran en el analisis de Influenza A como caso de estudio para explorar el
desempefio del pangenoma en un escenario de clasificacion viral mas especifico. La
validacion equivalente en otros grupos virales representa una linea futura de trabajo para
extender la evaluacion practica del método.
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3.4 Generacion de pangenomas de subespecies de Influenza A

El Ademéas de su aplicacion a nivel de especie y género, el algoritmo de generacion de
pangenomas puede adaptarse para identificar secuencias Unicas y dispensables dentro de
grupos de secuencias que pertenecen a una misma especie, siempre que estas cuenten con
anotaciones biologicas o taxonomicas por debajo del nivel de especie. Este enfoque permite
evaluar si la metodologia puede extenderse a escenarios de clasificacion més fina, como

subtipos, serotipos, linajes u otras categorias intraespecificas.

Como caso de estudio, en esta tesis se aplico la metodologia a Influenza A, un virus de alta
relevancia epidemioldgica y sujeto a vigilancia gendmica continua en el laboratorio. Esta
aplicacion corresponde al trabajo principal derivado de esta tesis, presentado en Uscanga
Junco et al., 2025, en el cual el generador de pangenomas se utiliz6 para facilitar la
clasificacion de subtipos de Influenza A. A partir de este desarrollo se propuso K-FluDB,
una base de datos de referencia pangendémica disefiada para conservar secuencias
informativas a nivel de subtipo y reducir la redundancia de las bases de referencia
convencionales.

La base de datos utilizada para la generacion de estos pangenomas se construyo a partir de
895,900 secuencias de Influenza A descargadas de NCBI Virus el 8 de mayo de 2022. Para
crear los pangenomas, se tomaron 30 secuencias aleatorias de 8,998 grupos definidos a partir
de su metadata, considerando el afio de recoleccidon, segmento gendomico y anotacion de
subtipo. Como resultado, el nimero final de secuencias consideradas para la generacion de
pangenomas fue de 81,262. En la Tabla 3.1 se muestra la cantidad de secuencias y
nucleotidos por cada segmento de influenza A en la base de datos de entrada utilizada para
la generacion de pangenomas.

Tabla 3.1 Conteo de secuencias inicial para entrada de pangenoma de Influenza A.

Conteo de secuencias Conteo de nucleétido
Segmento L. L.
iniciales iniciales

1 (PB2) 9,811 21,962,041
2 (PB1) 9,946 22,239,834
3 (PA) 9,868 21,121,062
4 (HA) 11,287 18,222,760
5 (NP) 9,872 14,841,330
6 (NA) 10,478 14,547,376
7 (M1, M2) 10,056 9,902,780
8 (NS1, NEP) 9,944 8,479,502
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El algoritmo de generacion de pangenomas se aplico de manera independiente para cada uno
de los segmentos genémicos de influenza A, con el objetivo de mejorar la diferenciacion de
subtipos. La filosofia general del algoritmo sigue las directrices de la generacion de
pangenomas a nivel de género; sin embargo, en este caso no se utilizan anotaciones interiores
al nivel de especie, sino las anotaciones correspondientes a los subtipos de influenza A.
Actualmente se reconocen 18 subtipos de hemaglutinina (HA) y 11 subtipos de
neuraminidasa (NA), asociados exclusivamente con la clasificacion de los segmentos 4 y 6
del genoma de influenza A, respectivamente.

El procedimiento para la generacion de pangenomas inicia con la generacion de k-meros
(seccion 2.2.1). Aquellos k-meros que contienen nucledtidos ambiguos son eliminados.
Posteriormente, los k-meros se agrupan en clusteres de multiples elementos CMES o clusteres
de un elemento CUES (seccion 2.2.2), y se procede a la concatenacion de k-meros

representativos para generar las piezas pangendmicas (seccion 2.2.3).

La principal diferencia en la generaciéon de pangenomas a nivel de subtipo reside en la
validacion de las piezas pangendmicas Unicas. Debido a que las secuencias iniciales
utilizadas para la generacion de pangenomas estan submuestreadas, es necesario validar que
las piezas pangenomicas Unicas sean realmente especificas de cada subtipo. Para ello, se
utiliza la base de datos completa de influenza A. A partir de estas secuencias se generan k-
meros de 150 nucledtidos de longitud, con un salto de 50 nucledtidos. Estos k-meros se
mapean contra el indice FM del pangenoma de influenza A, construido para Bowtie 2, y se
calcula la huella de mapeo de subtipo o subtype mapping footprint (SMF), de la siguiente
manera:
stype

hits
donde k corresponde al indice de Bowtie 2 asociado a la pieza pangendmica pang, t es el

SMF,, =

subtipo asociado a dicha pieza pangendmica, hits corresponde al nimero total de k-meros
que mapean contra pang, y stype corresponde al nimero de k-meros que mapean contra
pang y que, ademads, pertenecen al subtipo t.

Si una pieza pangendmica mantiene una huella de mapeo de subtipo (SMF )mayor o igual al
95%, se conserva como una secuencia especifica de ese subtipo. En caso contrario, la pieza
pangenomica se clasifica como dispensable, debido a que su sefial de mapeo se distribuye
entre varios subtipos, y se utiliza inicamente como referencia general para Influenza A. Es
importante sefialar que este umbral no corresponde al criterio de redundancia utilizado para
la generacion de las piezas pangendmicas, el cual se establecido en 90%, sino a un criterio
posterior de consistencia taxondmica. El valor de 95% se eligi6 como un punto de corte

conservador para permitir una proporcion baja de asignaciones discordantes, de hasta 5%,
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atribuibles a ruido en la anotacidon taxonomica de las secuencias originales. Durante la
revision exploratoria de las huellas de mapeo, se observo que algunas piezas con una senal
dominante para un subtipo presentaban una fraccion muy baja de mapeos asociados a otros
subtipos, lo cual era mas compatible con posibles inconsistencias de anotacién que con una

sefal bioldgica compartida entre subtipos.

Por esta razon, exigir una SMF de 100% habria descartado piezas altamente especificas
afectadas por un nimero reducido de anotaciones discordantes. En contraste, utilizar un
umbral menor al 95% podria aumentar el riesgo de clasificar como especificas de subtipo
piezas que en realidad son compartidas entre varios subtipos. Asi, el umbral de 95% se utilizo
como un criterio operativo para conservar piezas con una sefal taxondmica claramente
dominante, minimizando al mismo tiempo la incorporaciéon de regiones ambiguas como

especificas de subtipo.

El procedimiento de generacion de pangenomas se realizé en tres modalidades para influenza
A, considerando tamafos de k-mer de 75, 150 y 300 nucleotidos, que corresponden a
longitudes comunes en plataformas de secuenciacion. En la Tabla 3.2 se muestran los indices
de compresion calculados con respecto al pangenoma completo, que incluye piezas unicas y
dispensables, asi como con respecto a la fraccion Unica del pangenoma, integrada tinicamente

por piezas especificas de subtipo.

Tabla 3.2 Indices de compresion de los pangenomas de influenza A generados con k-meros
de 75, 150 y 300 pares de bases. Se muestran los valores calculados para el pangenoma

completo y para la fraccion unica especifica de subtipo.

Tipo de pangenoma Conteo secs Conteo nt IC
Base de datos de entrada 81,262 131,316,685 -

completo 22,765 4,373,590 96.67%

75 pb
unico 10,008 2,273,708 98.27%
completo 15373 4,412,173 96.64%

150 pb
unico 6705 2,196,255 98.33%
completo 8273 3,788,073 97.11%

300 pb
unico 3592 1,828,642 98.60%

En la Tabla 3.3 se presenta el conteo detallado de nucleodtidos para todas las versiones del
pangenoma de influenza A, generadas con k-meros de 75, 150 y 300 nucleétidos, para cada
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uno de los segmentos gendémicos. Esta tabla permite observar el porcentaje de nucleotidos
necesarios para clasificar informacion a nivel de subtipo después del procedimiento de
generacion de pangenomas, en comparacion con el conteo inicial de nucledtidos. Para los
segmentos 4 y 6, Unicamente el 6.61% y 5.64% de los nucleodtidos, respectivamente,
representan el tamafio del pangenoma con respecto a la cantidad de nucledtidos en las
secuencias iniciales de dichos segmentos, que corresponden a 18,222,760 y 14,547,376
nucleotidos. Estos segmentos son los mas variables y presentan los conteos de nucleotidos
mas altos en comparacion con los demas segmentos, lo cual es consistente con el papel de
HA y NA en la infectividad viral y la evasion del sistema inmune (Bhatt et al., 2011; Poon,
2024; Uscanga Junco et al., 2025).

Tabla 3.3 Desglose de las versiones del pangenoma de Influenza A generadas para
diferentes tamarios de k-mero. Se incluyen las versiones de 75, 150 y 300 pares de bases,

asi como informacion especifica para cada segmento genomico.

7 (M1, | 8(NSI,

Segmentos 1(PB2) | 2(PB1) @ 3 (PA) 4 (HA) 5 (NP) 6 (NA) M2) NEP)
# Inicial de secuencias 9,811 9,946 9,868 11,287 9,872 10,478 10,056 9,944
# Inicial de nucleotidos 21,962,041 22,239,834 21,121,06 18,222,760 14,841,330 14,547,376 9,902,780 (8,479,502
#secs | 3,474 2,818 2,840 103 1,839 116 720 847
dispensable g | 574550 447300 451200 27325 309275 | 24500 | 112,150 | 140,825
n
75 ob (2.62%) | (2.01%) | (2.14%) | (0.15%) | (2.08%) | (0.17%) | (1.13%) (1.66%)
p
#secs 219 141 144 5,316 137 3,895 58 98
tinico ot 55,875 | 34,275 @ 40,050 1,237,450 30,475 | 836,375 @ 11,650 | 17,550
n
(0.25%) | (0.15%) | (0.19%) | (6.79%) | (0.21%) | (5.75%) | (0.12%) | (0.21%)
#secs | 2312 1,978 1,920 71 1,300 62 477 546
dispensable ant 603,350 | 487,050 | 484,700 | 26,000 | 330,950 | 19,050 | 114,700 | 139,400
n
150 (2.75%) | (2.19%) | (2.29%) | (0.14%) | (2.23%) | (0.13%) | (1.16%)  (1.64%)
pb #secs 146 87 72 3,613 64 2,627 36 60
tinico ot 53,850 | 31,600 = 32,650 1,204,350 20,400 | 820,000 @ 10,600 | 16,100
n
(0.25%) | (0.14%) | (0.15%) | (6.61%) | (0.14%) | (5.64%) | (0.11%)  (0.19%)
#secs | 1,235 1,197 978 41 683 35 245 267
dispensable ant 531,600 | 482,850 | 409,750 | 21,300 | 284,650 | 16,250 | 97,350 | 111,000
n
300 242%) | (2.17%) | (1.94%) | (0.12%) | (1.92%) | (0.11%) | (0.98%)  (1.31%)
pb #secs 67 49 32 1946 29 1,432 16 21
tinico dnt 36,900 | 29,100 = 26,100 1,006,950 14,450 | 693,100 @ 8,250 | 10,200
n
0.17%) | (0.13%) | (0.12%) | (5.53%) | (0.10%) | (4.76%) | (0.08%)  (0.12%)
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En la Figura 3.9 se evalua la calidad de la clasificacion local de los pangenomas para
diferenciar los subtipos de influenza A, considerando los 18 subtipos de hemaglutinina (HA)
y los 11 subtipos de neuraminidasa (NA). Para ello, se utilizaron la tasa de verdaderos

positivos (true positive rate, TPR) y la tasa de falsos positivos (false positive rate, FPR).

En las Figuras 3.9a y 3.9b se observa que los valores de TPR se concentran en la diagonal,
lo que indica una clasificacion precisa de los subtipos evaluados. En contraste, los valores de
FPR fuera de la diagonal reflejan asignaciones incorrectas entre subtipos. La baja proporcion
de estos valores fuera de la diagonal indica una alta precision del pangenoma para identificar
los subtipos de influenza A.

A 100
Y 0.01 | 000 000 | 0.00 000 | 0.o0 | 000 000 | 030 000 | 000 | 000 000 | 0.00 000 | 0.00
H2 100.00 [IREH 0.00 | 0.00 000 | 0.00
H3 0.00 | 0.00 000 | 0.00
Ha 0.00 | 0.00 000 | 0.00 80
H5 0.00 | 022 000 | 0.00
H6 0.00 | 0.0 000 | 0.00
H7 0.00 | 0.60 000 | 0.00
§ H8 0.00 | 0.00 000 | 0.00 60
.‘?'; Ho 0.00 | 0.00 000 | 0.00
B H10 0.00 | 0.00 000 | 0.00
=2
2 H1 0.00 | 0.00 000 | 0.00 0
H12 0.00 | 0.00 000 | 0.00
H13 0.00 | 0.11 000 | 0.00
H14 fO] 0.00 | 0.00 000 | 0.00
H15| 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 000 | 0.00 0.00 | 0.00 | 000 0.00 | 0.00 000 | 0.00 20
H16{ 0.00 0.00 | 0.00 | 000 000 | .00 0.00 | 0.00 | 000 000 | 0.00 000 | 0.45
H17{ 0.00 0.00 | 0.00 | 000 000 | 0.00 0.00 | 0.00 | 000 000 | 0.00 000 | 0.00
H18{ 0.00 0.00 | 0.00 | 000 000 | 0.00 0.00 | 0.00 | 000 000 | 0.00 000 | 0.00
H1 H2 H3 Ha H5 H6 H? H8 H9 Hio  Hi1  H1z  HI3  H14 HiI5  Hi6 H17  His 0
B) 100
N1 0.04 0.00 0.00 0.00
N2 0.07 0.00 0.00 0.00
N3 0.00 0.05 0.00 0.00 go
N& 0.00 0.00 0.00 0.00
2 N5 0.14 0.11 0.00 0.00 60
)
2 N6 0.07 0.05 0.00 0.00
2
E N7 0.00 40
N8| 0.00 0.00 0.06 0.55 0.00 0.03
N9|  0.00 0.00 0.06 0.00 0.18 0.00 2
N1O|  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
N1l  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 Ng N9 N10 N1l 0

Predicted subtype

Figura 3.9 Matrices de confusion basadas en TPR y FPR para la clasificacion especifica
de subtipos de influenza A. A) Clasificacion de subtipos HA en el segmento 4,
correspondiente a hemaglutinina. B) Clasificacion de subtipos NA en el segmento 6,

correspondiente a neuraminidasa.
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Para los subtipos HA, la mediana de TPR fue de 99.77%, mientras que para los subtipos NA
se alcanz6 una mediana de TPR de 99.4%. En conjunto, estos resultados muestran la robustez

general del pangenoma para la clasificacion local de los subtipos de influenza A.

3.5 Evaluacion de pangenomas a nivel subespecie de influenza A con
secuencias desconocidas

Para evaluar estos pangenomas se utilizaron dos bases de datos de prueba independientes:
una compuesta por secuencias nuevas de Influenza A y otra integrada por secuencias clinicas
de Influenza A confirmadas por PCR. La primera base de datos incluyd secuencias de
Influenza A obtenidas entre el 9 de mayo de 2022 y el 28 de mayo de 2024. Estas secuencias
no formaron parte de los grupos de entrada utilizados para la generacion de los pangenomas,
por lo que representan un conjunto independiente para evaluar la capacidad del pangenoma
de identificar secuencias nuevas de Influenza A. En la Tabla 3.4 se muestra el desglose

detallado de las tres partes que conforman esta base de datos de secuencias nuevas.

Tabla 3.4 Resultados del mapeo de secuencias recientes contra los indices del pangenoma

completo y del pangenoma de subtipos de Influenza A.

K-meros mapeados to K-
Base de Conteo inicial P Hx Nx
datos FluDB (IR%)
de Num de . k-meros mapeados |k-meros mapeados
prueba k-meros | completo unico
secs (TPR%) (TPR%)
7,865,521 2,017,726
Inf A 261,104 | 7,903,883 - -
(99.51%) (25.52%)
H5 N1
645,027 168,502
H5N1 21,333 647,036 98,595 69,907
(99.69%) (26.04%)
(100.00%) (100.00%)
H9 N2
121,539 34,788
HI9N2 4,151 126,227 23,005 11,199
(96.28%) (27.56%)
(97.52%) (100.00%)

En conjunto, se generaron 7,903,883 k-meros a partir de 261,104 secuencias. Al mapear estos
k-meros contra el pangenoma completo, se obtuvo un indice de recuperacion de 99.51%, lo
que indica una alta capacidad para reconocer secuencias de Influenza A. En contraste, el
mapeo contra el pangenoma de subtipos, conformado tnicamente por los segmentos 4 y 6,
produjo una recuperacion de 25.52%. Esta diferencia es esperada, ya que este pangenoma
contiene Unicamente regiones informativas para la identificacion de subtipos y no representa
de manera completa todos los segmentos del genoma viral. Por lo tanto, estas anotaciones
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permiten identificar secuencias de Influenza A, pero no necesariamente estan asociadas con

un subtipo especifico.

Para el andlisis especifico de secuencias asociadas con subtipos definidos, se utilizaron
21,333 secuencias de Influenza A H5N1, a partir de las cuales se generaron 647,036 k-meros,
y 4,151 secuencias de Influenza A HON2, que produjeron 126,227 k-meros. Los indices de
recuperacion contra el pangenoma completo fueron de 99.69% para H5N1 y 96.28% para
HON2, lo que confirma que ambas bases de datos fueron clasificadas correctamente como
secuencias de Influenza A.

Al mapear estas secuencias contra el pangenoma de subtipos de los segmentos 4 y 6, los
indices de recuperacion disminuyeron a 26.04% para HSN1 y 27.56% para HON2. Esta
reducciodn se explica porque el pangenoma de subtipos estd constituido inicamente por piezas
especificas que permiten distinguir los subtipos de hemaglutinina y neuraminidasa, y no por
regiones conservadas o compartidas por todas las secuencias de Influenza A. A pesar de esta
menor recuperacion global, las métricas de TPR mostraron una clasificacion precisa de los
subtipos: 100% para HS5, 97.52% para H9, 100% para N1 y 100% para N2. Estos resultados
indican que el mapeo con Bowtie 2 contra el pangenoma de subtipos permite identificar de
manera eficiente los subtipos correctos de Influenza A.

Los pangenomas de subtipos de Influenza A fueron evaluados con 18 muestras clinicas
confirmadas por PCR, identificadas como HIN1 (muestras 1-9) y H3N2 (muestras 10-18).
Estas muestras se mapearon contra el pangenoma completo de Influenza A, conformado por
piezas unicas y dispensables, y contra los pangenomas de los segmentos 4 y 6,
correspondientes a hemaglutinina (H) y neuraminidasa (N), respectivamente. Estos ltimos
pangenomas fueron utilizados como predictores de subtipo, ya que los segmentos 4 y 6 son
los empleados para la nomenclatura de los subtipos de Influenza A. En contraste, los
pangenomas de los segmentos 1, 2, 3, 5, 7 y 8 no se consideran para dicha nomenclatura,
aunque también contienen piezas Unicas informativas (Uscanga Junco et al., 2025). En la
Tabla 3.5 se muestran los resultados de tipado obtenidos para las 18 muestras clinicas.

Los indices de recuperacion (IR) contra el pangenoma completo de Influenza A en las 18
muestras clinicas oscilaron entre 74.93% y 96.24%. Estos valores indican la proporcion de
material genético de Influenza A recuperado en cada muestra mediante el mapeo contra el
pangenoma completo. En contraste, los IR obtenidos contra el pangenoma de subtipos fueron
considerablemente menores, con valores entre 7.10% y 17.85%. Esta disminucion es
esperada, debido a que el pangenoma de subtipos contiene unicamente piezas diferenciables
entre los subtipos H y N, y no regiones compartidas por todo el genoma de Influenza A.
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Tabla 3.5 Resultados del mapeo y tipado de 18 muestras clinicas reales de Influenza A.

K-meros mapeados a K

: Subtipo Hx Subtipo Nx

. - |Reads Tipo FluDB (IR%) P P

e muestra | . por .
iniciales Unico |K-meros mapeados K-meros mapeados
PCR Completo ]
sbutipos (TPR%) (TPR%)

01020866UIMY | 144500 | HiNn1 | 17173 11,514 H1 N1
(81.09%) | (7.97%) | 5.439(99.32%) | _6.032(99.90%)

01021509UIMY | 225222 | HIN1 | 209:628 | 27,805 Hl NI
(93.08%) | (1235%) | 9.447(99.17%) | 18,263 (99.91%)

01021641UIMY | 264,008 | HIN1| 242483 | 44971 HI NI
(91.82%) | (17.03%) | 17.284(99.60%) | 27.611(99.97%)

01021651UIMY | 278,589 | HiN1 | 200:290 | 47.879 HI NI
(95.59%) | (17.19%) | 18.242 (99.45%) | 29.527(99.97%)

01021863UIMY | 222,012 | HINI | 166351 15,756 Hl Ll
(74.93%) | (7.10%) | 5.100(99.53%) | 10.624 (99.92%)

01021899UIMY | 258,869 | HINI | 240:944 | 44,805 Hl L
(93.08%) | (1731%) | 14.187(99.27%) | 30.501 (99.96%)

01022143UIMY | 259288 | HiN1| 241323 | 34246 HI NI
(93.07%) | (1321%) | 10.955 (99.48%) | 23.227 (99.97%)

01024183UIMY | 124,584 | HINI | 116:286 | 20,186 Hl b
(93.34%) | (1620%) | 8.180(99.71%) | 11.974 (99.93%)

01024536UIMY | 332,814 | HIN1 | S15:018 | 56,980 Hl N1
94.65%) | (17.12%) | 19.626 (99.41%) | 37218 (99.95%)

01000123UIMY | 144,024 | H3N2 | 133153 | 24,030 H3 N
(92.45%) | (16.68%) | 9.608 (100.00%) | 14.422 (100.00%)

01006970UIBMZ| 152,089 | m3N2 | 138:084 | 24,470 H3 N2
(90.79%) | (16.09%) | 9.705 (100.00%) | 14.765 (100.00%)

01006974UIBMZ| 178,142 | H3N2 | 171435 | 28,087 H3 N2
(96.24%) | (15.77%) | 10.003 (100.00%) | 18.084 (100.00%)

01006991UIBMZ| 144,521 | m3N2 | 129424 | 18,699 H3 N2
(89.55%) | (12.94%) | 6,985 (100.00%) | 11.714 (100.00%)

01009323UIBMZ| 190406 | H3N2 | 179:690 | 33,994 H3 N2
(9437%) | (17.85%) | 13312 (100.00%) | 20.682 (100.00%)

01017109UIMY | 223361 | H3N2 | 191684 | 27533 H3 N2
(85.82%) | (12.33%) | 10.794 (100.00%) | 16,739 (100.00%)

01040096CIBIN | 441202 | H3N2 | 406,680 | 60,308 H3 N2
(92.18%) | (13.67%) | 22.534 (100.00%) | 37.774 (100.00%)

01113643LCE | 175407 | H3N2 | 198335 | 24,505 H3 N2
(90.38%) | (13.97%) | 8.139(99.99%) | 16.365 (100.00%)

01122196LCE | 378,982 | H3N2 | S4%136 | 38,227 H3 N2
(90.28%) | (10.09%) | 16212 (99.99%) | 22.013 (100.00%)

Al evaluar los subtipos

sugeridos por el pangenoma, el TPR para el segmento 4,

correspondiente al subtipo H, vari6 entre 99.17% y 100%, mientras que para el segmento 0,

correspondiente al subtipo N, oscild entre 99.90% y 100%. Estos valores indican una alta

sensibilidad para identificar correctamente los subtipos H1, H3, N1 y N2 en las muestras

clinicas evaluadas. En conjunto, estos resultados respaldan la capacidad del algoritmo de
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generacion de pangenomas para identificar piezas unicas a nivel de subtipo y utilizarlas de

manera eficiente para el tipado de Influenza A.

3.6 Analisis comparativo de K-FluDB, RefSeq e INSaFLU para la
identificacion de subtipos de Influenza A

El pangenoma de Influenza A, denominado K-FluDB, fue comparado con la base de datos
de referencia RefSeq (Goldfarb et al., 2025) y con la herramienta INSaFLU (Borges et al.,
2018) para la clasificacion de muestras de influenza (Tablas 3.6 y 3.7). Para esta comparacion
se utilizaron reads simulados obtenidos a partir de secuencias de Influenza A disponibles en
NCBI Virus. Tanto K-FluDB como RefSeq fueron evaluados mediante mapeo con Bowtie 2,
mientras que INSaFLU fue utilizada de acuerdo con su estrategia de analisis basada en el
ensamblaje de reads y la clasificacion a partir de contigs.

Tabla 3.6 Comparativa de la deteccion de subtipos H en el segmento 4 entre las
plataformas K-FluDB, RefSeq e INSaFLU.

Subtipo | Num. |Num. de k-meros mapeados Subtipos identificados

original | de secs | k-meros Refseq Pangenoma Refseq Pangenoma  [INSaFLU
H1 40,394| 560,759| 363,804 (64.9%) | 55,0260 (98.1%) H1, H3 H1, H3, H11 H1
H2 702|  10,678] 2,514 (23.5%) | 10,442 (97.8%) H2 H2,H3| H2, H3
H3 40,258 538,189 404,961 (75.3%) | 525,758 (97.7%) | H3, H1, H5|H3, H1, H4, H7, HS H3, H1
H4 2,118 33,021 0 32,632 (98.8%) _ H4 H4
H5 6,834| 101,550 60,776 (59.9%) | 96,999 (95.5%) Hs, H1| HS, H3, HIO, H}f; H5
H6 1,930 29,541 0 28,580 (96.8%) - H6 H6
H7 3,245 50,672| 25,286 (49.9%) | 49,707 (98.1%) H7 H7, H10, H3 H7
H8 188 2,864 0 2,835 (99.0%) - H8 -
H9 4,337|  65,355| 13,174 (20.2%) | 63,326 (97.9%) - H9 H9
H10 1,269 19,794 0 19,338 (97.7%) -| H10,HI1, H3, PIIJIA’ H10, H11
HI11 679 10,650 0 10,202 (95.8%) - HI11, H10 HI11
HI12 233 3,673 0 3,618 (98.8%) - HI12, HI11 HI12
H13 525 8,500 0 8,144 (95.8%) - H13, H3, H16 H13
H14 28 447 0 445 (99.8%) - H14 H14
H15 20 330 0 329 (99.7%) - H15 -
H16 275 4,472 0 4,334 (96.9%) - H16, H13| H16, H13
H17 3 51 0 50 (98.0%) - H17 -
H18 2 34 0 34 (100%) - H18 -
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K-FluDB mostr6é una mayor sensibilidad en ambos segmentos analizados (Tablas 3.6 y 3.7).
Para los subtipos H, correspondientes al segmento 4, K-FluDB obtuvo porcentajes de mapeo
entre 95.5% y 100%. Para los subtipos N, correspondientes al segmento 6, los porcentajes de
mapeo oscilaron entre 92.31% y 100%. En contraste, los mapeos contra RefSeq presentaron
un rendimiento menor. Esto puede explicarse por el disefio compacto y no redundante de
RefSeq, que, aunque resulta util como base de referencia general, puede limitar la
recuperacion de la diversidad especifica de subtipos de Influenza A. Por su parte, INSaFLU
pudo detectar varios subtipos; sin embargo, su salida no proporciona el mismo nivel de
detalle sobre la calidad de los alineamientos, ya que su clasificacion se basa principalmente
en contigs derivados del ensamblaje de los reads.

Tabla 3.7 Comparativa de identificacion de subtipos H entre K-FluDB, RefSeq e INSaFlu.

Subtipo| Num. Num. k-meros mapeados Subtipos identificados
original| de secs ;Zrko-s Refseq Pangenoma | Refseq Pangenoma INSaFLU
N1 30,870| 382,408(252,511 (66.03%) | 369,604 (96.65%) | N1, N2 N1, N2, N4, N8 N1, N4
N2 30,427| 386,313|291,344 (75.42%) | 368,182 (95.31%) | N2, N1 | N2, N1, N6, N8, N3 N2, N1
N3 1,624| 21,103| 594 (2.81%) 20,578 (97.51%) | N2, N9 | N3, N2, N6, N9, N7 N3, N2
N4 371 4,775 0 4,688 (98.18%) - N4, N5, N2 N4
N5 576| 7,435 4 (0.05%) 7,260 (97.65%) N9 |N5,N§, N9, N1, N6, N2| NS5, N8
N6 2,912 37,717 1 (0.00%) 36,738 (97.40%) N9 N6, N8, N9, N3 N6
N7 1,115 14,202 0 13,980 (98.44%) - N7 N7
N8 2,806| 36,453 0 35,116 (96.33%) - N8, N4, N6, N3 N8
N9 1,886 24,056| 16,740 (69.59%) | 23,512 (97.74%) N9 N9, N8, N7, N5, N3 N9
N10 3 39 0 36 (92.31%) - N10 -
NI 2 26 0 26 (100%) - NI ;

En algunos casos particulares, K-FluDB permiti6 identificar coincidencias con subtipos
adicionales de H y N. Por ejemplo, en secuencias de aves originalmente anotadas como H1,
se detectaron coincidencias con el subtipo H10. Estos resultados fueron revisados mediante
alineamientos locales con BLAST BLAST (Altschul et al., 1990), los cuales mostraron que
dichas secuencias estaban incorrectamente anotadas como HI. Este resultado resalta la
utilidad de K-FIuDB no solo para la identificacion de subtipos, sino también como una
estrategia para detectar posibles inconsistencias en la anotacion de secuencias de referencia
pudiendo ser potencialmente utilizada como una herramienta en el control de calidad de las
anotaciones.
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A lo largo del andlisis también se detectaron multiples subtipos en algunas muestras, lo que
podria sugerir la presencia de coinfecciones, sefiales compatibles con reagrupamiento viral o
diferencias en la anotacion original de las secuencias. Estos escenarios son relevantes en
Influenza A, un virus con genoma segmentado en el que la coinfeccion de una misma célula
por diferentes virus puede favorecer eventos de reagrupamiento genético (Lowen, 2017). En
las Tablas 3.6 y 3.7 se muestran los k-meros originalmente identificados para cada subtipo,
asi como los resultados de clasificacion obtenidos con K-FluDB, RefSeq e INSaFLU para
los subtipos H y N, respectivamente.

3.7 Analisis de subtipos de Influenza A en muestras genémicas reales
del periodo pospandémico en México.

Dentro de los resultados de esta tesis, K-FluDB fue aplicado a datos gendmicos reales en un
estudio de vigilancia gendmica, articulo en el cual el estudiante es coautor (Taboada et al.,
2026). En dicho estudio se analizaron 1,041 muestras genémicas provenientes de casos
confirmados de Influenza A, correspondientes a los subtipos H1, H3, N1 y N2. El objetivo
del trabajo fue analizar la evolucidon epidemioldgica, gendmica y evolutiva de los patrones
de circulacion de Influenza A en México entre 2018 y 2023, con énfasis particular en el
periodo pospandémico comprendido entre junio de 2022 y junio de 2023. Los reads fueron
obtenidas mediante la plataforma Illumina NextSeq 500, en modalidad de secuenciacion
pareada de 2 x 150 pb.

En este analisis, K-FluDB (Uscanga Junco et al., 2025) fue utilizada como base de datos de
referencia para confirmar los subtipos de Influenza A identificados en las muestras. Para ello,
se empled Bowtie 2.3.4.4 (Langmead & Salzberg, 2012) para generar los indices y realizar
el mapeo contra los pangenomas unicos de los segmentos 4 y 6, correspondientes a
hemaglutinina (H) y neuraminidasa (N), respectivamente. A diferencia de las evaluaciones
realizadas con secuencias completas o reads simulados, este analisis permitid evaluar el
desempeiio de K-FIuDB en datos reales de secuenciacion, los cuales pueden presentar

variacion en la cobertura, calidad de los reads y proporcion de material viral recuperado.

En la Tabla 3.8 se presenta un resumen de los subtipos identificados a partir de los reads que
mapearon contra el pangenoma. Los resultados muestran que las coincidencias obtenidas
para el segmento 4 correspondieron a los subtipos esperados H1 y H3, mientras que las
coincidencias para el segmento 6 correspondieron a los subtipos esperados N1 y N2. No se
detectaron subtipos discordantes de H o de N, lo que concuerda con lo esperado para el
conjunto de muestras analizado y confirma la consistencia del pangenoma para la

identificacion de subtipos en muestras clinicas.
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Tabla 3.8 Subtipos de Influenza A identificados en 1,041 muestras genomicas reales
mediante K-FluDB.

Subtipos H H1 H3 TOTAL
Conteo reads 689,071 | 5,757,534 6,446,605
% 10.69 89.31
Subtipos N N1 N2 TOTAL

Conteo read | 1,185,973 | 9,805,023 10,990,996
% 10.79 89.21

Estos resultados respaldan el uso de K-FluDB como base de referencia para la confirmaciéon
de subtipos de Influenza A en datos genomicos reales. Ademas, demuestran que los
pangenomas unicos de los segmentos 4 y 6 pueden ser aplicados en estudios de vigilancia
gendmica para apoyar la identificacion de subtipos circulantes, incluso cuando se trabaja con
reads provenientes de muestras clinicas y no unicamente con genomas completos o datos

simulados.

3.8 Disponibilidad de recursos

El codigo base utilizado para la generacion de pangenomas se encuentra disponible en el
siguiente repositorio:
https://github.com/usjunco/pangen

La base de datos reducida para la identificacion de subtipos de Influenza A esta disponible
en Zenodo:
https://zenodo.org/records/17203072

Este repositorio incluye las versiones de 75, 150 y 300 nucleotidos, disefiadas para ser
utilizadas como bases de datos de referencia con reads de diferentes tamarfios, de acuerdo con
la plataforma o estrategia de secuenciacion empleada.

El pangenoma general de Influenza A, optimizado para datos generados con instrumentos de
secuenciacion de 150 pares de bases, se encuentra disponible en Zenodo:
https://zenodo.org/records/20533147
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Capitulo 4 Conclusiones

Las bases de datos de referencia cobran cada vez mayor importancia en los pipelines
metagendmicos, ya que constituyen el punto de comparacion para determinar qué organismos
se encuentran presentes en una muestra a partir del analisis de su material genético. Por ello,
es fundamental considerar que la calidad de las secuencias de referencia influye directamente
en la veracidad de los resultados obtenidos. En este sentido, garantizar la precision,
actualizacion y correcta anotacion de los genomas de referencia es una tarea indispensable

para la seleccion y aplicacion de cualquier pipeline bioinformatico (Marti et al. 2025).

El procedimiento de generacion de pangenomas propuesto en esta tesis permite analizar
grupos de secuencias virales y obtener una representacion reducida de ellas, conservando al
mismo tiempo su anotacidon taxondémica a nivel de especie y género. Esta funcionalidad es
relevante porque, cuando una lectura presenta similitud con una regidon conservada entre
especies del mismo género, no siempre es posible asignarle directamente una taxonomia a
nivel de especie. En estos casos, se requieren procedimientos adicionales, como el analisis
de ancestro comun o estudios de abundancia, para determinar la o las especies que describen
con mayor precision la taxonomia de dicha lectura. Sin embargo, estos procedimientos
implican un costo computacional adicional, que puede minimizarse mediante el uso de
secuencias de referencia mas informativas y mejor estructuradas para la anotacion

taxondmica.

La reduccion de redundancia a nivel de especie permitio generar pangenomas de referencia
para virus de importancia médica, tales como Lentivirus humimdef] —VIH—,
Alphainfluenzavirus influenzae —Influenza A— y Orthopneumovirus hominis —virus
sincitial respiratorio—, los cuales presentaron indices de compresion a nivel especie de
64.4%, 95.2% y 98.19%, respectivamente. Estas versiones compactas permitieron recuperar
al menos el 99.12% de los k-meros derivados de las secuencias originales. Ademas, la
mediana de recuperacion de 100% observada en las 3,897 especies evaluadas indica que la
reduccion del tamafio de las bases de referencia no compromete, en términos generales, la
recuperacion de regiones derivadas de las secuencias originales. Estos resultados respaldan
que la metodologia conserva informacion relevante para la recuperacion de lecturas y para

su posible uso en tareas de anotacion taxondmica en andlisis gendmicos y metagendmicos.

La generacion de pangenomas a nivel de género permitid identificar regiones compartidas y
regiones exclusivas entre especies de un mismo género. La presencia de piezas pangendmicas
dispensables, compartidas entre dos 0 mas especies, permite reconocer regiones que no son
suficientemente informativas para una asignacion taxondémica a nivel de especie y que, por
lo tanto, deben asociarse a un nivel superior, como el género. Un ejemplo importante fue el
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género Pegunavirus, cuyo pangenoma contiene secuencias unicas que permiten diferenciar
cuatro especies: Pegunavirus Suffolk, Pegunavirus Pgl, Pegunavirus oline y Pegunavirus
soto. Este resultado muestra que los pangenomas no solo reducen redundancia, sino que

también organizan la informacion gendémica de acuerdo con su valor taxondémico.

La generacion de pangenomas a nivel subespecifico sigue una logica similar a la empleada
para los pangenomas a nivel de género, pero se orienta a obtener secuencias unicas que
permitan diferenciar anotaciones mas especificas, como los subtipos de Influenza A. Este
virus se utilizé como caso de estudio debido a su importancia epidemioldgica, a la existencia
de subtipos bien definidos, a la disponibilidad de datos genémicos reales y a que actualmente
forma parte de las actividades de vigilancia genémica desarrolladas en el laboratorio. En este
contexto, la base de datos pangendmica K-FluDB permitio evaluar la utilidad del método en

un escenario de clasificacion viral mas fino.

Al comparar el pangenoma de Influenza A con RefSeq e INSaFlu, los resultados mostraron
una mayor sensibilidad para la identificacion de subtipos, incluyendo subtipos que no fueron
recuperados con las bases o herramientas comparadas, como H15, H17, H18, N10 y N11.
Ademas, un resultado especialmente relevante fue la identificacion de secuencias de aves
anotadas originalmente como H1, pero clasificadas por el pangenoma como H10. Este caso
muestra que el enfoque propuesto no solo puede utilizarse para clasificar secuencias, sino
también como una herramienta de control de calidad de anotaciones, al detectar posibles
inconsistencias taxonomicas en las bases de datos de referencia. Por lo tanto, los pangenomas
virales pueden contribuir no solo a la clasificacion metagendmica, sino también a la curacién

y revision de bases de datos gendmicas.

Finalmente, las anotaciones realizadas con 1,041 muestras gendmicas reales y 18 muestras
clinicas confirmadas como HIN1 y H3N2 demostraron la viabilidad de los pangenomas
como secuencias de referencia para la anotacion taxondémica. En conjunto, los resultados de
esta tesis demuestran que la generacion de pangenomas virales representa una estrategia
viable para construir bases de datos de referencia mas compactas, informativas y utiles para
la clasificacion viral. La metodologia propuesta permite reducir la redundancia de las
secuencias originales, conservar informacién relevante para la recuperacion de lecturas,
distinguir regiones compartidas o exclusivas en distintos niveles taxondmicos y detectar

posibles errores de anotacion.

No obstante, el desempefio de esta estrategia depende de la calidad de las secuencias de
entrada, de la precision de sus anotaciones taxondémicas y de la actualizacion periodica de las
bases de datos de referencia. Aunque el Indice de Recuperacién permiti6 evaluar la
conservacion de informacion en todas las especies incluidas en la base de datos, la validacion

funcional mas detallada se realizé en Influenza A. Por ello, la aplicacion y evaluacion
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equivalente en otros grupos virales representa una linea futura de trabajo. En este sentido, los
pangenomas virales generados en esta tesis constituyen tanto un recurso bioinformatico como
una base metodolédgica para futuros desarrollos en clasificacion viral, vigilancia gendmica,

control de calidad de anotaciones y analisis de secuencias de referencia.

Perspectivas

Como parte de los trabajos de mantenimiento y actualizacion necesarios para la generacion
de pangenomas de los virus disponibles en las bases de datos de NCBI, el pipeline podria
adaptarse para incorporar reads de diferentes longitudes, por ejemplo, de 75 y 300
nucleotidos, como se realizd para los pangenomas de Influenza A. Estas actualizaciones
permitirian ampliar la compatibilidad de los pangenomas con distintas plataformas y
configuraciones de secuenciacion, favoreciendo su uso en diferentes contextos

experimentales.

Este tipo de bases de datos de referencia requiere actualizaciones constantes, ya que la
taxonomia viral se modifica de manera continua. Un ejemplo de ello son los ajustes
realizados en diciembre de 2025 por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV)
(Simmonds et al., 2025), los cuales no solo incluyeron la incorporacién de nuevas especies,
sino también la reorganizacion de grupos taxondmicos y la adicion de nuevas etiquetas de
nomenclatura. Por lo tanto, el mantenimiento periddico de estas bases de datos es
indispensable para conservar la coherencia taxonomica y la utilidad de las secuencias de
referencia.

Asimismo, como se realizd en Uscanga Junco et al., 2025 con K-FluDB para obtener
secuencias Unicas a nivel subespecie, este flujo de trabajo podria replicarse en otros virus
patogenos que requieren diferenciacion por categorias subespecificas. Un ejemplo relevante
es Orthoflavivirus denguei, virus dengue, que comprende cuatro tipos virales. No obstante,
para determinar la viabilidad de este procedimiento en otros grupos virales, seria necesario
realizar analisis preliminares de preprocesamiento que permitan evaluar si la identidad entre

los subtipos o tipos virales es compatible con la generacion de pangenomas especificos.

Finalmente, el procedimiento de generacion de pangenomas podria aislarse y desarrollarse
como una herramienta independiente para construir indices de rapida navegacion,
compatibles con herramientas populares de alineamiento como Bowtie 2 (Langmead &
Salzberg, 2012) y BWA (Li & Durbin, 2009). Esta herramienta podria aplicarse a cualquier
grupo de secuencias de interés, siempre que se encuentren correctamente anotadas. Sin
embargo, para consolidar esta contribucion seria necesario adaptar el pipeline a lineamientos
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formales de ingenieria de software, con el fin de generar una herramienta robusta,

documentada y de facil acceso mediante linea de comandos.

Productos académicos derivados

Articulos de investigacion arbitrada

Articulo de primer autor: “K-FluDB: a novel K-mer-based database for enhanced genomic
surveillance of Influenza A viruses” por Alejandro Uscanga Junco, Lorena Diaz-Gonzalez y
Blanca Taboada. Publicado en Bioinformatics Advances, Volumen 6, nimero 1, 2026.

DOI: https://doi.org/10.1093/bioadv/vbaf254

“Post-Pandemic Genomic Diversity and Lineage Turnover of Influenza Viruses in Mexico
During 2022-2023” por Blanca Taboada, Selene Zarate, José Esteban Mufioz-Medina, Joel
Armando Vazquez-Perez, Alejandro Sanchez-Flores, Angel Gustavo Salas-Lais, Alejandro
Uscanga Junco, Alida Zarate, Larissa Fernandes-Matano, Luis Antonio Uribe-Noguez,
Enrique Mendoza-Ramirez, Fidencio Mejia-Nepomuceno y Carlos F. Arias. Publicado en
Viruses 2026, 18(6), 609.

DOI: https://doi.org/10.3390/v18060609

Articulos de difusion

“Aplicacion de inteligencia artificial en gendmica y metagenomica viral para la clasificacion
taxondmica y el descubrimiento de nuevas proteinas virales” por Blanca Itzel Taboada
Ramirez, Lorena Diaz-Gonzalez, Oscar Alejandro Uscanga Junco, Alida Esmeralda Zarate
Jiménez y Edna Cruz-Flores. Publicado en TIES, Revista De Tecnologia E Innovacion En
Educacién Superior, (15), 29-44.

DOI: https://doi.org/10.22201/dgtic.26832968e.2026.15.158

Participacion en congresos

“The Viral Pangenome” por Oscar Alejandro Uscanga Junco, Lorena Diaz Gonzélez, Claudia
Selene Zarate Guerra y Blanca Itzelt Taboada Ramirez. En el 5° Congreso Internacional de
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