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Resumen del Trabajo (maximo 250 palabras): Con la finalidad, contexto de
aplicacion, metodologia, resultados y conclusiones del trabajo.

En diversas areas como microbiologia, ecologia o agricultura es importante y
necesario identificar adecuadamente las especies bacterianas presentes en
una muestra cualquiera. Un ejemplo puede ser asociar en un humano, animal o
planta, una patologia concreta por la presencia o no de una especie bacteriana
concreta.

En muchos ambitos de la investigacion sobre la diversidad bacteriana es
necesario tener la capacidad de identificar grupos concretos de bacterias y
rechazar otros grupos para diferentes niveles taxonémicos. El gen 16S rRNA
es de uso habitual desde hace muchos afios como marcador filogenético para
la identificacion bacteriana, generalizandose su uso como gen diagndstico para
la identificacion taxondmica.

En la literatura estan descritos muchos pares de cebadores que funcionan
adecuadamente para las diferentes zonas conservadas del gen 16S rRNA. Sin
embargo, se suelen utilizar cebadores genéricos que no permiten seleccionar
familias o géneros bacterianos de interés.

En este trabajo se desarrolla una herramienta en Python, Illamada
16SPyPrimer, que permite realizar un analisis de la cobertura de pares de
cebadores para conjuntos especificos de bacterias. Este software permite a los
investigadores modificar cebadores ya conocidos para encontrar otros mas
especificos segun sus necesidades.




Esta herramienta posee amplias opciones configurables segun el criterio del
usuario y devuelve multiples archivos de resultados con la informacion
necesaria para realizar analisis propios a posteriori.

Abstract (in English, 250 words or less):

In various areas such as microbiology, ecology, or agriculture, it is important
and necessary to properly identify the bacterial species present in any sample.
An example may be the association of a specific pathology in a human, animal
or plant due to the presence or absence of any specific bacterial species.

In many areas of research on bacterial diversity, it is necessary to be able to
identify specific groups of bacteria and reject other groups for different
taxonomic levels. The 16S rRNA gene has been used for many years as a
phylogenetic marker for bacterial identification, being used as a diagnostic gene
for taxonomic identification.

Many pairs of primers are described in the literature that work adequately for
the different conserved areas of the 16S rRNA gene. However, generic primers
that do not allow the selection of bacterial families of interest are often used.

The aim of this project is to develop a tool in Python, called 16SPyPrimer, that
analyses the coverage of pairs of primers for specific sets of bacteria. This
software will allow researchers to modify already known primers to find more
specific ones according to their needs.

This tool has extensive configurable options according to the user's criteria and
returns multiple results files with the necessary information to carry out other
analysis afterwards.
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1. Introduccidn

1.1 Contexto y justificacion del trabajo

Los acidos nucleicos y las proteinas son macromoléculas (polimeros)
formadas por la union de nucledtidos y aminoacidos (monoémeros),
respectivamente. Ambos polimeros son comunes a todos los seres vivos y
cambian con el tiempo, por lo que pueden considerarse como relojes
moleculares. Teniendo en cuenta que dichos cambios se producen al azar y
aumentan con el tiempo de manera lineal, las diferencias en la secuencia de
los monémeros que integran macromoléculas homologas presentes en dos
formas de vida reflejan la distancia evolutiva entre ellas. Este planteamiento se
ha utilizado para establecer las relaciones filogenéticas o de parentesco entre
los distintos seres vivos.

El ARN ribosémico (ARNr) 16S es la macromolécula mas ampliamente
utilizada en los estudios de filogenia y taxonomia bacterianas [1][2]. En la
actualidad, la identificacion de dicha macromolécula se lleva a cabo mediante
la secuenciacion del gen que la codifica.
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llustracién 1: Estructura del ARN ribosémico 16S. Fuente: [3]



El ARNr 16S es un componente de la subunidad menor (30S) de los
ribosomas procariotas que consta de aproximadamente 1500 nucleétidos. El
gen que codifica para este ARN se denomina rrs o ADN ribosomal 16S (ADNr
16S) y a partir de su secuencia se puede obtener informacion filogenética y
taxonOmica. Esto es posible ya que alterna zonas comunes a todos los
organismos, de las cuales se conoce su secuencia (conservadas), con regiones
gue presentan variaciones o cambios en el tiempo (variables). Las regiones
conservadas son Utiles para disefiar cebadores universales que permitan la
amplificacion de las diversas zonas hipervariables. Por otro lado, las nueve
regiones (V1-V9) menos conservadas o hipervariables son las que aportan la
mayor informacion util para estudios de filogenia y taxonomia [1][2]. La
variabilidad de estas zonas es suficiente para diferenciar no solo los
organismos mas alejados, sino también los mas proximos.

Entendemos por secuenciacion del ADN al proceso que nos permite
determinar la secuencia de nucleotidos de una muestra de ADN. A finales de la
década de los 70 se empezaron a obtener las primeras secuencias utilizando
las denominadas tecnologias de secuenciacion de primera generacion. Uno de
los métodos mas conocidos de secuenciacion de primera generacion es el de
Sanger [4]. Dicha técnica consta de una amplificacién del gen que queremos
estudiar mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por las siglas
en inglés de “polymerase chain reaction”).

En los afios siguientes, se llevd a cabo el desarrollo de las tecnologias
de secuenciacion de segunda o de proxima generacion [5] (NGS por sus
iniciales en inglés Next Generation Sequencing). Estas se caracterizaron por
permitir una paralelizacion masiva y presentar mejoras en la automatizacion, en
la velocidad y en los costes. Las dos tecnologias de NGS mas comiUnmente
utilizadas han sido la pirosecuenciacién 454 (actualmente, en desuso) [6] e
lllumina [7].

Gracias a estas técnicas de secuenciacion masiva se generalizé el uso
del gen 16S como gen diagndstico para la identificacion taxondémica, al ser éste
un marcador filogenético para la identificacion bacteriana.

En la literatura estdn descritos muchos pares de cebadores que
funcionan adecuadamente para las diferentes zonas conservadas del gen 16S
rRNA [8]. Sin embargo, estos cebadores suelen ser cebadores genéricos que
no permiten seleccionar familias o géneros bacterianos de interés [9].

En muchos &mbitos de la investigacion sobre la diversidad bacteriana es
necesario tener la capacidad de identificar grupos concretos de bacterias, asi
como rechazar otros grupos para diferentes niveles taxondmicos. Determinar
adecuadamente las especies bacterianas presentes en una muestra cualquiera
permite, por ejemplo, asociar en un humano, animal o planta, una patologia
concreta a partir de la presencia o no de una especie bacteriana concreta. En
estos casos, las tecnologias de secuenciacion pueden condicionar al tipo de
cebadores que se pueden utilizar, por ejemplo, los cebadores seran diferentes
en funcidon de la longitud de secuenciacion admitida en el secuenciador
seleccionado. Si se emplea una plataforma de secuenciacion que genera



secuencias de un tamafo inferior a la longitud de los fragmentos que puede
amplificar un determinado par de cebadores, éstos no seran vélidos para esa
plataforma.

En este trabajo se propone una herramienta, llamada 16SPyPrimer, que
permita realizar facilmente un andlisis de la cobertura de cebadores para
conjuntos especificos de bacterias. Este software permite a los investigadores
modificar cebadores ya conocidos para encontrar otros mas especificos segun
sus necesidades.

Existe una herramienta similar a la que se propone: testprime [8], que se
puede encontrar en la pagina web de Arb-Silva. Este software realiza el analisis
de cobertura sobre una base de datos preespecificada que incluye mas de 150
mil cepas bacterianas, lo cual no permite un andlisis especifico. Ademas,
testprime no devuelve datos de interés como puede ser el nUmero de pares de
bases existente entre las secuencias captadas por el par de cebadores, que
resulta importante para saber si se puede o0 no utilizar una tecnologia de
secuenciacion concreta.

Para obtener resultados de investigacion diferenciados, es muy
importante una adecuada seleccion de los cebadores y conocer su cobertura,
es decir, conocer para cada par de cebadores analizados las especies
bacterianas que se podran identificar y las que no se podran identificar. Por
ello, resulta interesante que exista un software que permita a los investigadores
tener una herramienta in silico, que sea facilmente configurable para el usuario
y que permita realizar de manera sencilla un analisis de la cobertura de
cebadores para conjuntos especificos de bacterias.

Las herramientas disponibles hasta ahora, como la ya mencionada
testprime, utilizan datos de genes 16S rRNA. Sin embargo, una novedad
importante que aportara el software desarrollado en este TFM es incluir la
posibilidad de evaluar genomas bacterianos completos. Ademas, esta
herramienta se desarrollara en Python [10], que es un lenguaje sencillo, actual,
ampliamente usado y que permite futuras modificaciones o ampliaciones.

1.2 Objetivos del trabajo

1.2.1 Objetivos generales

1. Analizar la cobertura de un conjunto de cebadores sobre un
conjunto de genomas 0 genes 16S propuestos por el usuario a
través de un software desarrollado en Python.

2. Permitir la configuracion de la herramienta por parte del usuario,
asegurando su usabilidad.

3. Crear un paguete de Python con la funcionalidad del software que
permita su sencilla instalaciébn en diversos entornos y sistemas
operativos.



1.2.2 Objetivos especificos

1.

Analizar la cobertura de un conjunto de cebadores sobre un
conjunto de genomas 0 genes 16S propuestos por el usuario a
través de un software desarrollado en Python.

a.

Devolver la cobertura total de un conjunto de pares de
cebadores establecido por el usuario.

Proporcionar la longitud del fragmento entre ambos
cebadores (directo e inverso) dentro del gen 16S rRNA.

Evaluar la herramienta mediante conjuntos de genes 16S'y
genomas completos bacterianos descargados del GenBank
[11].

Permitir la configuracién y usabilidad del software por parte del
usuario.

a.

Admitir los ficheros y rutas como parametros de entrada,
asi como su configuracion mediante argumentos por linea
de comandos.

Establecer diversos pardmetros por parte del usuario (por
ejemplo, mismatches maximos).

Devolver los resultados en diferentes carpetas y/o ficheros,
e incluso por pantalla.

Crear un paguete de Python con la funcionalidad del software que
permita su sencilla instalacién en diversos entornos y sistemas
operativos.

a.

Permitir la facil integracion con otros moédulos de Python
(compatibilidad).

Utilizar otros modulos Python que permitan lograr los
objetivos planteados.

Disponer de un control de versiones de los modulos
utilizados para garantizar la integracién [12].

Cumplir los requisitos para poder subirse a repositorios
oficiales de paquetes de Python (por ejemplo, PyPi [13]).



1.3 Enfoque y método seguido

Uno de los aspectos mas importantes para la realizacion del TFM es la
formacién en los conceptos méas biologicos de la temética, ademas de la
busqueda y formacion en paquetes de Python adecuados.

Por ello, las primeras etapas del proyecto fueron dedicadas a la
formacion en diversos ambitos, asi como al andlisis de las necesidades del
software. Se buscaron paquetes de Python ya existentes susceptibles de ser
utilizados en el desarrollo del software, agilizando la creacion del programa.

Una vez se especificaron las entradas y salidas del programa, asi como
el flujo que se debe realizar sobre los datos, se comenzd con la primera
aproximacion del software implementando las funcionalidades mas basicas.

Para las pruebas iniciales se emple6 un conjunto pequefio de datos para
comprobar el correcto funcionamiento de la herramienta de forma controlada.
Una vez la version inicial se encuentre estable, se iran afadiendo
funcionalidades segun su prioridad, y repitiendo el proceso de pruebas.

1.4 Planificacion del Trabajo

La gestion de la planificacién temporal se realizé con la herramienta
Microsoft Project [14].

1.4.1 Tareas

Este proyecto de fin de master se desarroll6 en tres fases: desarrollo de
la funcionalidad (primera fase); usabilidad, configurabilidad y pruebas
complejas (segunda fase); y memoria, presentacion y defensa (tercera fase).

La primera fase engloba las tareas relacionadas con el andlisis y el
desarrollo de las funcionalidades vitales para el correcto funcionamiento del
programa. La segunda fase incluye el desarrollo de las partes menos
prioritarias y la realizacion de pruebas generales sobre el cddigo. La tercera
fase contiene la realizacion de la documentacion final: memoria, presentacion y
video-presentacion para la defensa.

Se pueden agrupar las tareas concretas en seis grandes bloques que se
encontraran en las distintas fases: andlisis (1), desarrollo (3), pruebas (1) y
documentacion y defensa (1).

Las tareas a continuacion listadas en las diversas fases contienen los
cambios y alteraciones llevados a cabo durante el desarrollo del proyecto.



1.4.1.1 Primera fase: desarrollo de la funcionalidad

Analisis

Andlisis en el ambito de la biologia: estudiar los conceptos
necesarios para la realizacion del TFM (cebador, nomenclatura
IUPAC para las bases nucleotidicas [15], gen 16S, y demas
términos detectados en el analisis).

Anadlisis de la funcionalidad: estudiar el alcance de la herramienta
y la funcionalidad deseada.

Andlisis en el ambito de la informatica: paquetes utiles para el
desarrollo eficiente de la aplicacion.

Desarrollo de la funcionalidad basica

Generacion de archivos de prueba sencillos para pruebas:
multiples genes 16S y un par de cebadores.

Andlisis de cobertura sencillo utilizando genes 16S.

Generacion de archivo de estadisticas sencillo: cobertura total y
distancia entre cebador directo e inverso.

Pruebas del desarrollo realizado.

Ampliacién de las funcionalidades

Generacion de archivos de prueba complejos: multiples genomas
(GenBank) y multiples cebadores.

Andlisis de cobertura con genomas completos.

Generacién de archivos de estadisticas mas completos: cobertura
total y distancia entre los cebadores directo e inverso de los
genomas.

Recogida de la ruta donde se encuentren los archivos a analizar.

Inclusiéon de un logger para la obtencion de informacion sobre la
ejecucion.

Pruebas del desarrollo realizado.



1.4.1.2 Segunda fase: usabilidad, configurabilidad y pruebas
complejas

Mejoras de usabilidad

- Configuracion por parte del usuario a través de linea de
comandos:

o Recogida del numero de mismatches maximos permitidos
en el analisis.

o Recogida del tipo de datos analizados: genes 16S o
genomas.
o Recogida de parametros opcionales.

- Pruebas del desarrollo realizado.

Mejoras de funcionalidad

- Uso de los cebadores para buscar en la hebra negativa.
- Devolucién de todos los genes amplificados.
- Desglose de los archivos y nueva informacion.

- Dos tipos de fuentes de genomas: CSV con identificadores
GenBank o carpeta con FASTA.

- Depuracion de los parametros de entrada.

- Pruebas del desarrollo realizado.

Pruebas v reflexién

- Pruebas generales sobre el codigo: uso de una amplia bateria de
datos.

- Analisis de los resultados obtenidos:

o Deteccion y solucion de los fallos graves que pudieran
impedir el funcionamiento correcto.

o Deteccion de fallos leves y posibles mejoras.



1.4.1.3 Tercera fase: memoria, presentacion y defensa

Memoria, presentacion y defensa del TFM

- Redaccion de la memoria.
- Creacion de la presentacion.

- Preparacion y grabacion de la defensa del TFM.

1.4.2 Calendario

Se incluyen en esta seccion el listado de tareas imputadas en MS Project para
la planificacion junto con su duracién y fecha estimadas, asi como los hitos al
final de las fases principales, y el diagrama de Gantt derivado de dicha

planificacion.
Tabla 1: Lista de tareas
Nombre de tarea Duracién Comienzo Fin
Primera fase 26 dias mar 17/03/20 mar 21/04/20

Analisis 5dias mar 17/03/20 lun 23/03/20
Analisis en el ambito de la biologia 1dia mar 17/03/20 mar 17/03/20
Anélisis de la funcionalidad 2dias  mié 18/03/20 jue 19/03/20
Anilisis en el ambito de la informatica 2dias  wvie20/03/20 lun 23/03/20
Fin de la fase 1.1 Odias Ilun23/03/20 lun 23/03/20

Desarrollo de la funcionalidad basica 10 dias mar 24/03/20 lun 06/04/20
Generacion de archivos de prueba sencillos 1 dia mar 24/03/20 mar 24/03/20
Andlisis de cobertura sencillo utilizando genes 165 5 dias mié 25/03/20 mar 31/03/20
Generacion de archivo de estadisticas sencillo 2dias  mié 01/04/20 jue 02/04/20
Pruebas del desarrollo realizado 2dias vie03/04/20 |un 06/04/20
Fin de la fase 1.2 0 dias lun 06/04/20 lun 06/04/20

Ampliacién de las funcionalidades 11 dias mar 07/04/20 mar 21/04/20
Generacion de archivos de prueba complejos 1 dia mar 07/04/20 mar 07/04/20
Andlisis de cobertura global con genomas completos 3 dias mié 08/04/20 vie 10/04/20
Generacion de archivos de estadisticas mas completos 3dias  lun13/04/20 mié 15/04/20
Recogida de la ruta donde se encuentren los archivos a analizar 1 dia jue 16/04/20  jue 16/04/20



Inclusién de un logger para informacion sobre la ejecucion 1 dia vie 17/04/20 vie 17/04/20
Pruebas del desarrollo realizado 2dias  lun20/04/20 mar21/04/20
Fin de la fase 1.3 0 dias mar 21/04/20 mar 21/04/20
Fin de la primera fase Odias mar21/04/20 mar21/04/20
Segunda fase 26 dias mié 22/04/20 mié 27/05/20
Mejoras de usabilidad 26 dias mié 22/04/20 mié 27/05/20
con(:::;if:racién por parte del usuario a través de linea de3 dias  mié 22/04/20 vie 24/04/20
anéligscogida del numero de mismatches maximos permitidos en el 1 dia mié 22/04/20  mié 22/04/20
Recogida del tipo de datos analizados 1 dia jue 23/04/20  jue 23/04/20
Recogida de parametros opcionales 1dia vie 24/04/20  vie 24/04/20
Pruebas del desarrollo realizado 1 dia lun 27/04/20 lun 27/04/20
Fin de la fase 2.1 0 dias lun 27/04/20 mié 27/05/20
Mejoras de funcionalidad 5dias lun27/04/20 vie 01/05/20
Uso de cebadores para buscar en la hebra negativa 0,5 dias lun27/04/20 lun 27/04/20
Devolucion de todos los fragmentos amplificados 0,5 dias |un27/04/20 lun27/04/20
Desglose de los archivos y nueva informacion 2,5 dias 'mar 28/04/20 jue 30/04/20
Carrl));s; ;c(i)pnoEA(;;e_Afuentes de genomas: CSV con GenBank ids o 1 dia jue 30/04/20  vie 01/05/20
Depuracion de los parametros de entrada 0,5 dias vie 01/05/20  vie 01/05/20
Pruebas del desarrollo realizado 3dias lun04/05/20 mié 06/05/20
Fin de la fase 2.2 0 dias mié 06/05/20 mié 06/05/20
Pruebas y reflexion 5dias jue 07/05/20 mié 13/05/20
Pruebas generales sobre el cddigo 3dias jue 07/05/20 un 11/05/20
Anilisis de los resultados obtenidos 2dias mar 12/05/20 mié 13/05/20
funCioDE;?ncicei::o Zorsroelstc;én de los fallos graves que impidan el 1 dia mar 12/05/20 mar 12/05/20
Deteccion de fallos leves y posibles mejoras 1 dia mié 13/05/20 mié 13/05/20
Fin de la fase 2.3 Odias mié 13/05/20 mié 13/05/20
Fin de la segunda fase Odias mié 13/05/20 mié 13/05/20
Tercera fase 30 dias jue 14/05/20 mié 24/06/20
Memoria, presentacion y defensa del TFM 30 dias jue 14/05/20 mié 24/06/20



Redaccion de la memoria

Fin de la fase 3.1

Creacion de la presentacion

Fin de la fase 3.2

Preparacion y grabacién de la defensa del TFM

Fin de la fase 3.3

10

25 dias
0 dias
2 dias
0 dias
3 dias
0 dias

jue 14/05/20
mié 17/06/20
jue 18/06/20
vie 19/06/20
lun 22/06/20
mié 24/06/20

mié 17/06/20
mié 17/06/20
vie 19/06/20
vie 19/06/20
mié 24/06/20
mié 24/06/20
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I 1 Primera fase

— Anilisis
& Anlisis en el ambito de la biologia

Analisis de la funcionalidad

Analisis en el ambito de la informatica
23/03
Desarrollo de la funcionalidad basica
Generacién de archivos de prueba sencillos

Analisis de cobertura sencillo utilizando genes 165
Generacién de archivo de estadisticas sencillo
Pruebas del desarrollo realizado

06/04
Ampliacién de las funcionalidades
Generacién de archivos de prueba complejos

nalisis de cobertura global con genomas completos

Generacién de archivos de estadisticas mas completos

Pruebas del desarrollo realizado
&4 21/04
& 21/04

1 Segunda fase

1 Mejoras de usabilidad
— Configuracion por parte del usuario a través de linea de comandos

i Recogida del nimero de mismatches maximos permitidos en el analisis
Recogida del tipo de datos analizados

ecogida de parametros opcionales

Pruebas del desarrollo realizado

06/05

Pruebas y reflexion

Pruebas generales sobre el cédigo
Anélisis de los resultados obtenidos

Deteccidn y solucién de los fallos graves que impidan el funcionamiento correcto

Deteccidn de fallos leves y posibles mejoras
& 13/05
& 13/05

1 Ultima fase

) Memoria, presentacion y defensa del TFM
Redaccién de la memoria
17/05
reacion de la presentacion
& 19/06

.lPreparacién y grabacion de la defensa del TFM

& 24/06

llustracién 2: Diagrama de Gantt
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1.4.3 Hitos

Al final de cada una de las fases descritas anteriormente hay un hito.
Estos pueden corresponderse con la entrega de una PEC, o simplemente con
la finalizacion de una fase importante en el proyecto y sin la cual no se podria

avanzar.

Inicialmente se disponia de unas fechas diferentes que se vieron modificadas
durante el desarrollo del proyecto. Para la segunda fase se dispuso de 2
semanas extra, ampliando la fecha de entrega de la PEC 3 al 01/06. Sin
embargo, como el trabajo se estaba desarrollando correctamente segun la
planificacion inicial, se mantuvo la fecha para la segunda fase y se dedico el
tiempo extra a la tercera fase.

Tabla 2: Hitos del proyecto

FASE HITO FECHA
Hito de fin de fase 1.1: analisis 23/03/2020
Hlto_ de _fln de, fase 1.2: desarrollo de la 06/04/2020
funcionalidad béasica

PRIMERA FASE _ _ _ o
Hlto_de fln de fase 1.3: ampliacion de las 20/04/2020
funcionalidades
Hito de fin de primera fase: PEC 2 20/04/2020
Hito de fin de fase 2.1: mejoras de usabilidad 27/04/2020
Hlto_ de_ fin de fase 2.2: mejoras de 06/05/2020
funcionalidad

SEGUNDA FASE
Hito de fin de fase 2.3: pruebas y reflexion 13/05/2020
Hito de fin de segunda fase: PEC 3 13/05/2020
Hito dg fin de 3.1: PEC 4 - redaccion de la 17/06/2020
memoria

TERCERA FASE Hito de flr_1, de 3.2: PEC 5a - creacion de la 19/06/2020
presentacion
Hito de fin de 3.3: PEC 5b - defensa publica 24/06/2020

del TFM
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En todas las fases se hace referencia a la entrega de las PEC, pero esta
fecha no siempre se corresponde con la fecha limite real de las PEC. Esto se
debe a que se planific6 de manera que las entregas estén listas antes de la
fecha real, para estar preparados ante posibles retrasos causados por algun
imprevisto. Las fechas limites reales de las PEC y por tanto la fechas limites de
esas fases se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3: Entregas del proyecto

ENTREGA DESCRIPCION FECHA

PEC 2 Desarrollo del trabajo — Fase 1 22/04/2020

PEC 3 Desarrollo del trabajo — Fase 2 01/06/2020

PEC 4 Cierre de la memoria 24/06/2020

PEC 5A Elaboracién de la presentacion 28/06/2020

PEC 5B Defensa publica 01/07/2020 - 08/07/2020

1.4.4 Andlisis de riesgos

Un riesgo es un problema potencial, es decir, puede ocurrir 0 no. Para la
buena gestién de un proyecto se deben analizar los riesgos mas graves que
pueden afectar el desarrollo de este y proponer planes de contingencia.

Como en todo proyecto donde se desarrolle un software, el mas
preocupante es la aparicion de un error o impedimento durante la creacién del
software que impida avanzar, y por tanto haya que replantear todo hasta el
momento. Para evitar este problema lo mas recomendable es asegurar un
buen andlisis de las funcionalidades a implementar, asegurandose
peribdicamente que se continla por el buen camino, asi como procurar
emplear las mejores practicas de programacion posibles.

No solo eso, sino que en este TFM en especial se quiere asegurar la
integracion del software en diversos entornos y sistemas operativos,
manteniendo un control de las versiones de todos los paquetes externos que
en él se utilizan. Esto es un riesgo afadido al anterior, ya que puede darse el
caso de necesitar utilizar un paquete ya existente que entre en conflicto con
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otras versiones de otros paquetes que se utilizan, o que directamente no sirva
para algun sistema operativo.

Otro riesgo mas tipico de la gestion de proyectos en general es la mala
planificacion temporal, subestimando el tiempo que necesita una tarea para
llevarla a cabo. Para evitar este problema es necesario planificar con cautela, y
dejando margen entre la finalizacion estimada de las tareas con la finalizacion
del plazo de entrega. En este TFM se ha planificado el calendario de cada
tarea de modo que quede un tiempo entre ellas, que podra ser utilizado en
caso de necesidad. Ademas, se realizaron comprobaciones periodicas del
progreso del proyecto para poder replanificar en caso de haber alguna
desviacion en la estimacion temporal inicial.

1.5 Productos obtenidos

Al finalizar este proyecto se obtienen los siguientes resultados:
- Herramienta en Python para el andlisis de cobertura de cebadores.
- Memoria del proyecto.

- Presentacion del proyecto.

1.6 Estructura de la memoria

Esta memoria muestra el trabajo realizado dividido en 4 capitulos troncales,
ademas de la introduccién, conclusiones, glosario y bibliografia. Estas
secciones son: analisis, disefio, implementacion y pruebas y reflexion, que se
explican brevemente a continuacion junto con sus subsecciones.

2. Analisis

2.1.Analisis en el ambito de la biologia: descripcion detallada de la
formacion realizada en el ambito de la biologia. Incluye la familiarizacion
con conceptos especificos de este ambito.

2.2.Analisis en el ambito de la funcionalidad: descripcion detallada del
analisis realizado sobre la funcionalidad esperada del proyecto. Incluye
determinados requisitos detectados durante la realizacion del trabajo.

2.3.Analisis en el ambito de la informatica: descripciéon detallada del
analisis realizado sobre diferentes paquetes de Python que puedan

resultar Utiles en el desarrollo de la herramienta.
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3. Disefio
3.1.Estructura de clases: descripcion de las clases de Python creadas en
la implementacién del codigo.
3.2.Método de busqueda de cebadores: descripcion del método de
busqueda de cebadores empleado en el analisis, tanto de genes 16S

como de genomas.

4. Implementacion
4.1.Primera fase - desarrollo de la funcionalidad: descripcién de las
tareas realizadas en orden cronolégico en la primera fase.

4.1.1. Desarrollo de la funcionalidad basica: descripcion del proceso
de desarrollo de la funcionalidad reducida implementada de forma
inicial para obtener un producto minimo. Principalmente analisis de
cebadores sobre genes 16S.

4.1.2. Ampliacién de funcionalidades: descripcion del proceso de
desarrollo de la funcionalidad ampliada en la que se obtiene un
producto més completo. Ampliacion del analisis de cebadores sobre
genes 16S para que analice genomas.

4.2.Segunda fase - usabilidad, configurabilidad y pruebas complejas:
descripcion de las tareas realizadas en orden cronolégico en la segunda
fase.

4.2.1. Mejoras de usabilidad: descripcion del proceso de inclusién de
nuevas mejoras de usabilidad para la recogida de parametros de
entrada. Implican la configurabilidad de la herramienta.

4.2.2. Mejoras de funcionalidad: descripcion del proceso de inclusion
de mejoras en la funcionalidad detectadas durante el desarrollo del

proyecto.
5. Pruebas y reflexién

5.1.Pruebas del software: descripcion de las pruebas generales de
verificacion de la eficacia del codigo realizadas.
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5.2.Analisis de los resultados obtenidos: descripcion del analisis y pasos
llevados a cabo a partir de los resultados obtenidos de las pruebas del

software.

También se incluyen dos anexos con informacion util para el usuario final sobre

software elaborado.

9. Anexos
9.1.Manual de usuario: descripcion de la instalacion y ejecucion del
software. Listado de los comandos y opciones de ejecucion disponibles.
9.2.Estructura de archivos de resultados: descripcion de la nomenclatura
y estructura de los archivos generados segun el tipo de analisis de

cebadores (sobre genes 16S o genomas).
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2. Analisis

Previo al proceso de implementacion es necesario dedicar una cantidad
de tiempo suficiente al analisis de las necesidades del proyecto y recopilar
exactamente qué se realizard durante el desarrollo.

En este trabajo se combina la informética y la gendmica, por lo que
también es importante controlar los conocimientos pertenecientes a ambos
ambitos que sean precisos para una realizacidn correcta y eficiente del
proyecto.

2.1 Andlisis en el ambito de la biologia

Resulta necesario para la realizacion del proyecto estudiar los conceptos
biolégicos que se aplicaran en desarrollo, destacando: cebador, gen 16S y
nomenclatura IUPAC.

Se comienza el estudio con los cebadores ya que su uso y aplicacion
puede llegar a ser complejo si no se comprenden correctamente. Un cebador
(en inglés, primer) es una secuencia corta de ADN de cadena simple que se
utiliza en una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) [16]. En el método
PCR se emplea un par de cebadores para hibridar con el ADN de la muestra y
definir la regién del ADN que sera amplificada. Este par de cebadores esta
compuesto por el cebador directo y el inverso.

Ambos cebadores se deberan recibir en sentido 5 3’ para poder
aplicarles unas transformaciones necesarias segun se esté analizando la hebra
positiva 0 negativa del genoma. Para la hebra positiva, que es la que se recibe
directamente del usuario, el cebador directo se empleara tal y como se recibe,
sin realizarle ninguna transformacién, pero el cebador inverso se empleara
haciendo su inversa complementaria. Para la hebra negativa se invertira la
posicién de los cebadores a la hora de analizar la secuencia y se hara la
inversa complementaria del cebador originalmente directo.

Modificar los cebadores para analizar ambas hebras en vez de realizar la
inversa complementaria del genoma supone una mayor eficiencia y menor
carga computacional, aumentando la velocidad a la hora de ejecutar la
herramienta.

En el caso de analizar la cobertura sobre los genes no sera necesario
analizar ambas hebras, sino directamente la secuencia del gen proporcionada
por el usuario.

Es necesario también analizar la nomenclatura IUPAC para las bases
nucleotidicas, puesto que cuando se haga el analisis de secuencias con los
cebadores se deberan admitir todas aquellas secuencias que cumplan
cualquiera de las posibilidades generadas por dicho cebador segun esta
notacion. Es decir, si un cebador contiene alguna de las letras del cédigo
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IUPAC, significa que en esa posicion tendra uno de los nucleétidos asociados a
esa letra segun la nomenclatura. Se puede ver la tabla 4 con las
correspondencias.

Tabla 4: Cédigo IUPAC para las bases nucleotidicas. Fuente: [15]

Bases

G

A

T

C

GorA
TorC
AorC
GorT
GorC
AorT
AorCorT
GorTorC
GorCorA
GorAorT
GorAorTorC

v
<
3
<3
=
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El gen 16S, como ya se comentd en la introduccién, resulta de gran
interés al ser un marcador filogenético para la identificaciéon bacteriana. Este
gen posee zonas variables delimitadas por zonas conservadas, de las cuales
se conoce la secuencia. En las regiones mas variables es donde se encuentra
la informacién mas util para la diferenciacion de organismos. Sin embargo, las
regiones conservadas, al ser conocidas, posibilitan disefiar cebadores
universales que permiten amplificar las regiones mas variables del gen.

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp
[T [ve1 Il |

IS: unspecific applications
VARIABLE REGIONS: group or species-specific applications

llustraciéon 3: Regiones del gen 16S. Fuente: [17]
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Es necesario tener en cuenta que con diferentes cebadores se pueden
amplificar regiones distintas del ADN. Segun qué region se amplifique, los
fragmentos encontrados pueden ser mas pequefios (por ejemplo, 200pb?!) o
mas grandes (por ejemplo, 500pb). Ademés, en un genoma pueden
encontrarse diversas copias, por lo que los cebadores podrian amplificar mas
de un fragmento. Estos datos resultan importantes a la hora de validar los
resultados obtenidos mediante las pruebas realizadas sobre el software.

2.2 Analisis de la funcionalidad

Este analisis se cubre en la primera fase del proyecto, que engloba el
andlisis y el desarrollo de la funcionalidad basica, aunque algunas de las
necesidades del proyecto se van detectando a lo largo del desarrollo, y por
tanto se va adaptando la planificacion y listado de tareas inicial.

Se analizan las necesidades del proyecto en relacion con el software
gue se va a implementar, determinando principalmente qué entradas necesita y
qué salidas devolvera y en qué condiciones.

La herramienta analizaré la cobertura de al menos un par de cebadores
dados como entrada sobre un grupo de genes 16S o genomas, segun indique
el usuario.

Se buscaran los fragmentos amplificados, que se corresponderian con
posibles genes 16S, por cada par de cebadores en ambos casos. Cuando se
analice la cobertura sobre los genes solo se podran encontrar como maximo un
gen, el propio que se esta analizando, sin embargo, analizando sobre genomas
se podran encontrar multiples genes.

Se determinar4 que un gen o genoma esta cubierto con un cebador
cuando se encuentra al menos un gen en él. Este concepto de cobertura no se
debe confundir con su acepcibn mas comun: cuantas veces ha sido
secuenciado un nucledétido concreto de una secuencia.

A partir de este analisis se determinan una serie de hechos concretos
sobre como deben ser las entradas:

- El formato del archivo de cebadores serd CSV y no tendra cabecera.
Cada par de cebadores estara en una linea diferente.

- El formato del archivo de genes serd FASTA.
- El archivo de genomas se podra dar de dos formas: un listado CSV con
los identificadores GenBank de los genomas o una carpeta con los

archivos FASTA que contienen los genomas.

- Los archivos FASTA deben tener cabecera + secuencia.

! Abreviacion de pares de bases.
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- Solo se aceptaran los cebadores en notacion IUPAC, pero sin gaps.
- Se asumira que los cebadores se adjuntan en sentido 5’ 3’.

- Para aceptar un fragmento amplificado por un par de cebadores como
valido éste no debera superar el tamafio maximo (distancia) establecido
por el usuario.

- Solo se aceptaran diferencias entre el cebador y la secuencia diana
(mismatches) del tipo sustitucién de nucleétido, no las inserciones o
deleciones [18].

La mayoria de estos requisitos deberan ser cumplidos por el usuario de
la herramienta, pero establecerlos permite hacer un buen control vy
comprobacién de las entradas, asi como poder implementar un programa
robusto que reaccione correctamente ante datos de entrada no contemplados.
Estas pautas se pondran a disposicion del usuario como parte de la
documentacion de la herramienta para facilitar su uso.

Ademés de estas entradas el usuario podra indicar una serie de
opciones para modificar las condiciones del analisis.

Dependiendo del tipo de andlisis de cobertura, que puede ser sobre
genes o sobre genomas, se devolveran unos resultados diferentes.

Para el andlisis sobre genes se generaran como minimo 4 archivos:

- Un archivo donde se indicara la informacion sobre los cebadores y
genes analizados y su cobertura en relacién con ellos.

- Un archivo donde se indicardn datos mas especificos sobre el
andlisis, como la longitud del fragmento amplificado o el propio
fragmento.

- Dos archivos FASTA por cada par de cebadores donde se guardaran
las secuencias completas de los genes amplificados por cada par de
cebadores y de los no amplificados, respectivamente.

Para el andlisis sobre genomas se generaran como minimo 2 archivos y
tantas carpetas como cebadores:

- Un archivo donde se indicara la informacién sobre los cebadores y
genomas analizados y su cobertura en relacion con ellos.

- Un archivo donde se indicaran datos mas especificos sobre el
analisis, como la longitud de los fragmentos amplificados dentro del
genoma o los propios fragmentos.

- Una carpeta por cada par de cebadores donde se guardaran en
diferentes archivos FASTA los diferentes fragmentos amplificados de
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cada genoma analizado. Asimismo, en cada carpeta se guardara un
archivo CSV que guardard la relacién de los genomas amplificados y
no amplificados por cada par de cebadores.

El objetivo principal de los resultados generados es aportar la maxima
informacion posible al usuario para que pueda realizar analisis propios a
posteriori sobre los datos.

En el Anexo 9.2 se hace una descripcibn mas exhaustiva de los datos
que se guardan en cada archivo asi como la nomenclatura de estos.

2.3 Analisis en el ambito de la informatica

El objetivo de este trabajo es desarrollar una aplicacion en Python
susceptible de convertirse en paquete en el futuro. Esta herramienta no tendra
interfaz, sino que se implementara de manera que sus funcionalidades se
puedan usar mediante linea de comandos. En el Anexo 9.1 se desarrolla el
manual de usuario y ademas se describen ejemplos de uso.

Antes de implementar el cédigo se debe realizar una busqueda extensa
de los paquetes bioinformaticos de Python disponibles que sean utiles para el
desarrollo eficiente de la aplicacion. Se empleard la version 3.7 de Python, que
es reciente y estable.

Es importante que a la hora de seleccionar un paquete se compruebe su
fiabilidad, que inicialmente se puede obtener a partir del nUmero de descargas
gque posea y de la valoracion de otros desarrolladores. Independientemente de
este criterio, se deberd hacer pruebas de uso propias para verificar que
funciona correctamente y cumple las necesidades que debe suplir.

A partir de la funcionalidad que se espera de la herramienta, se pueden
prever muchos de los paquetes que se usaran:

- BioPython [19]: contiene métodos y estructuras de datos para la
bioinformética. Por ejemplo, un diccionario para la notaciéon IUPAC,
qgue devuelve para cada letra sus posibles nucleétidos. También
permite la descarga comoda y fiable de secuencias de las bases de
datos del NCBI [20].

- argparse [21]: permite recoger los datos introducidos por linea de
comandos y establecer determinados parametros como su
obligatoriedad o valor por defecto entre otros.

- 0s [22]: permite realizar operaciones de lectura y escritura de
archivos, que sera util para procesar las entradas del programa y
generar las salidas.

- regex [23]: para la creacion y aplicacion de expresiones regulares. Se
empleard en la busqueda de cebadores en las secuencias.
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csv [24]: permite leer archivos de CSV de manera automatica sin
indicar previamente cual seré el delimitador de los valores empleado
en estos. Permite flexibilizar la entrada al no obligar al usuario a usar
un delimitador concreto, siendo por estandar la coma.

logging [25]: permite generar archivos de texto que contienen

informacion sobre la ejecucién del programa, como pueden ser los
pasos realizados o errores que ocurrieran durante la ejecucion.
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3. Disefno

3.1 Estructura de clases
En esta seccion se explicara la estructura del codigo a nivel técnico.

Python dispone de un tipo de dato llamado clase [26], que permite
describir un conjunto de objetos similares y proporciona métodos y datos que
resumen las caracteristicas comunes de dicho conjunto. Estas caracteristicas
comunes se denominan atributos. Es importante definir el concepto de
instancia, que es una particularizacion de una clase, es decir, es un objeto
creado a partir de esa clase, que se puede ver como un nuevo tipo de dato.

En este software se manejaran varios tipos de datos con frecuencia,
como son los cebadores, los genes y los genomas. Por ello, resulta interesante
analizar aquellas caracteristicas que interesan para el desarrollo y agruparlas
en una clase. Esto permite guardar y procesar la informacion de manera mas
sencilla.

Las caracteristicas mas importantes de un par de cebadores son la
secuencia del cebador directo, la secuencia del cebador inverso, la inversa
complementaria de ambas secuencias y la cobertura que éstos poseen
respecto a los genes/genomas sobre los que se analizaron.

En el caso de los genes, interesa recoger su secuencia y la cabecera
que se recogerd del archivo FASTA. En el caso de los genomas interesa
recoger, ademas de la secuencia, la cabecera (que proviene de un CSV si se
ha descargado del NCBI) o el nombre del archivo (si proviene de un archivo
FASTA).

Todas estas clases guardaran otros datos menos caracteristicos pero si
importantes a nivel de implementacion como, por ejemplo, secuencias
identificadoras para poder identificar correctamente cada una de las instancias
de esa clase.

La primera clase a considerar es la que recoge la informacion de los
cebadores, la segunda la que recopila la informacién de los genes, y la tercera
la de los genomas. Estas tres clases son las mas intuitivas y las primeras que
se han de implementar, pero también resulta beneficioso crear otras, como una
que recopile los datos importantes sobre la secuencia diana que encuentra un
cebador u otra que recoja los datos relevantes sobre el fragmento que sera
amplificado a partir de un par de cebadores.

También se crearan clases para aspectos mas técnicos, como son

clases auxiliares para la lectura, escritura y procesado de archivos de entrada y
salida o para el algoritmo de busqueda de cebadores en los genes/genomas.
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Estas clases se suelen representar en un diagrama de clases donde
también se indican sus atributos. En la llustracién 4 se muestra el diagrama de
clases de este software.

PrimerGenomeMatcher

+primer

+genome
+mismatches
+reverse_complement

Primer
+identifier Gene Genome
+forward_sequence . — +identifier
—=¢d +identifier )
+reverse_sequence +file_name

+coverage +header +header

+rev_compl_forward_sequence +sequence +seguence
+rev_compl_reverse_sequence +amplified_gene +amplified_genes
+covered_genomes
+covered_genes

TargetSequence AmplifiedGene
+primer +Hnit_position
+Sequence +end_position
+nit_position +ragment
+end_position +mismatches
+mismatches +forward_target_sequence
+reverse_target_sequence
+distance
+mismatches

llustracién 4: Diagrama de clases definido para el desarrollo de 16SPyPrimer

3.2 Método de busqueda de cebadores

El analisis de cobertura de los pares de cebadores se basa en la
busqueda de éstos sobre las secuencias proporcionadas por el usuario, sean
genes 16S o genomas. Por ello, es necesario idear una manera eficiente de
realizar esta busqueda.

La clave esta en usar expresiones regulares, que son secuencias de
caracteres que conforman patrones de busqueda. Gracias a ellas se pueden
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recorrer las secuencias en un tiempo minimo y obtener todas las coincidencias
que se encuentren con esos cebadores.

Se debera hacer una busqueda en cada una de las secuencias para
cada cebador del par de cebadores. Una vez se obtienen todas las
coincidencias, es decir, secuencias captadas por los cebadores, para el
cebador directo y para el inverso, se podran detectar los fragmentos
amplificados.

Esta expresion regular debera tener en cuenta los mismatches que
puede establecer el usuario. Para cada cebador que se busque en la secuencia
se deberd tener en cuenta dicho valor. Cuando se forme el fragmento se
verificard que el conjunto de los mismatches de ambos no supere el maximo
establecido por el usuario.

De este modo, se disefia una expresion regular como la siguiente,
(primer_sequence){{s<=mismatches}}

donde primer_sequence denotard la secuencia del cebador a analizar y
mismatches denotara el valor maximo de diferencias entre el cebador y la
secuencia diana.

Se emparejaran las secuencias captadas por los cebadores segun su
proximidad. La iteracion empezara con las secuencias captadas por el cebador
directo, y buscara todas aquellas secuencias captadas por el cebador inverso
gue se encuentren después del directo.

Se puede dar el caso de que se encuentren mas secuencias captadas

de un cebador que de otro. Se deberan descartar todas aquellas secuencias
gue no tengan pareja asociada.
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4. Implementacion

Se explicara la implementacién de la herramienta siguiendo el orden
temporal de realizacién de las tareas para poder observar la evolucion real del
proyecto. Se optd por realizar un desarrollo gradual de las tareas segun su
dificultad, empezando por los conceptos mas simples para obtener un producto
base sobre el que ir avanzando en etapas posteriores.

4.1 Primera fase: desarrollo de la funcionalidad

La primera fase consistid, en primer lugar, en el desarrollo de la
funcionalidad basica realizando primero el analisis de cobertura de los pares de
cebadores sobre los genes 16S indicados por el usuario, para posteriormente
aumentar la funcionalidad hasta analizar también la cobertura sobre genomas.
Durante todas las etapas de implementaciébn se realizan pruebas para
comprobar el correcto funcionamiento, por lo que también es necesario generar
una serie de archivos de entrada sencillos que servird para realizar estas
pruebas.

4.1.1 Desarrollo de la funcionalidad basica

Se explica en detalle a continuaciéon como se realizé cada tarea dentro
de la etapa de desarrollo de la funcionalidad basica.

Generacion de archivos con datos sencillos para pruebas
Mudltiples genes 16S y un par de cebadores

A la hora de comenzar a desarrollar la aplicacion es importante realizar
pruebas con datos pequefios y controlados. Por ello, se genera un archivo CSV
para los cebadores que solo dispone de un par de cebadores, asi como un
archivo FASTA para los genes 16S que solo dispone de dos genes 16S.

Los genes 16S se obtuvieron del HOMD (Human Oral Microbiome
Database) [27], que posee archivos FASTA con mdltiples genes 16S
pertenecientes a bacterias de la microbiota oral.

Andlisis de cobertura sencillo utilizando genes 16S

Para el analisis de cobertura hay dos piezas clave que facilitan la

busqueda: el diccionario de datos para la notacion IUPAC del paquete

BioPython y las expresiones regulares.

Basandose en esto, el proceso a seguir para preparar los cebadores es
el siguiente:
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- Preparar la expresion regular:

o Se forma una expresion regular a partir del cebador
reemplazando los nucleétidos con indeterminaciones segun la
notacion IUPAC por sus posibles sustituciones. Por ejemplo:
ACGTCNGT por ACGTC[ACGTIGT. Cuando se busque este patron
sobre una secuencia, se podran detectar todas las secuencias
gue comiencen por ACGTC, que continien por A, C, G o T,y
gue terminen en GT.

o Se afiaden unos atributos adicionales a la expresion regular
para que permita el numero de mismatches establecido por el
usuario, incluyendo {s<=MISTMATHES} al final de la expresion
regular.

- Realizar la busqueda de cebadores sobre las secuencias:

o Primero se busca con el cebador directo y luego con el
inverso. En ambos casos se devuelven los datos relevantes de
la secuencia diana captada, si es el caso (posiciones en el
genoma y secuencia exacta encontrada).

o Se busca para cada secuencia captada por el cebador directo
la secuencia captada por el cebador inverso correspondiente.
Con las parejas formadas, se obtienen los posibles fragmentos
amplificados por el par de cebadores. El numero total de
mismatches de ambas secuencias captadas por los dos
cebadores no debe superar el numero de mismatches
establecido por el usuario. En esta situacion, con genes 16S,
para cada par de cebadores sélo podra formarse una pareja,
de ser el caso.

Para la busqueda de la expresion regular en las secuencias se parte de
un codigo existente en el modulo SeqUtils [28] perteneciente al paquete de
BioPython. Este cddigo sirve como base funcional para el software pero es
necesario realizar una serie de modificaciones de éste para incluir los
mismatches o generar los objetos con la informacion que interesa mantener de
la busqueda.

Generacion de archivo de estadisticas sencillo
Cobertura total y longitud del fragmento amplificado por el par de cebadores

Mediante el programa se genera un archivo CSV para los resultados
iniciales. En él se incluye, para cada cebador, la longitud del fragmento
amplificado (0 si no encuentra) y su cobertura total (nUmero de genes 16S que
amplifica entre el total de nimero de genes que se analizaron).
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Pruebas del desarrollo realizado

Se emplean los archivos generados con anterioridad para hacer una
bateria de pruebas. Al estar analizando genes 16S, es mas facil comprobar si
funciona correctamente que con genomas, ya que se puede analizar facilmente
con BLAST [29] u otra herramienta similar. En el gen 16S solo se podra
amplificar un fragmento con cada par de cebadores, perteneciente al propio
gen que se esta analizando.

4.1.2 Ampliacion de las funcionalidades

La siguiente etapa dentro de esta fase consiste en la ampliacion de las
funcionalidades existentes para realizar un analisis mas complejo, el analisis de
la cobertura sobre los genomas.

Generacion de archivos de prueba complejos
Multiples genomas (GenBank) y multiples cebadores

Se conserva el archivo creado anteriormente para un par de cebadores,
y se genera a partir de él otro con mas pares de cebadores (cuatro en total). Se
genera también un archivo FASTA con un genoma. Segun se hacen las
pruebas se va aumentando gradualmente hasta llegar a 20 genomas en total.

Estos genomas se obtienen de la base de datos del NCBI, empleando la
herramienta E-utilities [30][31] para realizar consultas mediante URLs. Se
indicaran en la peticion los identificadores GenBank de los genomas que se
desean obtener separados por comas. Por ejemplo:

https://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/efetch.fcgi?db=nucleotide&id=
&rettype=fasta

Este método de obtencion de los genomas resulta util para la
implementacion de obtencion de genomas del NCBI si se indican a través de
un archivo CSV con los identificadores GenBank.

Anadlisis de cobertura con genomas completos

Se parte de la ldgica realizada para el analisis de cebadores en genes
16S y se reutiliza el proceso de creacién de la expresion regular para el analisis
de cebadores, pero es necesario modificar el método de busqueda de
cebadores sobre las secuencias, adaptandolo a las nuevas necesidades con
los genomas.

A diferencia de con los genes 16S, al buscar tanto con el cebador directo
como con el cebador inverso, se devuelve una lista con todas aquellas
coincidencias, es decir, las secuencias diana que capten ambos cebadores.
Los cebadores directo e inverso pueden captar un numero diferente de
secuencias diana, por ejemplo, en un genoma el directo podria captar 3 y el
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inverso 2. Por ello, es necesario realizar un filtrado y emparejamiento de las
secuencias diana recuperadas en las listas.

Para comprobar la validez de las secuencias encontrada se busca, para
cada secuencia diana del cebador directo, una secuencia diana del cebador
inverso valida. Aquellas que se queden sin pareja, seran descartadas.

Una vez se tienen las parejas formadas, se obtienen los posibles
fragmentos amplificados por el par de cebadores, pero también es importante
controlar que el numero de mismatches total en las secuencias diana de los
dos cebadores no supere el maximo establecido, ya que al buscar los
cebadores por separado en la secuencia se estan permitiendo el doble de
fallos. Es decir, se permitirian tantos fallos como indique el usuario por
cebador, por lo que hay que filtrar a posteriori.

Este analisis se realiza sobre la hebra positiva y la negativa del genoma, que
se obtiene realizando la inversa complementaria sobre éste.

Generacion de archivos de estadisticas mas completos
Cobertura total y longitud entre los cebadores directo e inverso de los genomas

Se genera un archivo CSV inicial para las estadisticas. En él se incluira,
para cada par de cebadores, todos los fragmentos que amplifica en cada
genoma, indicando la longitud de este fragmento (entre cebador directo e
inverso) y la cobertura de dicho par de cebadores. La cobertura, al ser global,
se devuelve para cada par de cebadores.

Ademas, se devuelve algun dato mas sobre cada fragmento amplificado:
- Secuencia del fragmento amplificado.

- Secuencia diana de cada cebador en el fragmento, ya que el
cebador puede contener nucleétidos indeterminados y resulta
interesante guardar la secuencia exacta encontrada.

- Numero de mismatches detectados en el par de cebadores, de
haberlos.

Recogida de la ruta donde se encuentren los archivos a analizar

Se recogen las rutas de los archivos a analizar mediante linea de
comandos, para facilitar el desarrollo y la realizacion de pruebas al no tener
gue indicar en el propio cddigo estos directorios o archivos.

Inclusiéon de un logger para la obtencion de informacion sobre la
ejecucion

_ Se incluye un modulo que permite crear archivos de logs para recoger
informacion sobre el progreso y errores de la ejecucion del programa.
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- El modulo empleado es logging, ya que permite configurar desde el
principio cual sera la ruta y los archivos especificos en los que se guardaran
estos datos, asi como permitir dar formato a los mensajes que se mostraran en
ellos.

Pruebas del desarrollo realizado

Al igual que con el andlisis de genes, se emplean los archivos generados
con anterioridad para hacer una bateria de pruebas. Para comprobar si
funciona correctamente se analizan los cebadores con BLAST sobre un
namero limitado de genomas. También se emplean editores de cédigo como
VSCode [32] para realizar busquedas literales sobre las secuencias completas,
ya que estos editores permiten buscar empleando expresiones regulares.

4.2 Segunda fase: usabilidad, configurabilidad vy
pruebas complejas

La segunda fase consistié en las mejoras de usabilidad para permitir al
usuario introducir mas opciones mediante linea de comandos, proporcionando
configurabilidad al software. También se aplicaron una serie de mejoras sobre
el coédigo para aumentar su eficiencia y ampliar la informacion devuelta al
usuario.

Al final de esta fase se procedié a realizar pruebas mas completas y
generales sobre el cédigo, pero éstas se detallaran en su propia seccion.

4.2.1 Mejoras de usabilidad

En esta etapa se implementan una serie de funcionalidades relacionadas
con la recogida de nuevos parametros mediante linea de comandos.

Recogida del nimero de mismatches maximos permitidos en el analisis

Se permite al usuario indicar de manera opcional el nimero maximo de
diferencias entre el cebador y la secuencia diana (mismatches). Con esta
opcién se permite al usuario realizar un andlisis mas flexible que le permita
evaluar y encontrar mejores cebadores a partir de las diferencias existentes
entre el cebador y la secuencia diana.

El valor por defecto pensado inicialmente era 1, pero en esta fase se

determina que deberia ser 0 y que sea decisién del usuario aumentarlo hasta
un maximo de 5 mismatches.
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Recogida del tipo de datos analizados

El usuario debe indicar obligatoriamente el tipo de secuencias sobre las
que se calculara la cobertura de los cebadores. Pueden ser tanto genes 16S
como genomas.

Recogida de parametros opcionales

Para hacer mas flexible y configurable la herramienta se afiaden tres
paradmetros opcionales nuevos:

- Tamafio minimo del fragmento amplificado por los pares de
cebadores: por defecto sera de 200pb.

- Tamafio maximo del fragmento amplificado por los pares de
cebadores: por defecto sera de 600pb.

- Ruta a la carpeta donde se deseen guardar los resultados: si no se
especifica se crear4 una carpeta llamada ‘results’ en el directorio
donde se ejecute el programa.

4.2.2 Mejoras de funcionalidad

En esta etapa se implementan ciertos cambios y se afiaden pequefias
modificaciones para mejorar la eficiencia y funcionamiento general de la
herramienta.

Uso de los cebadores para buscar en la hebra negativa

Se emplea la secuencia complementaria inversa de los cebadores en
vez de la complementaria inversa del genoma para buscar sobre la hebra
negativa, haciendo mas eficiente el andlisis de cobertura.

Es importante recordar que un requisito a la hora de ejecutar el software
es introducir ambos cebadores en sentido 5’ 3’. Partiendo de este hecho, se
realizan transformaciones sobre los cebadores para poder buscar en ambas
hebras.

Para la busqueda sobre la hebra positiva, primero se buscan
coincidencias de la secuencia del cebador directo en el sentido 5’ 3’, que es el
original, y después coincidencias para el cebador inverso, pero tomando la
inversa complementaria de éste. Sin embargo, para analizar la hebra negativa
se “invierten” los cebadores, es decir, se busca primero con el cebador inverso
(que pasa a actuar como directo) en el sentido proporcionado por el usuario,
que debe ser 5’ 3, y después con el directo (que pasa a actuar como inverso),
haciendo la inversa complementaria del directo.
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Devolucion de todos los fragmentos amplificados

Interesa devolver todos los fragmentos amplificados por cada par de
cebadores, independientemente de que estén o no en el rango de longitud
establecido por el usuario (por defecto, entre 200pb y 600pb). Por ello, también
se devuelve en los resultados una nueva columna que indique si cumple o no
esa longitud establecida. Esto permite al usuario tener una vision mas completa
de la adecuacion de los cebadores.

Desglose de los archivos y nueva informacion

Se modifican los resultados obtenidos hasta el momento para
desglosarlos en nuevos archivos, asi como afiadir mas informacioén sobre la
ejecucion que pueda resultar de interés para el usuario en analisis propios
posteriores.

Se genera un archivo CSV resumen de la ejecucion, donde se muestran
los cebadores analizados, asignandoles un identificador numérico para la
relacion de los datos con otros archivos, asi como informacion sobre los
parametros introducidos por el usuario en la ejecucion (mismatches, longitud
minima del fragmento, y demas). En este archivo resumen también aparece la
cobertura, y es igual para ambos tipos de analisis (genes o genomas).

En otro fichero de tipo CSV mas completo se pueden visualizar los
fragmentos amplificados por cada par de cebadores para cada genoma/gen
16S, asi como datos tipicos de cada andlisis (identificador, nimero de genes
amplificados en un genoma, numero de genes diferentes amplificados en un
genoma, cantidad de mismatches, y mas informaciéon interesante). Si los
fragmentos amplificados encontrados superan los 3000pb, no se mostrara su
secuencia.

Ademas de los resimenes resulta interesante devolver archivos de tipo
FASTA con los fragmentos amplificados por cada par de cebadores en los
genomas/genes. Por ello, se decide crear para los genes 16S un archivo para
cada par de cebadores en donde se recojan los fragmentos de los genes que
serian amplificados y un archivo donde se recojan los genes que no contienen
las secuencias diana compatibles para obtener una amplificacion con este par
de cebadores.

Como en el caso de los genomas la devolucién de estos datos puede ser
mas cadtica, se crea una carpeta para cada par de cebadores, y en ella se
genera un archivo FASTA por cada genoma donde se guardan los fragmentos
amplificados diferentes para dicho genoma. Que sean diferentes implica que se
descartaron todos los duplicados a la hora de guardar los fragmentos
amplificados en dicho archivo. Se empleara como cabecera de los fragmentos
amplificados la cabecera del genoma junto con una cadena extra para
diferenciarlos, ya que puede haber varios fragmentos amplificados en un
mismo genoma. La cadena que se aflade es _V{Variant_No}, donde
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Variant_No se corresponde con el nimero de fragmento amplificado diferente
del genoma, que se puede denominar variante.

Ademas, en esta carpeta se incluye un archivo de tipo CSV donde se relaciona
cada archivo FASTA con el genoma analizado (el identificador GenBank
indicado o bien el nombre del archivo del que se obtuvo) y si fue cubierto por el
par de cebadores o0 no.

En el Anexo 9.2 se puede ver la estructura de los ficheros de resultados, su
nomenclatura y su contenido.

Dos tipos de fuentes de genomas: CSV con identificadores GenBank o
carpeta con FASTA

Se permiten al usuario dos posibles formas de analizar los pares de
cebadores sobre genomas. Se permite indicar mediante linea de comandos un
archivo CSV con los identificadores GenBank de los genomas sobre los que se
quieran analizar los pares de cebadores o bien indicar una carpeta con los
archivos FASTA donde se encuentren los genomas.

En el caso de especificar los genomas mediante los identificadores del
GenBank, el programa obtendréa los genomas de la base de datos del NCBI
mediante la herramienta Entrez del paquete BioPython. En el caso de indicar
una carpeta con los archivos FASTA, se permitira incluir mas de un genoma
por archivo.

Debido a estos cambios, se generan archivos nuevos para la realizacion
de pruebas: carpetas con archivos FASTA de genomas y CSV con
identificadores GenBank.

Depuracién de los parametros de entrada

Es necesario comprobar que los parametros introducidos por el usuario
sean validos y realistas, por ellos se controlan las entradas y gestionan los
errores de manera acorde.

Se controla el tamafio de los cebadores y su duplicidad. Si el tamafio de
un cebador es inferior a 15pb, se muestra un aviso de tipo warning. Sin
embargo, si el tamafio es inferior a 5pb se muestra un error y se detiene la
ejecucion del programa. Si una pareja de cebadores esta duplicada, aparece
un aviso de tipo warning y sélo se analiza una vez.

Se controla también la duplicidad en los genomas. Si aparece alguno de
los identificadores GenBank repetidos se muestra un aviso y solo se analiza
una vez. Ocurre lo mismo en el caso de los genomas indicados mediante
archivos FASTA, pero en este caso se aplica la funcion criptografica hash
sobre las secuencias de los genomas, ya que devuelve un valor Unico para
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cada genoma, pudiendo comparar este valor en vez de toda la secuencia (mas
eficiente).
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5. Pruebas y reflexion.

Se realizaron pruebas de la herramienta para comprobar el correcto
funcionamiento después de cada tarea realizada. Estas pruebas a menor
escala pretenden comprobar que la tarea se realizé6 correctamente y cumple
con su objetivo. Asi mismo, se procura verificar el buen funcionamiento general
de la aplicacién para descartar posibles fallos inducidos con la introducciéon de
los cambios.

Al finalizar las tareas de implementacién de la segunda fase se
comienzan a realizar las pruebas generales y analisis de los resultados
obtenidos. Estas pruebas pretenden asegurar el buen funcionamiento general
de la aplicaciéon y ademas comprobar la resiliencia del software ante posibles
errores del usuario como, por ejemplo, parametros de entrada incorrectos.

5.1 Pruebas del software

Se listaran a continuacion las pruebas generales realizadas, indicando
una breve descripcion de lo que se realiz0 y si se supero o no.

Archivo CSV de cebadores con diferentes

Titulo delimitadores

Se prueba a introducir el archivo CSV de cebadores con los

Descripcion delimitadores mas comunes: coma, punto y coma.

Criterio de | Se deberdan leer correctamente ambos archivos
validacion independientemente del delimitador.
Ejecucion Correcta.

Observaciones | No.

Titulo Archivo CSV de cebadores con cebadores repetidos

Se prueba a introducir el archivo CSV de cebadores con un

Descripcion par de cebadores repetido.

Criterio de | Se deberé detectar el cebador y lanzar un aviso por consola.
validacion Solo se analizara una vez.
Ejecucion Correcta.

Observaciones | No.
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Titulo Archivo FASTA de genomas con genomas repetidos
Se prueba a introducir el archivo CSV de genomas con al

Descripcion menos un identificador GenBank repetido. Se realiza lo
mismo pero con archivos FASTA de genomas.

Criterio de | Se deberan detectar los genomas repetidos en ambos casos,

validacion analizando s6lo una vez dichos genomas.

Ejecucién Correcta.

Observaciones | No.

Titulo Archivos de entrada no existentes
Se prueba a introducir nombres de archivos no existentes

Descripcion para cualquiera de los archivos de entrada (cebadores,
genes, genomas).

Criterio de | Se deberan detectar que los archivos no existen, lanzar un

validacion aviso en consola y detener la ejecucion.

Ejecucién Correcta.

Observaciones | No.

Titulo

Argumentos por linea de comandos insuficientes

Descripcion

Criterio de

validacion
Ejecucion

Observaciones

Titulo

Se prueba a introducir menos argumentos de los obligatorios.

Se deberan lanzar un aviso indicando qué parametros
obligatorios se deben introducir.

Correcta.

No.

Argumentos por linea de comandos inexistentes

Descripcion

Se prueba a introducir argumentos no existentes como
parametros de entrada.
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Criterio de | Se deberan lanzar un aviso cada vez que se introduzca un
validacion argumento incorrecto.
Ejecucién Correcta.
Observaciones | No.
Titulo Numero de mismatches fuera del rango

N Se prueba a introducir un niumero de mismatches permitido
Descripcion .

fuera del rango establecido (entre 0 y 5)

Criterio de | Se deberan lanzar un aviso indicando el rango disponible
validacién para ese parametro.
Ejecucién Correcta.
Observaciones | No.

Titulo Valores por defecto de los argumentos

Descrincion Se prueba a no introducir ninguno de los argumentos
P opcionales para que se establezcan los valores por defecto.

Criterio de | Se debera realizar el andlisis con los valores establecidos por

validacion defecto en el software.

Ejecucion Correcta.

Observaciones | No.

Titulo Andlisis de cebadores sobre genes
Descrincion Se prueba a introducir como argumento genes para poder
P analizar los cebadores.
o Se deberan generar dos archivos sobre la cobertura de los
Criterio de :
validacién cebadores y qlos archivos FASTA por par de cebadores con
los genes cubiertos y no cubiertos.
Ejecucion Correcta.
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Observaciones

No.

Titulo Analisis de cebadores sobre genomas
o Se prueba a introducir como argumento genomas para poder
Descripcion analizar los cebadores.
Se deberan generar dos archivos sobre la cobertura de los
Criterio de | cebadores y una carpeta por cada par de cebadores, donde
validacion habra un archivo FASTA por cada genoma y un archivo CSV
resumen de los genomas cubiertos y no cubiertos.
Ejecucién Correcta.
Observaciones | No.

Titulo

Formato correcto en los archivos de resultados

Descripcion

Criterio de

validacion
Ejecucion

Observaciones

Titulo

Se generan los resultados de un analisis de cobertura de
cebadores sobre genes 16S y genomas.

Los nombres de los archivos y de sus columnas (en caso de
ser archivos CSV) deberan cumplir la nomenclatura
establecida.

Incorrecta.

La nomenclatura de los nhombres no se corresponde con la
establecida.

Resultados correctos al finalizar el analisis sobre

genes 16S

Descripcion

Criterio de

validacion

Ejecucion

Se generan los resultados de un andlisis de cobertura de
cebadores sobre genes 16S.

Se buscan los pares de cebadores analizados manualmente
sobre los genes empleando un editor de textos que admita
realizar busquedas con expresiones regulares. Se comprueba
la exactitud de las columnas calculadas (longitud,
mismatches...). Los resultados deberan ser coherentes.

Correcta.
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Observaciones

No.

Resultados correctos al finalizar el analisis sobre

Titulo
genomas
Descripcién Se generan los resultados de un analisis de cobertura de
P cebadores sobre genomas.
Al haber una gran cantidad de datos obtenidos de los
oo genomas, se seleccionan aleatoriamente determinadas filas
Criterio de :
validacion de los resultados para comprobar su validez. Se comprueba
la exactitud de las columnas calculadas (longitud,
mismatches...). Los resultados deberan ser coherentes.
Ejecucion Correcta.
Observaciones | No.
Titulo Generacion de los logs con cada ejecucion del
programa
Se ejecuta multiples veces el codigo para comprobar que se
Descripcion generan y actualizan los logs indicando los pasos y errores
gue se siguen en el cadigo.
o Debera existir un archivo de logs por cada dia en el que se
Criterio de | ~. - . > Lo
validacion ejecuto el software. Cada ejecucion guedara registrada en el
archivo del dia en que se realizo.
Ejecucion Incorrecta.
Se determind insuficiente la informaciéon mostrada en los logs,
Observaciones | decidiendo indicar mejor los pasos que se realizaban en el

caodigo.

5.2 Andlisis de los resultados obtenidos

A partir de las pruebas realizadas sobre el software se analizé la
situacion en la que se encontraba la aplicacion. Se observaron qué pruebas
fallaron y se determiné su gravedad.
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De las pruebas realizadas, fallaron dos:
- Generacion de los logs con cada ejecucion del programa

- Formato correcto en los archivos de resultados
Se determind que ambos fallos encontrados no eran graves ni COStosos
temporalmente, por lo que se procedid a implementar la solucion.
Generacion de los logs con cada ejecucion del programa

Se complementa la informacion guardada en los logs:
- Se incluye la fecha exacta de guardado de una entrada en el log
- Se afiade una entrada cuando finaliza el andlisis.
- Se incluyen los errores relacionados con los argumentos de entrada

- Se incluye el progreso del programa: qué gen/genoma se esta
analizado en cada momento por un par de cebadores determinado
Formato correcto en los archivos de resultados

Se corrigen los nombres archivos generados que no cumplieran con la
nomenclatura especificada en los anexos.

Se corrigen las columnas cuyo nombre no fuera representativo de su propdésito.

Por ejemplo, se modifica “Primer No.” a “Primer Pair No.”, ya que es una
referencia al par de cebadores que se esta analizando.
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6. Conclusiones

6.1 Lecciones aprendidas

Al finalizar este proyecto se ha obtenido un software de analisis de
cobertura de cebadores analizados sobre genes 16S o genomas.

Durante su desarrollo se ha podido ver la utilidad, e incluso necesidad,
de realizar una busqueda de paquetes de Python ya existentes para suplir
determinadas necesidades del software. La utilizacion de paquetes ya
desarrollados permite ahorrar tiempo de implementacién propia y dedicarlo a
una mejora de la calidad y funcionalidad de la herramienta. Ademas, estos
paguetes seran mas estables y seguros en su ejecucion que el codigo que se
pueda realizar en el tiempo asignado para ello en el proyecto.

La implementacion de un buen cddigo permite adaptarse facilmente a la
introduccién de nuevas funcionalidades o modificaciones sobre lo existente. Es
importante desarrollar cualquier tipo de software pensando en los principios
SOLID [33], que son cinco reglas basicas de programacion para producir un
software de calidad. Entre los objetivos que se recogen en estos principios se
destacan:

- Software eficaz: debe ser robusto y estable.

- Cadigo limpio y flexible ante nuevos cambios: debe ser reutilizable y
mantenible.

- Software escalable: debe adaptarse facilmente a la introduccion de
nuevas funcionalidades.

El disefio de cebadores es un proceso complejo, que puede llevar una
gran cantidad de tiempo. Por ello, disponer de un software que permita probar
su efectividad en términos de su cobertura aliviaria el coste del disefio de
cebadores. Esta herramienta permite ademas mejorar iterativamente los
cebadores disefiados a partir de los resultados detallados sobre su cobertura.

6.2 Objetivos

Al comienzo del proyecto se especificaron tres objetivos principales:

1. Analizar la cobertura de un conjunto de cebadores sobre un
conjunto de genomas o genes 16S propuestos por el usuario a
traves de un software desarrollado en Python.

2. Permitir la configuracion de la herramienta por parte del usuario,
asegurando su usabilidad.
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3. Crear un pagquete de Python con la funcionalidad del software que
permita su sencilla instalaciéon en diversos entornos y sistemas
operativos.

Los dos primeros objetivos se cumplieron satisfactoriamente. Se cred
una herramienta que permite el andlisis de la cobertura de cebadores sobre
genes 16S o genomas. Es configurable a través de multiples parametros que
permiten al usuario adaptarlo a las necesidades de su estudio. El software
posee un comando de ayuda que indica al usuario qué parametros puede
introducir y sus posibles valores.

El dltimo objetivo, consistente en la creacion de un paquete en Python,
se cumplié parcialmente. Se desarroll6 el software teniendo en cuenta la
posibilidad de convertirse en un paquete, pero no llega a ser el caso ya que no
se publica en el repositorio de paquetes PyPi, y por tanto, no se puede
descargar e instalar como tal. Esto se debe a que la funcionalidad de esta
herramienta es ampliable, por lo que resultaria de mayor interés realizar méas
mejoras y ampliaciones de funcionalidad para complementar el software antes
de su publicacion.

6.3 Planificacion y metodologia

En rasgos generales, la planificacion fue adecuada. Como en todo
proyecto, se produjeron una serie de modificaciones sobre la planificaciéon
inicial al adaptarse ante los imprevistos surgidos durante la realizacion del
proyecto.

En la primera fase se tuvo que realizar alguna tarea de configurabilidad
de la aplicacion mediante parametros de entrada que inicialmente estaba
pensada para realizarse en la segunda fase. Se tomd esta decision para
agilizar el desarrollo y proceso de pruebas del cédigo a la hora de introducir
datos de entrada. Por este mismo motivo, en esta misma fase también se
incluyé la tarea de implementacion de un logger que recoja el progreso,
advertencias y errores de la ejecucion del software.

En la segunda fase se incluyeron varias tareas mas que no se habian
contemplado inicialmente. A partir de las pruebas sencillas realizadas después
de la implementacién de la primera fase se encontraron algunas mejoras que
se debian incluir en el software, que se corresponden con el apartado de
mejoras de la funcionalidad.

La planificacion del proyecto fue realizada desde el principio de un modo
conservador, asegurando dejar un tiempo de margen antes de cada hito para
poder adaptarse ante cualquier posible contratiempo, lo que permitio realizar
todas las alteraciones antes comentadas sin verse comprometidas las entregas
asociadas al TFM.
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La situacion del COVID-19 también fue una de las alteraciones a la que
se vio sometido el proyecto, dificultando las reuniones con los consultores. Sin
embargo, para paliar los efectos de esta situacion, las fechas limites de entrega
de los ultimos hitos se aplazaron dos semanas.

6.4 Posibles mejoras

Durante el desarrollo del software surgieron mdultiples ideas que se
podrian incluir en el futuro para complementarlo.

Resultaria interesante realizar el analisis de cobertura también a nivel
taxondmico. La herramienta devuelve la cobertura total de los pares de
cebadores sobre todos los genomas 0 genes, es decir, para cada cebador se
sabra su nivel de cobertura general al evaluarlo sobre todas esas secuencias.
Sin embargo, podria aportar gran cantidad de informacion devolver esa
cobertura agrupando primero las secuencias que se estan analizando segun su
taxonomia, en caso de analizar genomas. De ser asi, se podria saber la
cobertura concreta de un par de cebadores para niveles taxondémicos
determinados.

En caso de llegar a publicarlo, seria beneficioso incluir unos archivos de
entrada preestablecidos que, a través de un nuevo comando de la herramienta,
se puedan ejecutar directamente y servir al usuario de ejemplo de uso.

De forma mas opcional, se podria mostrar la informacion del progreso de
la ejecucion de manera mas completa, incluyendo quizas una barra de
progreso y una estimaciéon del tiempo de ejecucidon restante que se
actualizasen en todo momento, manteniendo al usuario informado.

43



Glosario

BLAST: programa informatico de alineamiento de secuencias de tipo
local, ya sea de ADN, ARN o de proteinas.

Cebador: en inglés, primer. Secuencia corta de ADN de cadena simple
gue se utiliza en una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En el
método PCR se emplea un par de cebadores para hibridar con el ADN
de la muestra y definir la region del ADN que sera amplificada.

Cobertura: porcentaje de genomas o genes donde un par de cebadores
es capaz de amplificar al menos un fragmento.

Delecion: tipo de mutacién genética en la cual se pierde material
genético, desde un solo par de nucleétidos de ADN hasta todo un
fragmento de cromosoma.

Diagrama de clases: diagrama que describe la estructura de un sistema
informatico mostrando sus clases, relaciones entre éstas, atributos y
operaciones 0 métodos.

Entrez: sistema de base de datos de biologia molecular que proporciona
acceso integrado a datos de secuencias de nucleétidos y proteinas,
informacion de mapeo gendmico y centrado en genes, datos de
estructura 3D, PubMed MEDLINE y mas.

Entrez Programming Utilities (E-Utilities): interfaz publica del sistema
NCBI Entrez que permite el acceso a todas las bases de datos de
Entrez, entre ellas PubMed, PMC, Gene, Nuccore (GenBank) y Protein.

Expresion regular: secuencia de caracteres que conforma un patrén de
basqueda.

FASTA: formato de fichero de texto que comienza con una descripcion
de una sola linea comenzando por el simbolo “>”, seguida de lineas de
datos de secuencia.

Gap: mutacién genética que se produce por inserciones o deleciones en
la secuencia. Se suele representar un punto o un guion.

Gen 16S: gen que codifica el ARN ribosémico (ARNr) 16S, que es la
macromolécula mas ampliamente utilizada en los estudios de filogenia y
taxonomia bacterianas.

GenBank: base de datos de secuencias genéticas del NIH, una
coleccidn de disponibilidad publica de secuencias de ADN.
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Logger: herramienta de software para hacer un registro sistematico de
eventos, observaciones o0 cualquier tipo de error que se produzca
durante la ejecucion de un programa.

Microsoft Project: software de administracion de proyectos.

NCBI: es el Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica, parte de
la Biblioteca Nacional de Medicina de Estados Unidos una rama de los
Institutos Nacionales de Salud (National Institutes of Health o NIH).

Notacion IUPAC para las bases nucleotidicas: representacion
estandar de bases de ADN mediante caracteres individuales que
especifican una sola base (por ejemplo, G para guanina, A para adenina)
0 un conjunto de bases (por ejemplo, R para G o A) definida por
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC).

Primer: ver cebador.

PyPI: repositorio de software oficial para aplicaciones de terceros en el
lenguaje de programacion Python.

Python: lenguaje de programacion interpretado, dinamico vy
multiplataforma.

TestPrime: herramienta que permite evaluar el rendimiento de los pares
de cebadores ejecutando un PCR in silico en las bases de datos SILVA.

Visual Studio Code (VSCode): editor de codigo fuente que incluye
soporte para la depuracion, control integrado de Git, resaltado de
sintaxis, finalizacién inteligente de cdédigo, fragmentos y refactorizacion
de caddigo.
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9. Anexos

9.1 Manual de usuario

En este anexo se incluye el manual de usuario dénde se explica como utilizar la
herramienta, detallando todas sus opciones y requisitos sobre los archivos de
entrada.

Es requisito necesario disponer de Python 3.7 o una version superior instalado.
Como aun no estara disponible en un repositorio de descarga de paquetes para
instalarlo automaticamente, habra que ejecutar el archivo setup.py para instalar
todas las dependencias del proyecto.

Una vez estén todos los paquetes necesarios listos, se podrd ejecutar el
programa desde linea de comandos, accediendo a la ruta donde se encuentren
los archivos del codigo.

Para ejecutar la herramienta, sin incluir ningdn parametro de entrada se
indicara:

python3 ./main.py

Como no se indicaron ninguna de las opciones obligatorias (archivo con los
cebadores y archivo con los genes/genomas), saltara un error y se indicara qué
argumentos son obligatorios.

Para ver en detalle los requisitos de los argumentos se puede indicar la opcion
--help o -h.

python3 ./main.py -help

usage: main.py [-h] -gf file -pf file [-g choice] [-m number] [-mxs number]
[-mns number] [-rd directory]

**%__Gen 16S Primer Coverage--***

optional arguments:
-h, --help show this help message and exit
-gf file, --sequence-file file
path to the CSV file with GenBank ids of genomes (will
download from NCBI), folder containing the FASTAs with
the genomes or FASTA with the genes to analyze
-pf file, --primer-file file

path to the file with the primers to analyze, both
5'to 3'

-g choice, --genome-gene choice
Type of sequences analyzed, genes or genomes
-m number, --mismatches number
max number of mismatches allowed
-mxs number, --max-size number
max size of amplified fragment
-mns number, --min-size number
min size of amplified fragment
-rd directory, --results-directory directory
results folder relative path (from current directory)

llustracién 5: Ejecucion del comando help
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Se debera disponer de dos archivos con los datos principales, que se indicaran
al programa mediante:

- CSV para los cebadores (-pf o --primer-file): no tendra cabecera,
podra disponer del delimitador que desee el usuario y se indicara un
par de cebadores por fila.

- Archivo de genes o de genomas (-gf o --sequence-file):

o FASTA con los genes 16S: tendra la estructura normal de
cualquier fasta.

o CSV con los identificadores GenBank de los genomas: se
indicaran cada uno separado en una linea diferente o en una
misma linea separado por comas.

o Carpeta con archivos FASTA que contengan los genomas:
tendran la estructura normal de cualquier fasta.

- Tipo de andlisis (-g 0 --genome-gene): genes o genomes en funcién
de las secuencias sobre las que se analice la cobertura. Por defecto
sera genomes.

Se dispondra de archivos de ejemplo en la carpeta denominada test _files.

Comando para obtener un analisis base sobre genes:

python ./main.py -g genes -pf test_files/primers.csv -gf
test_files/genes.fasta

Comando para obtener un andlisis base sobre genomas a partir de un archivo
CSV:

python ./main.py -g genomes -pf test_files/primers.csv -gf

test_files/genomes.csv

Comando para obtener un analisis base sobre genomas a partir de una carpeta
con archivos FASTA:

python ./main.py -g genomes -pf test_files/primers.csv -gf

test_files/genomes

En cualquiera de los casos anteriores se generara una carpeta denominada
results donde se guardan todos los resultados del analisis. Sera diferente
segun el tipo de andlisis y se explicara en detalle en el Anexo 9.2.
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Durante la ejecucién se ira mostrando el progreso del andlisis cebador a
cebador, segun se vaya comprobando su cobertura para cada gen/genoma.

Se dispone también de multiples comandos extra opcionales que aparecen
listados al utilizar el comando help y se explican a continuacion:

- Maxima cantidad de mismatches admitidos (-m o —mismatches): por
defecto sera 0 y como maximo 5.

- Tamafio maximo del fragmento amplificado (-mxs o —max-size): por
defecto sera 600pb.

- Tamafo minimo del fragmento amplificado (-mns o —min-size): por
defecto sera 200pb.

- Ruta a la carpeta donde se guardaran los resultados (-rd o —results-
directory): por defecto se creard una carpeta llamada results en el
directorio desde el que se ejecute el comando.

9.2 Estructura de archivos de resultados

En este anexo se explica la estructura de los archivos de resultados generados
por la herramienta, asi como la nomenclatura de estos.

Dependiendo del tipo de analisis, genes 0 genomas, se generaran archivos
distintos.

Genes 16S

En el caso del andlisis de cobertura de cebadores sobre genes, al ser mas
sencillo, se generaran menos archivos y tendrdn menos cantidad de
informacion.

coverage_summary.csv

Archivo que aporta un resumen del analisis con los datos mas relevantes de
cada par de cebadores, como la propia informacién introducida por el usuario y
la cobertura.

COLUMNA DESCRIPCION

PRIMER PAIR NO | Identificador del par de cebadores. Se corresponde con
el orden en el que se encuentren en el archivo.

F PRIMER Secuencia del cebador directo

R PRIMER Secuencia del cebador inverso

MISMATCHES Numero de mismatches maximo

MIN. FRAGMENT | Tamafio maximo del fragmento

SIZE
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MAX. FRAGMENT | Tamafio minimo del fragmento

SIZE

COVERAGE Cobertura del par de cebadores

ANALYZED Numero de genes analizados

GENES

AMPLIFIED Numero de genes amplificados por el par de cebadores
GENES

NON-AMPLIFIED Numero de genes no amplificados por el par de
GENES cebadores

coverage.csv

Archivo que aporta informacién sobre los fragmentos amplificados por cada par
de cebadores

COLUMNA DESCRIPCION

PRIMER PAIR NO | Identificador del par de cebadores. Se corresponde con
el orden en el que se encuentren en el archivo.

AMPLIFIED GENE | Identificador del gen 16S donde se encontro el fragmento
amplificado. Se corresponde con el orden en el que se
encuentren en el archivo.

DISTANCE Tamafio del fragmento amplificado

DISTANCEOK Valor booleano (Yes o No) segun el tamafio del
fragmento amplificado se encuentre en el rango
establecido por el usuario.

MISMATCHES Numero de mismatches en el fragmento
AMPLIFIED Secuencia del fragmento
SEQUENCE

{Primer_No}_Amplified.fasta

Archivo FASTA que contiene los genes 16S indicados por el usuario donde se
encontré un fragmento amplificado por un par de cebadores determinado. Se
generan tantos archivos como pares de cebadores analizados, donde
Primer_No se corresponde con el identificador del par de cebadores.

{Primer_No}_Non_Amplified.fasta

Archivo FASTA que contiene los genes 16S indicados por el usuario donde no
se encontr6 ningun fragmento amplificado por un par de cebadores
determinado. Se generan tantos archivos como pares de cebadores
analizados, donde Primer_No se corresponde con el identificador del par de
cebadores.
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Genomas

En el caso del andlisis de cobertura de cebadores sobre genomas se genera
mayor cantidad de informacién que también es mas compleja. Por ello, se
incluirdn carpetas en la estructura de los resultados para organizar mejor los
datos.

coverage_summary.csv

Similar al de los genes 16S, archivo que aporta un resumen del analisis con los
datos més relevantes de cada par de cebadores, como la propia informacién

introducida por el usuario y la cobertura.

COLUMNA DESCRIPCION

PRIMER PAIR NO | Identificador del par de cebadores. Se corresponde con
el orden en el que se encuentren en el archivo.

F PRIMER Secuencia del cebador directo

R PRIMER Secuencia del cebador inverso

MISMATCHES Numero de mismatches maximo

MIN. FRAGMENT | Tamafio maximo del fragmento

SIZE

MAX. FRAGMENT | Tamafio minimo del fragmento

SIZE

COVERAGE Cobertura del par de cebadores

ANALYZED NUumero de genomas analizados

GENOMES

COVERED Numero de genomas cubiertos por el par de cebadores

GENOMES

NON-COVERED Numero de genomas no cubiertos por el par de

GENOMES cebadores

coverage.csv

Archivo que aporta informacién sobre todos los fragmentos amplificados por
cada par de cebadores en cada genoma. No se incluird la secuencia de
aquellos fragmentos que superen 3000pb.

COLUMNA DESCRIPCION
PRIMER PAIR | Identificador del par de cebadores. Se corresponde con el
NO orden en el que se encuentren en el archivo.

Identificador del genoma donde se encontré el fragmento

GENOME

amplificado. Se corresponde el identificador GenBank o con
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el nombre del fichero FASTA, segun el tipo de entrada.

STRAND Hebra del genoma en la que se encuentra el fragmento
INITIAL Posicion en el genoma donde comienza el fragmento
POSITION

FRAGMENT

END POSITION | Posicion en el genoma donde termina el fragmento
FRAGMENT
DISTANCE Tamafio del fragmento amplificado

DISTANCEOK | Valor booleano (Y o N) segun el tamafio del fragmento
amplificado se encuentre en el rango establecido por el
usuario.

MISMATCHES | Numero de mismatches en el fragmento

AMPLIFIED Numero de fragmentos (genes) encontrados en el genoma
GENES

UNIQUE Numero de fragmentos (genes) diferentes encontrados en el
GENES genoma. Se descartan los duplicados para obtener esta cifra.
AMPLIFIED Secuencia del fragmento

GENE

primer_{Primer_No}

Carpeta que contendra los archivos FASTA con todos los fragmentos
amplificados de cada genoma. Habr4d un archivo de este tipo por genoma
cubierto, y su nombre sera {Genome_Id}_covered.fasta.

Asimismo, también se guarda un archivo denominado analyzed_genomes.csv,
donde aparecerd un resumen de los genomas analizados por cada par de
cebadores. Para cada genoma cubierto se indicara el nombre del archivo
FASTA asociado con los fragmentos amplificados.

COLUMNA DESCRIPCION

GENOME Identificador del genoma donde se encontré el fragmento
amplificado. Se corresponde el identificador GenBank o
con el nombre del fichero FASTA, segun el tipo de
entrada.

AMPLIFIED Valor booleano (Y o N) segun el genoma tiene
fragmentos amplificados o no.

SEQUENCE Nombre del archivo de fragmentos amplificados

FILENAME correspondiente al genoma
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