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El secuenciador MinlON de Oxford Nanopore Technologies (ONT) es una herramienta portatil
gue permite la secuenciacién de AND en tiempo real a un precio bajo comparado con las opciones
disponibles en laboratorios de capital reducido. Estos costos pueden ser aun mas reducidos si se
secuencian mezclas de muestras, usan ‘cédigos de barra’ para identificarlas luego. Una celda de
flujo standard MinlON puede producir de 10-20 Gb de data de secuencia en 48 horas; en la
practica una profundidad suficiente se puede obtener en unos pocos minutos de haber iniciado
la secuenciacion para obtener una secuencia consenso >99% nt idéntica a la secuencia original.

Recientemente, ONT ha puesto a disposicidon un Nuevo tipo de celda de flujo lamada “Flongle™”
(Flow Cell Dongle FLO-FLG001), la cual es mas pequeiia y mas econémica que la celda standard
(e.g. SpotON flow cell Mk I, R9.4.1). La celda, viene con adaptadores de tamafio para hacerla
compatible con los equipos MinlON y GridlION, de manera que no se requiere adquirir equipos
adicionales. Una Flongle contiene 126 canales de secuenciacidn en lugar del standard 512 y est3
disefiada para aplicaciones que requieren menos profundidad de secuenciacion, por ejemplo, en
el caso de genomas reducidos como aquellos de virus, bacterias y hongos. Por lo tanto, venimos
implementando este sistema en laboratorios de diagnéstico, de bajo presupuesto para la
identificacion de patdgenos emergentes y/o cuarentenarios. En este reporte presentamos como
ejemplo resultados de la identificacién y secuencia genomica de Cassava common mosaic virus
(CsCMV), a partir de muestras de ARN total.
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Muestras

Se procesaron muestras de arandano y yuca. La seleccién de las muestras de yuca se realizé con
base en los resultados de PCR utilizando protocolos estandar de diagndstico, con el objetivo de
validar los resultados de secuenciacién. Las muestras se conservaron y procesaron como se ha
descrito en Jimenez et al. (2021), antes de obtener el ARN total.

Preparacion de librerias

Se construyeron librerias de los sets seleccionados, utilizando 150 ng de RNA total. Para la
construccion de la libreria se uso el kit de secuenciacion kit SQK-DCS109 con barcodes EXP-
NBD104 para cDNA gendmico de la compafiia Oxford Nanopore Technology, la libreria se llevo a
cabo siguiendo los datos del fabricante.

Secuenciacion
La secuenciacién se desarrollo en la celda R9.4 (FLO-MIN106D) durante 48 horas. Para mas
detalles consultar el Anexo 1.

Pre procesamiento de lecturas y asignacion taxonémica

El llamado de bases se realizd con Guppy v6 (ONT, 2022) empleando el algoritmo de alta
precision. Para el control de calidad se utilizé6 NanoFilt v2.8 (De Coster et al., 2018), donde se
descartaron las secuencias con un valor Phred Score inferior a 10. Para filtrar las secuencias
asociadas al hospedero, se alinearon las secuencias producidas a partir del tejido de yuca y
arandano contra el genoma de referencia de M. esculenta (GCA_001659605.2) y V. corymbosum
(GCA_014504835.1), respectivamente, usando Minimap2 v2.17 (Li, 2018); posteriormente se
aislaron las lecturas no alineadas con SAMtools. Los archivos resultantes se subieron a la
plataforma One Codex (Minot et al., 2015), donde se realizaron los analisis de composicién
correspondientes.

Ensamblaje del genoma de CsCMV aislado del set de yuca

Las lecturas de secuenciacidon se procesaron para hacer un ensamblaje completo del genoma de
Cassava Common Mosaic Virus (CsCMV) utilizando diferentes ensambladores a partir de un
genoma de referencia (KT002435.2): Minimap2 v2.17 (Li, 2018), Pilon y Medaka v1.2.0.

Base de datos utilizadas para comparacion

Se utilizdé la base de datos del National Center for Biotechnology Information
(https://www.nchi.nlm.nih.gov) para consultar e incluir los genomas de referencia empleados
en el analisis.

Andlisis filogenéticos complementares

Se realizo el analisis filogenético para la comparacion de genomas de CsCMV disponibles
empleando la herramienta Distance tree con el método Fast Minimum Evolution (max. Seq.
difference: 0.75) del NCBI.
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RESULTADOS

Perfil taxonémico del microbioma foliar

Tras procesar la informacién en la plataforma One Codex, se compararon las estadisticas de
secuenciacion y la composicién taxondmica de las muestras. De la muestra de yuca y arandanos
se obtuvieron 63413 y 7880 lecturas, respectivamente, de las que se clasificaron el 52 y el 84%,
en cada caso. Al examinar las abundancias relativas de los diferentes rangos taxonémicos por
muestra, se incluyeron en la descripcidn aquellos grupos representados por al menos el 5% de
las lecturas identificadas. (Figura 1).
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Figura 1. Abundancia relativa de phylum (A), clases (B), ordenes (C), familias (D), géneros (E) y especies (F)
microbianas presentes en al menos 5% de las lecturas secuenciadas a partir de tejido foliar de Manihot esculenta
(microbiome_cassava) y Vaccinium corymbosum (microbiome_blueberry).

En las muestras de arandano no se encontraron secuencias de virus, mientras que en las muestras
de yuca se encontré el CsCMV, por lo que se procedié con su ensamblaje.

Ensamblaje de CsCMV y andlisis filogenético

Las secuencias obtenidas presentaron calidad suficiente para realizar el ensamblaje del genoma.
Se procesaron 3,578,998 lecturas de las cuales mapearon un total de 92,12% contra el genoma
de referencia, reconstruyendo el genoma de CsCMV con una cobertura de 888,11X (Tabla 1).

Tabla 1. Estadisticas del ensamblaje del genoma Cassava Common Mosaic en Peru.



Globals

Reference size

Number of reads

Mapped reads

Unmapped reads

Mapped paired reads
Secondary alignments
Supplementary alignments
Bead min/maxfmean length
Duplicated reads (estimated)
Duplication rate

Clipped reads

ACGT Content
Number/percentage of &'s
Numberfpercentage of O's
Number/percentage of T's

Summary

5,382

1,378,958

12,3654 / 0.9%
1,367,585 /96.1%
0f0%

4

3,621 /0.26%
023,874 /722.2
8,092 /0.86%
58.04%

12,344 f 0.86%

1,560,424 / 30.62%
1,461,322 /26.47%
1,208,836 /21.81%

Numberfpercentage of 3's 1,158,844 / 20.99%

Number/percentage of N's 0/f0%

G Percentage 47.468%

Coverage

Mean 888.113

Standard Deviation 328.0783

Mapping Quality

Mean Mapping Guality £1.38

Mismatches and indels

General error rate 13.32%

Insertions 40,807

Mapped readswith at least one insertion 88.54%

Deletions 88,724

Mapped readswith at least one deletion  94.57%

Homopolymer indels 37.05%

Chromosome stats

Name Length Mapped bases Mean coverage Standard deviation
KT002435.2 a3e2 5878818 888.113 326.0783

En cuanto al analisis filogenético, se encontrd que los genomas de CsCMV disponibles se agrupan
en dos clados, donde la muestra sometida (Query_8905) se integra al clado conformado por
muestras procedentes de Brasil y China.

CONCLUSIONES

Hasta el momento, no se detectaron patdgenos asociados a enfermedades en plantas en la
evaluacion del microbioma foliar de arandano (representatividad> 5% lecturas). Por otra parte,
el microbioma de yuca evidencio la presencia del virus patogénico CsCMV (3,296,997 lecturas),
gue permitieron el ensamblaje del genoma completo, con una profundidad de 888,11X. Como se
evidencia en los registros fotograficos de las plantas (ver Anexos), estos resultados coinciden con
la presencia de sintomas de mosaico.

El protocolo descrito se viene utilizando con una sub muestra de las colecciones de yuca y
arandano de INIA, donde todo el proceso se ha validado en el laboratorio de sanidad Vegetal, de



Senasa en Lima (ver Anexo 1). El grupo de Senasa, con apoyo del equipo de Virologia de CIAT ha
identificado otros microorganismos, y se estd trabajando en la comunicacién oficial en el caso de
patégenos y plagas cuarentenarias. La secuenciacion portatil se ha evaluado en otras regiones
como parte de proyectos bilaterales complementarios, a partir de ARN y ADN total y también de
productos de PCR. Al momento se ha confirmado fusarium TR4 en Peru, Bemisia tabaci Asia_ll_1
y Asia_ll_6 en el Laos (Leiva et al a, b y c) y recientemente hemos incluido virus de las familias
Closteroviridae y Secoviridae en Africa y Las Americas y bacteria causante del marchitamiento de
la yuca Xanthomonas phaseoli pv manihotis en Colombia (no publicado).
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Guia bioinformatica disponible en Google Co-Laboratory
Laboratorio de Virologia - Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Colombia

Resumen

Esta guia se prepard como parte del curso de capacitacion en analisis bioinformatico para la
identificacion de patdgenos a partir de datos metagendmicos. El curso se organizé en CIAT (Cali)
y en Senasa (Lima) en 2022 y comprendia tanto la parte de laboratorio (preparacion de librerias)
como el andlisis bioinformatico. Esta guia es abierta y se enfoca en el andlisis de las secuencias
obtenidas de cada libreria y requiere la ejecuciéon de 5 pasos, descritos brevemente a
continuacion:

Para poder instalar los programas bioinformaticos y correr nuestros datos, se necesitan dos pasos
obligatorios: instalar conda (1) y conectar nuestro Drive al Google Colaboratory (2).
Posteriormente, el procesamiento de lecturas incluye 3 fases: control de calidad (3), extraccidon
de lecturas no eucariotas por mapeo (4), y asignacién taxondémica (5).

Install conda and
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Figura 1. Guia esquematica del procesamiento informatico propuesto.

fastg Taxonomy
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Cdmo correr un comando en Google Colaboratory (colab)



~ 1 Instalacion conda
Para ejecutar

un comando O st
en colab, clic MINICONDA_INSTALLER_SCRIPT=Miniconda3-py37_4.9.2-Linux-x86_64.sh
; MINICONDA_PREFIX=/usr/local
aqui =

wget https://repo.anaconda.com/miniconda/$MINICONDA_INSTALLER_SCRIPT
chmod +x $MINICONDA_INSTALLER_SCRIPT
./$MINICONDA_INSTALLER_SCRIPT -b -f -p $MINICONDA_PREFIX

1. Instalar conda

%%bash

MINICONDA INSTALLER SCRIPT=Miniconda3-py37 4.9.2-Linux-x86 64.sh
MINICONDA PREFIX=/usr/local

wget https://repo.anaconda.com/miniconda/$MINICONDA INSTALLER SCRIPT
chmod +x S$SMINICONDA INSTALLER SCRIPT

./SMINICONDA INSTALLER SCRIPT -b -f -p $MINICONDA PREFIX

2. Conectar a Drive

Al montar su Google Drive, podréa cargar archivos fast5 que se pueden procesar y la salida se puede
volver a escribir en la misma ubicacion dentro de Drive.

El siguiente fragmento realiza el montaje. Se le pedira que se autentique, solo siga las instrucciones
y todo deberia ir bastante bien.

from google.colab import drive
drive.mount ('/content/gdrive', force remount=True)

2.1.Movernos a la carpeta de trabajo

Con el comando cd nos movemos entre carpetas. cd gdrive/MyDrive/[CARPETA/DE/TRABAJO].
Ejemplo: cd gdrive/MyDrive/CIAT/cassava

cd gdrive/MyDrive/CIAT/pcr

3. Control de calidad: NanoFilt

NanoFilt permite realizar el filtrado por calidad y/o longitud de lectura.

IMPORTANTE: El criterio para realizar dicho cribado debe contemplar que, a diferencia de la
calidad encontrada en lecturas cortas provenientes de tecnologias de secuenciacion tipo lllumina
(Phred Score ~ 30), las lecturas largas producidas por tecnologias de secuenciacion de "tercera
generacion” como ONT o PacBio presentan una baja calidad general (Phred Score ~ 10). Por lo
tanto, el umbral minimo de calidad de lecturas largas suele ajustarse a un Phred Score de 10-12.
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Figura 2. Comparacion de Per base sequence quality (calidad por base en la secuencia) entre lecturas producidas por Illumina y
Oxford Nanopore Technologies (ONT).

3.1.Instalar NanoFilt

!conda install -c bioconda nanofilt -y

3.2.Comandos intermedios

Con el comando Is listamos los archivos en la carpeta de trabajo.
'1s

IMPORTANTE: Si se produjo més de un archivo fastq durante la corrida, debe concatenar el
archivo con el comando cat (facilita el analisis en adelante). De lo contrario, omita este paso.
!cat *fastg > cat.fastqg.gz

Con el comando gunzip descomprimimos archivos que finalicen en gz.

Se debe reemplazar el nombre del archivo a descomprimir, por ejemplo:
FAR83207 pass barcode(0l 9778d2ef 0.fastqg.gz

!gunzip FAR83207 pass barcodeOl 9778d2ef 0.fastqg.gz

Con el comando mv podemos cambiar de nombre del archivo. Para facilitar el analisis en adelante,
cambiamos el nombre del archivo: ya sea el concatenado (cat.fastg.gz) o el nombre asignado por
el MinlON (ej: FAR83207 _pass_barcode01 9778d2ef 0.fastq.gz) a pass.fastq.gz.

!mv fastqg runid 366cd4f875c6d45ac62ed9e0238ef0d345423e26 0 0.fastg pass.fa
stqg

Ejecutamos NanoFilt, donde filtramos las secuencias con calidad Phred Score inferior a 10, y las
almacenamos en nuevo archivo llamado filterpass. fastaq.
!NanoFilt -gq 10 pass.fastqg > filterpass.fastqg

11



4, Mapeo
4.1.Instalando programas mapeo

!conda install -c bioconda samtools conda=4.9.2 -y

!conda install -c bioconda minimap2 conda=4.9.2 -y

4.2.Minimap2

Minimap2 es un programa de alineacién de propdsito general para mapear el ADN o secuencias
largas de ARNm contra una gran base de datos de referencia. Es muy bueno con genomas de
referencia y secuencias producidas por ONT.

Cdmo descargar un genoma de referencia del NCBI

Genome [Genome v | manihot esculentaforgn)
Create alert Limits Advanced

National Library of
National Center for Biotechnology /S i e-18 especie de interés

2. Click
derecho sobre wa |

Manihgg esculenta (assembly M.esculenta_v8) . . .
genome FaSTA hamapgor genor - -+ -- 3. Copiar direccion

Download genome annotation in GFF, GenBank Cpen link in new tab

BLAST against Manmqt esculenta genome, tran¢ Open link in new window
All 8 genomes for species:

Browse the list

Download sequence and annotation from RefSeq
EED 1ry NCBI Datasets - a new way to download ¢ Save link as... ting in [NCBI Labs

Copy link address < —

Open link in incognito window

Display Settings: + Overview
Inspect

Organism Overview ; Genome Assembly anusnmurnormrreportor-wrganene-Ammotation Report [2]
Manihot esculenta (cassava)

Root crop that grows in the tropical and subtropical regions of the world

Reemplazar link de su especie de interes. Sugerencia: NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome). Ejemplo para descargar genoma de referencia
de Manihot esculenta:

wget https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/all/GCF/001/659/605/GC
F 001659605.2 M.esculenta v8/GCF 001659605.2 M.esculenta v8 geno

mic.fna.gz

!wget https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/all/GCF/001/659/605/GCF 0016596
05.2 M.esculenta v8/GCF 001659605.2 M.esculenta v8 genomic.fna.gz
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Para facilitar el analisis en adelante, renombramos el genoma de referencia (mv), lo
descomprimimos (gunzip) y pedimos que nos muestre el encabezado para corroborar la integridad
del archivo (head).

!mv GCEF 001659605.2 M.esculenta v8 genomic.fna.gz referencia.fna.gz
!gunzip referencia.fna.gz

'head referencia.fna

Si se trata de un fragmento de PCR, descargar fasta manualmente y subir a directorio de trabajo.
'1s

!mv CMLV.fasta referencia.fna
'head referencia.fna

Este paso puede tomar algun tiempo

'minimap2 -ax map-ont referencia.fna filterpass.fastg > aln.sam

4.3.SAMtools

Formato SAM / BAM

El archivo SAM es un archivo de texto delimitado por tabulaciones que contiene informacién para
cada lectura individual y su alineacion con el genoma.

La versién binaria comprimida de SAM se denomina archivo BAM. Usamos esta version para
reducir el tamafio y permitir la indexacién, lo que permite un acceso aleatorio eficiente de los datos
contenidos en el archivo.

El archivo comienza con un encabezado, que es opcional. El encabezado se usa para describir la
fuente de datos, secuencia de referencia, método de alineacion, etc., esto cambiara dependiendo
del alineador que se use. Después del encabezado esté la seccion de alineacion. Cada linea que
sigue corresponde a la informacion de alineacién para una sola lectura. Cada linea de alineacion
tiene 11 campos obligatorios para informacion de mapeo esencial y un nimero variable de otros
campos para informacién especifica del alineador. A continuacion, se muestra una entrada de
ejemplo de un archivo SAM con los diferentes campos resaltados.
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HWI-ST330:304:H045HADXX:20934#0 |[16] * 0 0

CCACTATGTTTTTCGATAAAAAGCTTAATAAAT

QNAME FLAG RNAME POS MAPQ CIGAR
HWI-ST330:304:H045HADXX:20934#0 16 chrl 60023 50 100M

HWI-ST330:304:HO045HADXX:209344#0 16 chrl 60023 50 1o00oM [*|/o]|[/0]

CCACTATGTTTTTCGATAAAAAGCTTAATAAAT

T T

SEQ QUAL MRNM  MPOS ISIZE
. 0 0
Figura 3. Formato SAM
Convertiremos el archivo SAM a formato BAM usando el programa samtools usando el
argumento view y le diremos a este comando que la entrada esta en formato SAM (-S) y que salga
en formato BAM (-b).

%%bash
samtools view -S -b aln.sam > aln.bam
samtools sort -o aln sort.bam aln.bam

samtools index aln sort.bam

IMPORTANTE: EI siguiente comando genera las estadisticas de alineamiento, incluido el
numero de lecturas mapeadas contra el genoma de referencia. Al trabajar con microorganismos
secuenciados a partir del tejido del hospedero, dichas lecturas suelen constituir un porcentaje
importante del total de secuencias procesadas (>90%).

!samtools flagstat aln sort.bam

Con base en la informacién contenida en las etiquetas del archivo SAM / BAM, podemos guardar
lecturas que compartan cierta caracteristica. En este caso, nos interesa conservar las lecturas que
no se hayan alineado contra el genoma de referencia (posiblemente pertenecientes al microbioma
del hospedero). Con este paso, se genera un archivo méas pequefio y depurado, agilizando asi los
andlisis posteriores.

IMPORTANTE: Para conservar las lecturas mapeadas (mp) en lugar de las no mapeadas (unmp),
sustituir -f por -F en la primera linea del comando.

%%bash

samtools view -b -f 4 aln sort.bam > aln unmp.bam
samtools sort -o sort unmp.bam aln unmp.bam
samtools index sort unmp.bam

Cadigo alterno
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%%bash

samtools view -b -F 4 aln sort.bam > aln mp.bam
samtools sort -o sort mp.bam aln mp.bam
samtools index sort mp.bam

Podemos verificar el cambio de tamafio ejecutando este comando de linux que "lista” los archivos
de nuestra ruta de trabajo que terminan en bam.
!ls -lah *bam

Finalmente, convertimos el archivo bam a fastq, formato general para multiples programas de
asigancion taxonomica. Debido a que el ONT produce lecturas single-end, se utiliza el argumento
-0, que indica la direccion de lectura. En lecturas paired-end, se indica -1 para forward y -2 para
reverse.

!samtools fastg -0 unmp.fastg sort unmp.bam

Codigo alterno
!samtools fastg -0 mp.fastg sort mp.bam

5. Asignacién taxondmica
5.1.Kaiju

Pros
e No necesita crear una cuenta
e Maneja bien datos crudos (sin control de calidad)

Contra
e No almacena resultados mas de 3 meses

e Solo produce informacion taxondmica

Kaiju realiza la clasificacién taxonémica de microorganismos en 3 pasos:

Realiza la conversion de nucleétidos a aminoacidos en sus 6 posibles marcos de lectura, que luego
divide en fragmentos por sus codones de terminacion.

Los fragmentos son ordenados por su longitud de mayor a menor (MEM) y por su puntuacién
BLOSUMG2 (Greedy).

Inspeccion en la base de datos mediante una bulsgqueda hacia atrds modificada en una
implementacién eficiente en memoria de la transformacion de Burrows-Wheeler, que resinge el
resultado a coincidencias exactas maximas (MEM) o extiende la basqueda al permitir sustituciones
(Greedy).

Subir datos

En primer lugar, debemos dirigirnos a la pagina de KAIJU en este link (https://kaiju.binf.ku.dk/),
y seleccionamos Web Server. Una vez ahi, diligenciamos la siguiente informacion.
IMPORTANTE: Para subir archivos a Kaiju deben estar comprimidos.

!gzip unmp.fastqg

!gzip mp.fastqg
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Web server - Submit job

Use the form to upload fastq/fasta file(s) and choose options.
Once uploading is completed, press the Submit button at the bottom of the page.

Only upload one data set at a time.

prueba

You can give a custom name to your submission
Correo electrdnico al que
e —T ]
llegaran los resultados
Receive a notification after your subn

File with sequencing reads *

Nucleotide sequences must be in compressed FASTA or FASTQ format [?]

[ Selectfile |File name: <€—— Seleccionar archivo comprimido en fasta o fastq

Progress: <€— Presionar Start upload para que comience a cargar el
_JUpload a second file for paired-end sequencing archivo

Bases de datos

Elegimos la base de datos de preferencia. Kaiju puede usar el conjunto de genomas completos
disponibles de NCBI RefSeq o el subconjunto microbiano de la base de datos de proteinas no
redundantes NCBI BLAST nr, que también incluye opcionalmente hongos y eucariotas
microbianos.

Options
(O RefSeq Genomes - proteins from completely assembled RefSeq genomes: Bacteria, Archaea Viruses
C‘proGenomes - proteins from the representative genomes in proGenomes: Bacteria, Archaea, Viruses
(O NCBI BLAST nr - non-redundant protein database: Bacteria, Archaea, Viruses

® NCBI BLAST nr +euk - as above, but also including fungi and microbial eukaryotes

Otras opciones

Kaiju se puede ejecutar en el modo MEM mas rapido (con una longitud minima de fragmento m
=11), asi como en el modo heuristico Greedy (con una puntuacién minima s = 75), permitiendo
hasta cinco (Greedy -5) sustituciones de aminoacidos durante la busqueda.

Mantener valores por defecto.
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SEG filter

Filter low complexity protein query sequences

Run mode

(O MEM - for maximum exact matches.

®) Greedy - allows mismatches

Minimum match length
Only applicable for Greedy mode:

Minimum match score
Allowed mismatches Ijl
max. E-value

Resultados

El tiempo de espera es variable e independiente del tamafio del archivo (las solicitudes se van
gestionando en el orden en que son sometidas a la plataforma).

Una vez recibe el correo de notificacion de Kaiju, el link nos redirige a una primera interfaz de
resultados.

Otra forma de visualizar los resultados es mediante el Krona Chart, que le permite explorar las
asignaciones por rango taxondmico. Para acceder al krona, damos click en View classification as
Krona chart en la interfaz de resultados inicial.

Kaiju webserver results are now available &g Recibidos x
Kaiju webserver «xaju@oint ku.ai»
para v

X inglés » > espaiiol v  Traducir mensaje
Your submissior  pruwast 1o the Kalju webserver has been processed

See the results at this URL: hitp./kaiju binf ku di/results/1547-6653893106

Kind Regards,

Kaiju

5.2.MG-RAST

Pros

e Conserva los resultados en su cuenta
e Realiza control de calidad, asignacidn taxondmica y anotacion funcional
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e Puede emplear la plataforma como repositorio de sus datos crudos. Para esto debe cambiar el
estatus de sus muestras de Privado a Publico, y compartir la accesion

Contra
e Debe realizar una solicitud para abrir una cuenta
e No recibe algunos archivos crudos

La tuberia MG-RAST realiza control de calidad, prediccion de proteinas, agrupamiento y
anotacion basada en similitudes en conjuntos de datos de secuencias de acidos nucleicos.

Los datos en MG-RAST son privados para el usuario que los envia, a menos que los comparta con
otros usuarios o los haga publicos.

MG-RAST presenta las anotaciones a través de las herramientas en la pagina de analisis que
preparan, comparan, muestran y exportan los resultados en el sitio web. La pagina de descarga
ofrece los datos de entrada, datos en etapas intermedias de filtrado, la salida de busqueda de
similitud y tablas resumen de funciones y organismos detectados.

Subir datos

Una vez hayamos abierto la cuenta e ingresado a la pagina de MG-RAST (https://www.mg-
rast.org/), seguimos los siguientes pasos para subir el/los archivo(s) a explorar.

Una vez cargado el archivo, damos click en el boton verde next que aparecera en la esquina inferior
derecha.

YT

7

upload data 1. Damos clic en Upload £ webkey S upload

Data submission Is a two-step process. As the first step, data Is uploaded Into your private Inbox on the MG-RAST server. This area is
you. From the inbox data can then be submitted. Use the & upload function, or use our API to upload your data. To view your

here. "
2. Damos clic en upload y
metadata seleccionamos el archivo a subir

Submission of muitiple files, sharing of data, or data publication requires metadata which you can provide via an Excel template or our Metazen heiper tool.

and accessible only to
required for using the API, click

/ MetaZen tool [®) Excel template
A E R

Name Type
final.contigs.fa =

1| flename  metabat.3361.fa
modified undefined
size 5.1 MB
type text/fasta

This Is a valld FASTA file. 1,056 sequences of this file were
tested.

All of the tested sequences fulfill the minimum length
requirement of 75 bp.

3. Damos clic en start upload — =——————- Y © advanced

Esto llevara a una nueva ventana, en la que se deben diligenciar los siguientes campos:
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> submit >

1. select metadata file

You do not have any metadata files available. Metadata can be uploaded on the upload page. ﬁ

If you have uploaded metadata and It is not displayed here, it might be invalid. Click on the metac __ 4
upload page to receive more information. Si desea subir su

Submission of muitiple files, sharing of data or data publication require metadata. You can use th! metadata' de CIIC aqu'
MetaZen tool to fill out the metadata spreadsheet for a study.

More information about metadata can be found in the MG-RAST manual, section 2.7.

(91 do ot want to supply metadats e D€ lo contrario, de clic en esta

opcion y oprima select
-~ P y op

2. select project
3. select sequence file(s)

4. choose pipeline options
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> submit >

1. select metadata file

2. select project

You have to specify a project to upload a job to MG-RAST. If you have a metadata file, the project must be specified in that file, If
you choose to not use a metadata file, you can select a project here. You can either select an existing project or you can choose a
new project.

pruebai | salect ﬁ

Note: The projects listed are those that you have write access to. The owners of other projects can provide you with write access if
you do not have it.

Asigne un nombre a su proyectoy
de clic en select
3. select sequence file(s)

4. choose pipeline options

N

submit

N

1. select metadata file

2. select project

3. select sequence file(s)

Sequence files from your inbox will appear here. Please note, there s a delay between upload completion and appearing in this
table due to sequence statistics calculations. This may be on the order of seconds to hours dependina on file size.

metabat.3361.fa Seleccione el archivo a procesar y de clic
final.contigs.fa en select

select

4, choose pipeline options

5. submit



En el item screening puede seleccionar entre algunos organismos modelo (Homo sapiens, Mus
musculus, Arabidopsis thaliana, etc.) para realizar el filtrado de lecturas asociadas a estos
organismos. Si las lecturas provienen de una muestra ambiental (suelo, agua, etc.) o del tejido de
un organismo no presente en esta lista, se selecciona none.
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1. select metadata file

2. select project

3. select sequence file(s)

Pucde mantener s opciones

assembled

dereplication

length filtering

ambiguous base

select

filtering

por default

[C] Select this option If your Input Sequence flle(S; vuian acouiiviou uaa Gins I IS IS W Yo ays
information within each sequence header as described here.

Remove artificial replicate sequences produced by sequencing artifacts Gomez-Alvarez, et al, The
ISME Journal (2009)
ot ol excepto en este punto.

Remove any host specific species sequences (e.g.p AjUustar de acuerdo al contexto
with bowtie Langmead et al., Genome Biol. 2009, Vo 1u, msus o
Filter based on sequence length when no quality score information Is available.
2.0 Specify the multiplicator of standard deviation for length cutoff.
Filter based on sequence ambiguity base (non-ACGT) count when no quality score information is
avallable.
5 Specify the maximum allowed number of ambiguous basepairs.
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1. select metadata file

2. select project

3. select sequence file(s)

4. choose pipeline options

Data will be private (only visible to the submitter) uniess you choose to share it with other users or make it public. If you decide to
make data public your data will be given priority for the computational queue.

Data will be publicly accessible immediately after processing completion - Highest Priority

quickstart metadata Data will be publicly accessible after 3 months - High Priority
Data will be publicly accessible after 6 months - Medium Priority  Seleccionar la opcién de
(O Data will be publicly accessible eventually - Lower Priority preferencia. En pri nci piO puede

© Data wil stay private (DEFAULT) - Lowest Priorty <= mantener privados sus datos y
Please note that only private data can be deleted. eventualmente pU bl |carlos

submit job Note: You must complete all previous steps to enable submission.

Upon successful submission, MG-RAST IDs (*Accession nurr Finaimente, seleccione submit job

will be removed from your inbox.

Resultados

El tiempo de espera es variable, pero puede dar seguimiento al avance de su proyecto en el panel
my jobs de la pagina principal. Inmediatamente después de subir el archivo, posiblemente
aparezca en fila (queued); una vez comience a ser analizado, podra monitorear el avance en este
panel.

S

7

Welcome back, Alejandra Gil

MG-RAST server running version 4.0.3. Hosting 78,791 public and 490,285 total metagenomes containing 2,147 billior

We added some additional resources to process your inbox jobs.

Q Did you know: Collections offer a convenient way to group metagenomes and facilitat

© my tasks

- you currently have no tasks -

# my jobs & ®vew

~ ~ A
job stage > status 5
534550 qc_stats © queued

showing rows 1-1 of 1

 MG-RAST News

Thu Aug 06 2020 After more than a decade at the helm @FolkerMeyer is handing @mg_rast over
to long time co-pilot @AndreasWilke11

Thu Apr23 2020 MG-RAST has recently celebrated 1500 billion basepairs analyzed for over 30k
users using our technology stack discu... hitps:/L.co/TUADVAPYJW
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Al igual que en Kaiju, al finalizar el analisis MG-RAST le enviara una notificacion via correo
electronico.

MG-RAST Job Completed (Exteme Recibidos X

2 help@mg-rast.org

paramf ¥

Xa inglés ~ > espafol ¥ Traducir mensaje

Your submitted annotation job S7-Leafl3-16Srlll_unmp_ belonging to study S7-Leafl3-16Srlll has completed.

Log in to MG-RAST (https://www.mg-rast.org) to view your results. Your completed data is available through the My §
PLEASE NOTE: Your data has NOT been made public and ONLY you can currently view the data and results.

If you wish to publicly share the link to your results, you will need to make the data public yourself. This is needed ev
immediately after completion.

This is an automated message. Please contact help@mg-rast.org if you have any questions or concemns.

principal investigator , undefined

visibility private
static link private projects cannot be linked
metadata <> download

description

funding source

contact

Administrative

-0

-0

Technical

(:1 Para abrir la informacién del estudio de
clicaqui

metagenomes

o

MG-RASTID Q * name q: bp count q:soq.coumq:r

35211733d66d676d M33_CSFP210020261-1a_H3HSCDSX3_L1_1 4,450,920,300 29,672,802
343035353135362e
33

showing rows 1-1of 1

Esto nos redirigird a una ventana con un reporte extendido sobre la muestra. Incluye gréficos y
estadisticos del control de calidad, la asignacion taxonémica y la anotacién funcional. Para
mayor informacion sobre cada uno de estos aspectos, puede consultar el manual de MG-RAST
(https://help.mg-rast.org/user_manual.html).
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Gréfica control de calidad
Sequence Breakdown

B failed QC - 6,382,325 (21.51%)
B unknown - 969,540 (3.27%)
B predicted feature - 22,320,937 (75.22%)

Gréfica sobre funciones predichas
Predicted Features

o o
[ unknown protein - 15,196,089 (68.08%)
[l annotated protein - 7,105,315 (31.83%)
[l ribosomal RNA - 19,533 (0.09%)
Gréfica con funciones predichas por COG
COG
e o~

METABOLISM - 2,604,054 (47.53%)

CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING - 1,155,74
POORLY CHARACTERIZED - 860,985 (15.71%)
INFORMATION STORAGE AND PROCESSING - 858,C

<
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Grafica con Dominios y Phylum identificados

Phylum

Bacteria - 5,956,989 (97.06%)

Archaea - 110,668 (1.80%)

Eukaryota - 48,638 (0.79%)

unclassified sequences - 13,116 (0.21%)
Viruses - 7,651 (0.12%)

other sequences - 76 (0.00%)

Proteobacteria - 2,459,072 (59.61%)
Bacteroidetes - 312,222 (7.57%)
Actinobacteria - 303,214 (7.35%)
Chloroflexi - 205,056 (4.97%)
Firmicutes - 201,463 (4.88%)
Planctomycetes - 104,030 (2.52%)
Euryarchaeota - 72,148 (1.75%)
Verrucomicrobia - 71,733 (1.74%)
Cyanobacteria - 64,600 (1.57%)
Aridnhactaria - A4 020 (1 554
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