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T́ıtulo del resumen

RESUMEN

NCD (Normalized Compressed Distance) es un método de compresión para la

creación de filogenias de carácter general. Se inspecciona y se hace uso de este

método para formar árboles filogenéticos de COVID-19, ADN mitocondrial y del virus

Monkeypox. Exploramos este método con grandes datasets de las fuentes de datos

más relevantes, GISAID y Nextstrain, haciendo especial hincapié en esta última y el

software que proporciona para el análisis de patógenos.

Se han creado árboles filogenéticos de hasta 500 secuencias, con el objetivo de

comprobar si el método es apto para grandes filogenias. La comparación de este método

con otros de la actualidad basados en el alineamiento de secuencias ha concluido que

estos hab́ıan avanzado mucho más rápido y obteńıan tiempos de ejecución mucho

menores que NCD, probablemente debido a la rapidez del proceso de multialineamiento

cuando existe una secuencia de referencia. Sin embargo, a nivel cualitativo, los

resultados fueron bastante buenos y aptos para el análisis.
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Caṕıtulo 1

Introducción y objetivos

1.1. Filogenética

La filogenética se encarga de establecer una relación entre organismos mediante

un árbol o cladograma dicotómico que representa una hipótesis evolutiva. Se divide

en varias ramas: la filogenética morfológica y la filogenética molecular. La filogenética

morfológica establece relaciones entre seres vivos en base a similitudes morfológicas o

anatómicas. La filogenética molecular, base de la bioinformática, investiga las relaciones

mediante el análisis de secuencias de ADN, ARN o protéınas y gracias a los algoritmos

computacionales logra obtener estos árboles filogenéticos.

El método adoptado normalmente para la creación de filogenias está basado en

el alineamiento múltiple de las secuencias de ADN o ARN, compuestas por los

aminoácidos A,C,G,T en el caso de ADN y por A,C,G,U en el caso del ARN. Este

método se basa en la detección de diferencias entre dos secuencias. También aparece la

adición/borrado de gaps (denotado por ”− ”) en las secuencias para que coincida con

más términos y aśı lograr la optimización global del alineamiento. No obstante, dada la

intratabilidad del problema MSA(multiple sequence alignment) y su coste exponencial,

normalmente se hace uso de heuŕısticas que encuentran una solución subóptima en un

tiempo mucho menor.

En el siguiente paso para la formación de filogenias aparecen dos métodos: los

basados en secuencias y los basados en distancias. Los basados en secuencias funcionan

generando todos los árboles posibles y eligiendo luego los más adecuados según los datos

y otros parámetros previamente establecidos. Entre estos están máxima verosimilitud

y máxima parsimonia.

Los basados en distancias, concepto impĺıcito al alineamiento, tratan de establecer

distancias entre las diferentes secuencias del alineamiento, crear una matriz con ellas

y realizar un agrupamiento. Los métodos de clústering más conocidos son UPGMA

(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic) y Neighbor-joining.
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1.2. Compresión para cálculo de filogenias

La idea que subyace en los métodos de compresión es librarse de los alineamientos y

los inconvenientes que estos acarrean y calcular las distancias mediante algún algoritmo

de compresión. Este trabajo se basará en el art́ıculo de Rudi L. Cilibrasi y Paul M.B.

Vitanyi [1], que desarrolló el método NCD. En el caso de NCD (Normalized Compressed

Distance) se trata de una aproximación de la NID (Normalized Information Distance)

dada su intratabilidad, que se basa en la complejidad de Kolmogorov y sigue la siguiente

fórmula:

NCD(x, y) = Z(xy)−mı́n(Z(x),Z(y))
máx(Z(x),Z(y))

Siendo NCD(x, y) la distancia entre las cadenas x e y, Z(x) el tamaño de la

compresión de x, y Z(xy) el tamaño de la compresión de la concatenación de x e

y. NCD establece una distancia entre 0 y 1 entre dos secuencias, siendo 0 totalmente

iguales y 1 totalmente diferentes.

De esta forma el coste de la creación de la matriz depende de la eficiencia del

compresor.

Es importante destacar aqúı que tanto en el art́ıculo original [1] como en la tesis de

licenciatura de Vacca [2] (“Estudio del uso de la NCD para la inferencia de árboles

filogenéticos”) se exploran datasets de muy pocas secuencias. Cilibrasi y Vitanyi

muestran árboles de como mucho 60 secuencias y Vacca habla de varios datasets de

alrededor de 20 secuencias.

Aqúı aparece la motivación de este trabajo, replicar el estudio original de [1], ampliar

estos datasets de prueba, probar los ĺımites de este algoritmo y compararlo con otros

métodos que están a la orden del d́ıa como Nextstrain y Augur.

1.3. Sobre el COVID-19 y sus fuentes de datos

El coronavirus SARS-CoV-2, descubierto en enero de 2020 tras aislarse de muestras

de pacientes afectados por una nueva enfermedad ahora conocida como COVID-19,

evoluciona y sufre cambios genéticos, como todos los virus. Conocer estos cambios,

que explican su comportamiento, es fundamental para mejorar el manejo del virus

y el abordaje de la enfermedad. Desde el hallazgo del SARS-CoV-2 hasta ahora, la

secuenciación de su genoma y el conocimiento de las diferentes variantes que circulan

por el mundo está permitiendo conocer más sobre su origen, influencia y distribución.

Gracias a un esfuerzo sin precedentes han ido apareciendo numerosas herramientas

para realizar el seguimiento de este virus. Nextstrain [3] muestra prácticamente a
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tiempo real la epidemioloǵıa genómica del virus y como ha ido transmitiéndose a lo

largo del tiempo por los diferentes páıses afectados.

Actualmente, Nextstrain [3] define numerosos clados filogenéticos para clasificar los

genomas que se van secuenciando y que se nombran en función del año estimado en el

que emergieron seguido de una letra, estos agrupan las diferentes mutaciones que va

sufriendo el virus y se detallarán posteriormente.

Por su parte, GISAID [4], actúa como base de datos y pone a disposición secuencias

genéticas y datos cĺınicos y epidemiológicos para ayudar a los investigadores a

comprender cómo evolucionan y se propagan los virus durante epidemias y pandemias.

Actualmente, cuentan con 12,963,236 genomas de COVID-19 que comprenden desde

2019-12-24 hasta 2022-08-31.

7



8



Caṕıtulo 2

Despliegue y replicación del sistema

2.1. Despliegue

Para replicar los resultados del art́ıculo original de Cilibrasi [1] se

usó el proyecto open-source del mismo autor disponible en Github:

github.com/rudi-cilibrasi/ncd-covid.

El proyecto se realizó en un ordenador personal con sistema operativo ubuntu 22.04

LTS, un procesador Intel Core i5-5200U, con 4 núcles a 2,2GHz y 4 GB de ram.

Una vez se dispońıa del código se descargaron una serie de herramientas necesarias:

− Fastahack, una utilidad para la extracción e indexado de secuencias en ficheros

FASTA.

− RocksDB, la base de datos clave-valor de alto rendimiento, para guardar los

tamaños de las compresiones de las secuencias.

− Zpaq como el compresor elegido para la realización del método.

La elección del compresor es de gran importancia porque sobre él recaerá la

eficiencia y calidad del método. Vacca [?] publicó una tesis de licenciatura anterior

a la publicación del art́ıculo en el que se basa este trabajo [1] tratando temas como

la elección de compresor y el cálculo de simitud entre árboles. Vacca explica que

para elegir un compresor tiene que cumplir 4 propiedades:

• idempotencia, Z(xx) ≈ Z(x)

• monotonicidad, Z(xy) ≥ Z(x)

• simetŕıa, Z(xy) ≈ Z(yx)

• distributividad, Z(xy) + Z(z) ≤ Z(xz) + Z(yz)

(Z(x) es el tamaño de la compresión de x, Z(xy) es el tamaño de la compresión

de la concatenación de x e y).
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Realizó un estudio exhaustivo para comprobar estas caracteŕısticas entre los

compresores: Bzip2, GenCompress, Lrzip, Gzip.

Por otra parte, Cilibrasi también comparaba 3 compresores: gzip, bzip2 y PPMZ.

Se establećıa que el compresor ideal debeŕıa cumplir que NCD(x, x) = 0, con

esto, gzip era el peor compresor, normalmente obteńıa resultados entre 0.5 y 1,

y PPMZ el mejor(aunque el más lento) con valores entre 0.002 y 0.006.

En nuestro caso, usamos el compresor Zpaq propuesto por Cilibrasi. Un

compresor de la familia paq que aplica conceptos relacionados con los compresores

PPM (Predicción por Coincidencia Parcial) y que fue lanzado en 2009.

− Cmake, para la compilación del proyecto (escrito completamente en C++).

Sobre los datos que haćıa uso Cilibrasi en [1] están a disposición pública mediante

el repositorio: github.com/rudi-cilibrasi/ncd-covid-data. Además, se descargaron 29

secuencias requeridas por los autores a través de GISAID [4], 28 secuencias de

COVID-19 y la secuencia de Betacoronavirus RaTG13.

2.2. Replicación

El flujo de trabajo para la obtención de la matriz de distancias no se parece en nada

a los demás métodos basados en alineamiento. Este método se basa en la interacción

con una base de datos clave-valor que almacena los tamaños de compresión de las

secuencias. Esta organizado en una serie de programas escritos en C++, véase la figura

2.1.

− Importer/Cleaner: se encargan de procesar los ficheros FASTA de entrada y

establecer las claves en la base de datos. Realiza un filtrado para quedarse

Figura 2.1: Esquema del flujo de trabajo de NCD
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únicamente con secuencias que contienen los nucleótidos A, C, G y T, se

presenta una de las pequeñas desventajas del método, numerosos genomas

de hoy en d́ıa no cuentan con una secuenciación completa, aparecen regiones

desconocidas representadas por el carácter N. Este fenómeno en métodos basados

en alineamiento se puede controlar pero en NCD se descarta directamente la

secuencia.

− Sorting/Matrix Creation: son 2 programas que se encargan de calcular la distancia

a la secuencia de referencia y calcular la distancias de las n secuencias que

constituiran la matriz entre ellas. Se explican posteriormente en 4.

− Clustering: se realiza un clustering mediante el comando MakeTree, establece el

orden parcial inducido por la matriz de distancias y no añade distancias de las

ramas al árbol(posteriormente se explorará este y otro método de clustering en

4.1.1).

Los resultados obtenidos de la ejecución del flujo de trabajo fueron idénticos a los

del trabajo original. Se pueden encontrar en el repositorio (tests/article results).

El código y los tests de este proyecto está disponible en el repositorio:

github.com/oscargo240/TFG2.
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Caṕıtulo 3

Comparación de los resultados
obtenidos con el estado del arte

3.0.1. Criterios de comparación

Para la comparación de los árboles filogenéticos que se irán obteniendo a los largo

del proyecto se van a realizar numerosos análisis:

− Análisis visual por clados: Un clado es una agrupación que contiene un antepasado

común y todos los descendientes de ese antepasado, en filogenética se resume a

cada rama del árbol que agrupa las distintas secuencias. Dependiendo de las

mutaciones que vayan sucediendo en las secuencias, se le asigna un nombre a

ramas/clados que comparten las mismas mutaciones con la idea de crear clústers

visuales.

Una de las maneras más sencillas de formar clados actualmente es mediante

nextstrain y su herramienta nextclade.org [5] que a grosso modo realiza

asignamiento de clados, marcado de mutaciones and comprobaciones de calidad

de secuencias. Cuenta con diferentes datasets de virus de la actualidad y permite

seleccionar un conjunto de secuencias como entrada, las etiqueta y clasifica.

Finalmente muestra en una tabla diferentes datos sobre las secuencias y las

mutaciones que han sufrido. En ciertos casos en los que el dataset es conocido

como en el caso del COVID-19 o del virus Monkeypox se podrá ver una vista

contextual de las secuencias clasificadas en el actual árbol que maneja nextstrain

(imagen disponible en el github).

Para el análisis de árboles que ya hemos construido usaremos la herramienta

auspice.us [3] , permite la exploración de datasets filogenéticos.

Su funcionamiento, en primera instancia, es como un visualizador de árboles

común, pero añade numerosas funcionalidades que facilitan el análisis como

son: uso de metadatos y aplicación de filtros. Mediante un sistema drag and
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drop, auspice permite añadir ficheros tsv/csv con cierta información sobre las

secuencias del árbol. Mediante los filtros, asociados a los metadatos, se aprecia

una visualización mucho más rica y que, en especial, para árboles grandes es de

gran ayuda.

(a) Fragmento del análisis realizado por nextclade, en este caso sobre el virus monkeypox.
Muestra las mutaciones que se van realizando a lo largo de las secuencias con respecto a
la de referencia (marcada en amarillo). En el rectángulo azul se puede observar que esas
secuencias comparten la mayoŕıa de mutaciones y pertenecen a un clúster similar, mientras
que las secuencias en el rectángulo rojo comparten muchas más y pertenecen a otro clúster
diferente

(b) Esquema de colores para el resaltado de las diferentes mutaciones en las secuencias. Los
colores simbolizan el tipo de aminoácido que ha sustituido al original en la mutación.

Figura 3.1: Captura del análisis realizado por nextclade.org

− Herramientas de comparación y visualización de árboles: a pesar de que hay

métricas asociadas a la comparación de árboles como la distancia robinson-foulds

o la distancia de cuartetos que se puede calcular mediante el software

visualtreecmp, estas presentan ciertas desventajas e irregularidades. Es dif́ıcil

comparar árboles solamente con métricas, solo si la métrica es muy diferente

se puede llegar a conclusiones. Por ello se va a hacer uso de 2 herramientas de

visualización.
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Estas son phylo.io [6] y iphyloC [7]. Son dos herramientas muy similares, están

orientadas a la comparación de 2 árboles uno al lado del otro. Implementan

algunas caracteŕısticas que son bastante útiles para el análisis, entre ellas está el

resaltar las similitudes y diferencias entre dos árboles, identificación automática

de la mejor coincidencia de orden de ráıces y hojas y escalabilidad a árboles

grandes.
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3.1. Datos obtenidos de nextstrain

Nextstrain es un proyecto para aprovechar el potencial cient́ıfico y de salud pública

de los datos del genoma de patógenos. Su objetivo es ayudar a la comprensión

epidemiológica de la propagación y evolución de patógenos y mejorar la respuesta

a los brotes. Nextstrain se basa en tres partes: la web, en la que se puede realizar el

seguimiento en tiempo real de gran cantidad de patógenos, el software, que ya hemos

ido comentando, de código abierto y disponible para el público y una plataforma para

compartir resultados de la comunidad.

Figura 3.2: Esquema de las variantes de interés y su nomenclatura en Nextstrain.

El dataset de esta prueba fue obtenenido de nextstrain.org con el filtro de

ncov/open/global/6m. Un total de 2491 secuencias de COVID-19 que comprenden

el periodo de 12/2019 hasta 7/2022.

La prueba a realizar será obtener las 100 secuencias más proximas a la de referencia.

Para comparar el resultado obtenido de los 100 virus SARS-CoV-2 obtenidos con los

sistemas actuales utilizamos 2 métodos.

En primer lugar se comparó a nivel filogenético con el conjunto de 100 secuencias

seleccionadas. Sin embargo, se obtuvo la filogenia con un método de la actualidad, en

este caso, con la herramienta MEGA mediante un alineamiento previo (una secuencia

no se tuvo en cuenta), en este caso nextstrain.org ya proporcionaba la colección de

secuencias alineadas por lo que la comparación en cuanto a tiempo no se tiene en

cuenta. Se realizó el método de máxima verosimilitud para la creación de la filogenia.

En segundo lugar se comparó con un subconjunto de 479 secuencias que contienen

las 100 elegidas por el programa y que contienen secuencias entre 12/2019 y 08/2021.
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Cabe destacar que a pesar de que el subperiodo son casi 2/3 partes del periodo original,

comprenden 1/5 del total de secuencias. La mayor parte de las secuencias pertenecen a

los clados 21.x y 22.x y a variantes como la Delta o la Omicron respectivamente. Esto

se debe al dataset elegido, que se enfoca en un submuestreo global en los últimos 6

meses. Véase el anexo 7 para los resultados.

3.1.1. Método 1

En este apartado compararemos la filogenia creada por NCD compuesta por las 100

secuencias más cercanas a la de referencia (Wuhan-Hu-1/2019) y la filogenia generada

por el software MEGA[8]. El dataset ya contaba con secuencias alineadas. Se uso el

método de máxima verosimilitud para la creación del árbol.

Añadiendo ambos árboles con los metadatos a auspice.us se puede ver que

la clasificación en clados es bastante buena, cabe destacar que al ser solamente

100 secuencias de un conjunto de bastantes solo aparecen los clados 19.x y 20.x

correspondientes a una etapa temprana del virus que se ubica en 2020. Se puede detectar

en las secuencias del clado 20.C que hay un error en un par de hojas(COL/Cali-01/2020

y MAR/RMPS-05/2020) que se ubican entre variantes del clado 20.A, véase Figura 3.3.

Finalmente, se cuenta con el resultado del flujo de trabajo de

Nextstrain sobre las secuencias comentadas. Se encuentra disponible en

nextstrain.org/community/nextstrainOGO/nextstrainSamples. Sobre él se puede

hacer uso de gran cantidad de filtros, inspecciónar las diversas mutaciones y realizar

la animación sobre el mapa de la expansión de las diferentes muestras en el tiempo.
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(a) árbol filogenético resultado del flujo de trabajo de NCD

(b) árbol filogenético resultado de MEGA(alineamiento y método de máxima verosimilutud)

Figura 3.3: Filogenias obtenidas con NCD y MEGA respectivamente.
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(a) Unrooted tree con NCD (b) Unrooted tree con MSA+ML

Figura 3.4: Mediante la opción unrooted tree de auspice.us se puede observar la calidad
de los clusters en los árboles. Ambos casos se diferencian los clados 19.x, en la rama
superior izquierda de estos. Sobre los clados 20.x, en NCD se observa una diferenciaión
más difusa en los clados 20.B(verde) y 20.A(azul). En el árbol de MEGA se distinguen
perfectamente los clados 20.x(cyan,rojo,azul y amarillo).
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3.2. Datos obtenidos de GISAID

Gisaid es una iniciativa que surgió en 2008 para el intercambio de datos del

virus influenza. A d́ıa de hoy incluye datos de patógenos como influenza, COVID-19

y Monkeypox. Esto incluye secuencias genéticas y datos cĺınicos y epidemiológicos

relacionados con virus humanos. Gisaid, al contrario que Nextstrain, requiere de un

registro con verificación. Un poco menos accesible que Nextstrain pero proporciona una

cantidad de datos mucho mayor. Cabe destacar que GISAID permite integración con

Nextstrain. A la hora de descargar los datos es posible elegir el formato especificado por

el software de Nextstrain. Otra caracteŕıstica de GISAID es que usa otra nomenclatura

para los clados:

Figura 3.5: Árbol con la nomenclatura de clados de GISAID, correspondencia con
nextstrain y variante que marca el clado.

Mediante nextclade.org y el análisis que realiza siempre se puede establecer una

correspondencia para secuencias nuevas, por tanto, la nomenclatura que se usará será

la correspondiente a nextstrain, véase 3.2.

Para investigar la fuente de datos GISAID aprovechamos el apartado que tiene

Nextstrain sobre datos de esta. Se hizo uso del dataset ncov/gisaid/europe/6m de

nextstrain. Al no ser un dataset abierto el procedimiento para descargar secuencias y

metadatos fue el siguiente: en la pestaña “download data” de nextstrain descargar el

fichero ACKNOWLEDGMENTS(TSV), logearse en GISAID, introducir este fichero en

GISAID en la opción análisis y seleccionar la opción de descarga Input for the Augur

pipeline.
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Este dataset cuenta con 3350 secuencias de COVID-19, fundamentalmente de

Europa y centrada en el muestreo de los últimos 6 meses.

Para esta prueba se elegirán 50 secuencias linealmente separadas, es decir, no se

considerarán las n secuencias más próximas a la de referencia (Wuhan-Hu-1/2019)

sino que se elegirán uniformemente entre las secuencias, con el objetivo de poner en

contexto las magnitudes de NCD que se están comparando y que puedan aparecer otras

secuencias de variantes más recientes en comparación con la de referencia.

Figura 3.6: Árbol resultado del método NCD

Figura 3.7: Árbol resultado del flujo de Nextstrain. *El software Nextstrain eliminó 6
secuencias entre las seleccionadas por cuestiones de gestión de calidad en el análisis.

21



En estos resultados, a primera vista, se tornan bastante similares y de calidad en

comparación con Nextstrain. Se observa claramente una rama mayor que ubica en

ambos árboles las secuencias de la variante Omicron (clados 21K, 21L y 22B), entre

estos: los clado 21K y 22B son idéntico, las secuencias Italy/LIG-297623416/2022 y

Norway/23637/2022 que compońıan el clado 22C en NCD fueron excluidas pero su

ubicación original es coherente y en el clado 21L, sin tener en cuenta, las exclusiones

también son idénticos.

En el resto del árbol, aparece una pequeña imprecisión en la secuencia

Mali/MAL0140/2021 en NCD tiene un parentesco muy cercano con la secuencia

NorthMacedonia/35935/2021, sin embargo, en Nextstrain aparece unas cuantas

generaciones antes.
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3.3. Sobre el software Nextstrain y su comparación

con NCD

Es interesante plantearse cómo han ido avanzando los proyectos por la vertiente del

alineamiento y las ventajas/desventajas que tiene el método que se plantea frente a

los proyectos que están a la orden del d́ıa. El software Nextstrain se compone por las

siguientes herramientas:

− Nextstrain: es la de más alto nivel de todas. Actúa como padre de las

siguientes herramientas, de forma que dada una entrada, genera un conjunto

de tareas/comandos llamado DAG que coordina a las demás herramientas para

realizar los consecutivos subtrabajos.

Un ejemplo de DAG(grafo aćıclico dirigido) se encuentra disponible en el

repositorio, véase aqúı.

− Augur: esta herramienta está formada, a su vez, por un conjunto de herramientas

o subcomandos entre los que destacan augur align, augur tree y augur export que

conforman la parte del flujo de trabajo sobre análisis de múltiples patógenos

bateriales y virales.

Figura 3.8: Flujo de alguno de los comandos que conforman augur.

Gracias a esta herrramienta se pudo lograr la creación de un árbol filogenético de

500 secuencias de covid mediante alineamiento en solamente cuestión de minutos

mientras que con NCD obtuvimos un tiempo mayor a 10 horas. Este espectacular

tiempo no es debido a augur en śı sino que es causado por las herramientas que

utiliza en sus comandos, mafft en augur align y raXml en augur tree. Mafft es

un programa destinado al alineamiento múltiple que inicialmente se basaba en

la transformada de Fourier pero que ya hoy en d́ıa ha implementado opciones

para el alineamiento rápido de gran número de secuencias, alineamientos de gran

precision, y la adición de nuevas secuencias a alineamientos existentes.

− Nextclade y Auspice: estas herramientas, que ya fueron comentadas en las sección

3.0.1, también cuentan con su versión software para la integración en el flujo

nextstrain. Cabe destacar que con auspice en su versión software se puede
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lograr visualización más rica, con más información, mapa de la ubicación de

las secuencias y animaciones que en la versión web.
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Caṕıtulo 4

Escalabilidad y estudio del sistema

Tradicionalmente la creación de árboles filogenéticos de gran tamaño (10.000,

30.000, 100.000 secuencias...) ha supuesto un reto, principalmente causado por uno

de sus necesarios precursores, el alineamiento múltiple de secuencias.

Las dos cuestiones que preocupan al reconstruir árboles filogenéticos a partir de

grandes matrices de datos son el tiempo de cálculo y la fiabilidad. La alineación múltiple

de secuencias y la inferencia filogenética son problemas computacionales que consumen

mucho tiempo. El tiempo de ejecución, t, de un algoritmo de construcción de árboles

para una matriz de datos arbitraria depende principalmente del número de especies,

N, porque t = f(N). La relación funcional, f, oscila entre exponencial para la mayoŕıa

de los métodos de construcción de árboles que se basan en la optimización, como la

parsimonia y la máxima verosimilitud hasta polinómica para soluciones aproximadas

(“heuŕısticas”) a estos mismos o para ciertos métodos basados en la distancia, como el

neighbor-joining.

Sobre el funcionamiento del sistema destacan 3 fases: el cálculo de la NCD de las

distintas secuencias a la de referencia, el cálculo de la matriz de distancias entre las

secuencias seleccionadas y el agrupamiento o clústering.

En este primer paso se calcula la distancia NCD de todas las respuestas frente a la

secuencia de referencia. En todas las pruebas la secuencia de referencia que se ha usado

es la de wuhan (Wuhan-Hu-1/2019). El coste de este paso es t(paso1) = n · t(NCD)

lo que en términos de o grande es O(n) siendo n el número de secuencias a analizar.

Sobre el cálculo de la matriz de distancias con la que se obtendrá posteriormente

la filogenia, constituye la parte más costosa del sistema. El tiempo de cálculo depende

de 2 factores:

− El cálculo de la NCD entre 2 secuencias, que depende directamente de la longitud

de las secuencias, en nuestro caso este cálculo con las secuencias de covid que

tienen alrededor de 29500 carácteres tarda 0,3 segundos.
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− El tamaño de la matriz de una forma exponencial, es decir, se realizarán n · n
operaciones de cálculo de la NCD ( en caso de que se aplique la optimización que

se explica posteriormente se realizaŕıan n·n
2
) y en términos de o grande establece

un coste O(n2) .

La fórmula con la que se realizan las estimaciones del tiempo es:

t(matriz) = t(NCD) · n·n
2

.

Finalmente, el método de clustering del art́ıculo original era el comando MakeTree,

con la matriz de distancias como entrada realizaba el método de reconstrucción de

árboles de los cuartetos de mı́nimo coste. El programa comienza con un árbol aleatorio,

y continua haciendo pequeñas modificaciones para mejorar la puntuación.

Presentaba 2 errores que se expondrán a continuación: la relación de orden parcial

entre hojas y el no soporte para árboles grandes.

4.1. Optimización del sistema

El sistema está basado en una base de datos clave-valor, donde la clave es una tag

que identifica de manera única a las secuencias/pares de secuencias, y el valor que le

corresponde es el tamaño comprimido. A nivel del cálculo del tamaño de compresión no

se encontró ninguna optimización posible, sin embargo, a la hora de crear la filogenia

se debe establecer la NCD de todas con todas las secuencias formando una matriz

simétrica. Por lo tanto, no se debeŕıan calcular los nxn valores de la matriz. Se descubrió

que no se teńıa en cuenta la simetŕıa de la matriz, sino que siendo 2 secuencias s1 y

s2 se calculaba la distancia s1-s2 y s2-s1 siendo esta prácticamente igual. Este caso se

produćıa porque se guardaba en la base de datos como una tag “id1+id2” y a la hora

de consultar si el tag se encontraba en la base no se teńıa en cuenta el orden de las

secuencias. Para comprobar que esta optimización realmente no alteraba los resultados

originales se realizaron los árboles del árticulo original obteniendo exactamente los

mismos resultados. Con esta sencilla mejora se logra reducir a la mitad el número de

NCDs a calcular y por consiguiente el tiempo de ejecución total.

4.1.1. Uso de las distancias de compresión en árboles
filogenéticos

El problema con el método de clústering era que se llegaba a una salida en la que el

árbol sólo representaba el orden parcial de las secuencias (véase figura 4.2), las ramas

no teńıan longitud. Por tanto, en la parte relacional el clustering era correcto pero en

la representación no se teńıan en cuenta las distancias entre los diferentes clusters y a

la hora de comparar con árboles actuales no se identificaban facilmente.
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Para solucionar este problema se pensó en usar el método neighbor joining ya que

se adapta perfectamente a nuestro caso de uso, requiere una matriz de distancias como

entrada y proporciona un árbol con las longitudes de las ramas.

Para adaptar la matriz de distancias del método NCD como entrada a MEGA se

necesita un poco de postprocesado, esto es, transformar la matriz en triangular inferior

y adaptarla al fichero de que requiere mega (formato .meg). Este postprocesado se

realiza mediante un script propio.

La comparación de ambos métodos se puede en las figuras 5.1 y 4.2 . Representan

el mismo árbol con neighbor joining y con el método original respectivamente.
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Figura 4.1: árbol con 50 secuencias del virus MPXV con branch lengths tras el
postprocesamiento de los datos de la matriz de distancias NCD
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Figura 4.2: árbol con 50 secuencias del virus MPXV sin postprocesamiento salida de
NCD
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4.1.2. Pruebas de carga

Se plantea la idea de comprobar el ĺımite de este algoritmo y explorar la creación

de árboles de gran tamaño. En los 2 art́ıculos mencionados ([1] y [2]) se haćıa uso

de datasets muy pequeños (menos de 100 secuencias), en este apartado trataremos de

aumentar el tamaño de estos datasets, crear árboles mucho mayores y comprobar la

viabilidad de este método para estos árboles grandes.

tamaño(n) tiempoNCD(h,min) tiempoAugur(h,min)
50 6 min 15 s
100 32 min 50 s
150 1 h 1 min 20 s
250 2 h 40 min 3 min
500 12 h 20 min 21 min

Tabla 4.1: Tiempos del método NCD* y mediante Augur en función del tamaño del
árbol. ∗El tiempo en NCD puede variar en base a la población de la BBDD.

Queda presente que la eficiencia en tiempo es el principal problema de este método.

El coste exponencial del algoritmo y el tiempo de compresión constituyen el principal

cuello de botella de este método. Se convierte en un método bastante prohibitivo para

árboles de más de 500 secuencias. Por ejemplo, el tiempo estimado para un árbol de

1000 secuencias con el hardware comentado seŕıa de alrededor de 42 horas de computo.

En la comparación con Nextstrain/Augur observamos 2 factores: el factor temporal

y el factor cualitativo. Sobre lo temporal NCD no puede hacer frente al flujo de trabajo

de Nextstrain, se obtienen tiempos de media 40 veces menores.

El resto de resultados pueden ser consultados en la carpeta “pruebas de carga” en

el repositorio.

A nivel cualitativo, cabe destacar el uso del método de clustering Neighbor-joining.

El método que llevaba a cabo el comando MakeTree(método de clustering) presentaba

errores a medida que aumentaba el tamaño de árboles. El método se basaba en la

generación de un árbol aleatorio y continuaba mejorándolo, para más de 200 secuencias

se convert́ıa en insostenible. El cambio en árboles de gran tamaño marcó la diferencia,

en el caso de no aplicarlo, no se podŕıa sacar ninguna conclusión o inducir errores en

ellas. En una primera instancia se cuestionó la calidad del algoritmo pensando que

pod́ıa producir árboles degenerados y sin coherencia (Figura 4.4).

La conclusión es que para árboles grandes también se logran resultados bastante

buenos, siguen la ĺınea de las pruebas con árboles menores, un buena clusterización,

similitud en cuanto a forma y pequeños fallos en secuencias cercanas a la de referencia

(en el caso del árbol de 500 secuencias se observa el agrupamiento más difuso de los

clados 20.A (azul claro), 20.B (azul oscuro) y 20.C (verde claro, véase figura 4.3)).
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Estos errores se achacan a las bajas magnitudes de las distancias (alta similitud en

las secuencias, entre dos de las secuencias más cercanas un ejemplo de distancia es

0,009575) y al margen de error del compresor. Ya en el art́ıculo original mostraban que

la distancia entre una secuencias y ella misma debeŕıa ser 0 pero era 0.003621.

También vale la pena mencionar las conclusiones que alcanzaba Vacca [2] en su

estudio: el 50% de los árboles filogenéticos generados con la técnica de [2] cuentan con

una similitud mayor al 80% con los árboles obtenidos con los métodos de distancia, y

que el 75% cuentan con una similitud mayor a 75%.

(a) Árbol formado con NCD.

(b) Árbol formado con augur.

Figura 4.3: Árboles de 500 secuencias en forma circular formados con NCD y augur
respectivamente.

31



(a) Clustering con neighbor joining (b) Clustering con MakeTree

Figura 4.4: Árboles en forma circular formados con los dos métodos de clustering
mostrados.
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Caṕıtulo 5

Clasificación de variantes de interés

A lo largo del proyecto se ha usado el software NCD para el cálculo de filogenias

completas, sin embargo, se tomó otro punto de vista para desarrollar una funcionalidad

extra. La clasificación de secuencias. A nivel filogenético consiste en añadir n nuevas

secuencias(hojas) a un árbol ya creado anteriormente y en base a ello extraer

conclusiones.

A nivel algoŕıtmico se basaba en añadir a la matriz de distanciasM con dimensiones

m · m las n nuevas secuencias, dando lugar a una nueva matriz M ′ de dimensiones

(m+ n) · (m+ n).

Se calculará la distancia de cada secuencia ya existente a cada una de las nuevas.

Por tanto, la complejidad de la clasificación de nuevas secuencias es O(n ·m).

Con esto, se usó esta funcionalidad para clasificar las llamadas variantes de interés

de SARS-CoV-2. Ya en 3.2 se menciono la división en clados/variantes de interés que

comprenden las mutaciones más importantes del virus.

Ambas fuentes de datos, Nextstrain y Gisaid, cuentan con un apartado dedicado a

las variantes de interés y emergentes. Siguiendo con la ĺınea de la división en clados,

se va a tomar como referencia la fuente de Nextstrain CoVariants.

Para realizar este análisis se trató de reunir una secuencia completa (en caso

contrario NCD la rechazaŕıa) del máximo número de variantes de 3.2. Se realizó una

búsqueda en los árboles que CoVariants suministra para cada variante. En los casos

que no se encontraban secuencias completas se buscó en GISAID mediante el filtro

lineage.

Se lograron recoger 25 secuencias correspondientes a 19 de las 29 variantes que

se encuentran en 3.2. Estas secuencias se añadieron al árbol de 500 secuencias de

GISAID (figura 5.5).
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Figura 5.1: árbol formado con NCD y las 25 secuencias representando 19 variantes de
interés de SARS-CoV-2.

A partir del árbol resultante con las 525 secuencias, se realizó un análisis sobre la

situación de estas variantes atendiendo a estos criterios: la localización en el clúster del

clado correctamente; en caso de que el clado de la secuencia no estuviera en el árbol

original, la situación de la secuencia era coherente con la clasificación de la figura 3.2;

finalmente la comparación con la clasificación que estableció augur.

Empezando con la secuencia del clado 22D(color rojo), encontramos que

originalmente no hab́ıa secuencias de su clado, por tanto, analizamos su situación global

en el árbol. La secuencia hCoV-19/India/KA-INSACOG JNC 330/2022 en la figura

5.5 se encuentra en la parte superior, de acuerdo al esquema 5.2a. Si atendemos a la

división original, no está situada junto al resto de secuencias de los clados 22X sino

que el parentesco más cercano es con secuencias del clado 21L. Para considerar este

caso un error menor o mayor se consultó la filogenia generada por augur. De acuerdo a

la filogenia creada por augur (disponible en /tests/variantesdeinteres), los clados más

cercanos a las secuencias 22D son 21L y 22C. Sigue una distribución diferente al árbol

de NCD pero ambas mantiene una rama que agrupa los clados 21L y 22X. Por tanto,

no se considó un gran error la situación del clado 22D en el árbol NCD.

Sobre las secuencias de los clados 21L, 22A, 22C, 21K, 20B, 20E, 21J y 20I entre

otras, se realizó una correcta clasificación, todas ellas se encuentran en su clúster

correspondiente. Véase un ejemplo en la figura 5.3.

Con respecto a las secuencias hCoV-19/Aruba/AW-RIVM-30308/2021 y

hCoV-19/Panama/GMI-PASEQ419/2021 de los clústers 20J y 21I respectivamente,
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ocurre que en el árbol original solo hab́ıa otra secuencia de estos clados en él. Estas

se situaron con el parentesco de hermanas, denotando aśı una correcta y precisa

clasificación. Véase figura 5.4.

Finalmente, se detectó un error con la secuencia

hCoV-19/Australia/NSW1045/2020 y las correspondientes al clado 20D, su situación

era muy dispersa en el árbol y no guardaban relación entre ellas.

(a) Esquema de clados generado en NCD. (b) Esquema de clados de CoVariants.

Figura 5.2: Aproximación del esquema de variantes de NCD y de CoVariants
respectivamente.

Figura 5.3: Situación de la variante hCoV-19/HongKong/CM22001848/2022
(resaltada) en el clado 22C.
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(a) hCoV-19/Aruba/AW-RIVM-30308/2021. (b) hCoV-19/Panama/GMI-PASEQ419/2021.

Figura 5.4: Ejemplos de la ubicación de las variantes como hojas hermanas .

Figura 5.5: árbol formado con NCD y las 525 secuencias.
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Caṕıtulo 6

Compresión para otro tipo de
secuencias

Estamos ante un método que se puede aplicar a multitud de ámbitos, el principal

requerimiento es que la entrada sea una cadena de caracteres. En el art́ıculo clustering

by compression [9] de los mismo autores pońıan a prueba el método con todo tipo de

pruebas que no trataban secuencias de genomas, por ejemplo, clasificación de literatura,

de música, reconocimiento de carácteres, árboles de lenguajes e incluso astronomı́a.

Aprovechando la generalidad del método NCD se plantea la búsqueda de dos

datasets nuevos de secuencias que no sean de covid. En este caso los datasets que

se van a investigar son secuencias de ADN mitocondrial y de la viruela de mono.

6.1. ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial es un genoma que se encuentra en las mitocondrias, fuera

del núcleo celular. Se compone de alrededor de 16.500 pares de bases y es de especial

interés porque se hereda de la madre(el ADN nuclear se hereda de ambos progenitores),

tiene una alta tasa de mutación y falta de recombinación.

Se obtuvieron 1524 secuencias de adn mitocondrial de GenBank con

la búsqueda de (”Homo sapiens”[Organism] OR homo sapiens[All Fields])

AND (mitochondrion[filter] AND (”16400”[SLEN] : ”16600”[SLEN]) AND

(”2022/07/23”[PDAT] : ”2022/08/31”[PDAT])), son secuencias de alrededor de

16.500 bp. Dadas las limitaciones del software NCD se realizó una prueba con un

subconjunto de 197 secuencias. Ya que el software de NCD eliminina secuencias

que no son completas se realizó el análisis sobre 120 secuencias. Los resultados son

bastante buenos, como en este caso no se contaban con metadatos ni división en clados

se realizó una comparación de búsqueda de subárboles comunes con la herramienta

iphyloC [7].

Mediante esta herramienta se realizo una comparación lado a lado con el árbol con
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las mismas secuencias creado por el software Nextstrain. Se observo que se formaban

2 clusters que a simple vista no se pod́ıan ver. El clúster formado por las secuencias

MZ47529X.X junto a la secuencia CM045179.1, se puede observar en la figura 6.1.

Por otro lado, el clúster formado por las 117 secuencias ON597XXX.X. Una de las

principales diferencias que se aprecian en este clúster es la compactación, en el árbol

de augur todas las secuencias están mucho más alineadas verticalmente. En NCD

se encuentran mucho más escalonadas, probablemente debido al error que crea el

compresor. Demás resultados y pruebas se encuentran en el repositorio (tests/mito).

(a) Clúster en el árbol NCD. (b) Clúster en el árbol Nextstrain.

Figura 6.1: Clúster formado por las secuencias MZ47529X.X junto a la secuencia
CM045179.1 en ambos métodos.

6.2. Monkeypox o viruela de mono

La viruela del mono(MPXV) es una zoonosis viral (un virus transmitido a los

humanos por los animales) cuyo primer reporte de infección en humanos apareció en

los 70s, y que ya en 2022 aparecieron múltiples reportes en páıses no endémicos. A d́ıa

de 24/08/2022 ya hay registrados más de 44.000 casos en el mundo y más de 6000 en

España.

Nexstrain separa el virus en 2 datasets, el mpxv y el hmpxv1, este último es el

que se va a analizar. Comprende únicamente casos de transmisión humano-humano y

corresponde un clado del mpxv como se puede ver en la imagen 6.4 de Happi et al

[10]. Se recogieron 1262 secuencias de monkeypox de longitud 190.000-200.000 pares

de bases proporcionadas por la misma página nextstrain. Se eligió como secuencia de

referencia la NC-063383 y se ejecutó el algoritmo NCD para obtener un árbol de las

50 secuencias más próximas a la secuencia de referencia. En las figuras 6.2 y 6.3 se

observan los resultados con NCD y Nextstrain respectivamente. Los resultados son

práctimente idénticos. Tomando como referencia la división en clados que ya hemos

comentado, se pueden observar claramente la división en los 2 clústers, A y B. El

clúster A incluye muestras de los clados A(entre la que se encuentra la secuencia de
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referencia NC-063383), A.1 y A.2. El cluster que se forma a la derecha en la filogenia

conforma el clado B, comprende muestras de los clados B.1, B.1.1, B.1.2, B.1.3, B.1.5

y B.1.7.

Figura 6.2: árbol salida del algoritmo NCD

Figura 6.3: Árbol resultado del software Nextstrain
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Figura 6.4: Esquema de división en clados del virus MPXV
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Caṕıtulo 7

Conclusiones

NCD es un algoritmo de compresión de caracter general que se usó para

literatura, música o astronomı́a y que probó su capacidad para crear filogenias

suficientemente precisas como para sacar conclusiones con secuencias de COVID-19. A

nivel computacional no pudo hacer frente a otros métodos actuales; la propia cualidad

del método, la compresión, constituye su cuello de botella mientras que los métodos de

hoy en d́ıa, con la reciente aparición del COVID-19 y de múltiples patógenos, avanzaron

muy rapidamente y mediante alineamiento múltiple lograron unos bajos tiempos.

Se consiguió replicar el estudio original de [1] además de ampliar su alcance, que

probaba árboles con solamente 60 secuencias logrando árboles de hasta 500 secuencias

sobre los que se realizaron análisis con herramientas de la actualidad.

Finalmente, se investigó sobre el flujo de trabajo NCD para crear filogenias, su

funcionamiento y se lograron dos optimizaciones que mejoraban el tiempo de ejecución

y la visualización de los resultados respectivamente.
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Caṕıtulo 8
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(a) en ambos árboles
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