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Metagenómica

• El estudio del ADN de los microrganismos no cultivados
• Genoma: la información genética de un solo organismo
• Metagenoma: la información genética de un conjunto 

de organismos
• Suelos, aguas, costa, aire, huesos antiguos, muestras asociadas a un 

huésped, etc.

Genes para enzimas que degradan 
polisacáridos (biocombustibles)



Metagenómica

• Objetivo: entender la composición y operación de un 
consorcio complejo de microrganismos en una muestra 
ambiental por medio de la secuenciación y análisis de 
su ADN

• Metatranscriptómica y metaproteómica:
• El blanco es el ARN y las proteínas obtenidas de esas muestras.

• Avances en la NGS aumentan el número y el alcance de 
los proyectos de secuenciación ambiental



Metagenómica: preguntas bioinformáticas

• Quienes están ahí?
• Contenido taxonómico

• Que están haciendo?
• Funciones de genes

• Como se comparan?
• Muestras diferentes
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Metagenómica: preguntas bioinformáticas 64bit
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Metagenómica: flujo de trabajo



Metagenómica

BLASTx
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Metagenómica

• Bases de datos: cual usar?

https://www.drive5.com/usearch/manual/faq_tax_db.html

https://www.drive5.com/usearch/manual/faq_tax_db.html
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• Datos

Dos koalas capticos del zoologico Tiergarten
Schönbrunn en Vienna (Austria): un macho de 14 
años (SN241) y una hembra de 12 años (SN265)



Metagenómica

• Datos

Análisis de componentes principales Medición de distancias filogenéticas



Metagenómica

• Resultados



Metagenómica

• Estudio PRJNA266939
https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/PRJNA266939

https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/PRJNA266939


Metagenómica

Ojo
Koala Pci_SN241 (SRR1648868)
Koala Pci_SN265 (SRR1648867)

Heces
Koala Pci_SN241 (SRR1649361)
Koala Pci_SN265 (SRR1649360)

SN_241: Macho
SN_265: Hembra



Metagenómica

• Metodología
• Universal primers 27F (5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´) and 338R (5´-

TGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3´)53 were used for PCR amplification of the V1–V2 
hypervariable regions of the bacterial 16S rRNA gene.

• The libraries were first amplified in a 50 μl volume reaction using 5 μl of DNA 
library, 0.5 μl Herculase II Fusion DNA Polymerase (Agilent Technologies Inc.), 
10 μl Herculase II Reaction Buffer (5x), 0.5 μl dNTPs (25 mM), 1 μl Single Index
Primer P5 (10 μM), 1 μl Illumina Index Primer P7 (10 μM) and sterile distilled
water to volume. A unique P7 Index Primer was used for each library to allow 
for subsequent sample discrimination after the sequencing of pooled libraries.

• The indexed DNA libraries were then pooled at equimolar concentrations for 
paired-end sequencing (2 × 250) on an Illumina MiSeq v2 platform at the Danish 
National High-Throughput DNA Sequencing Centre in Copenhagen, Denmark.

https://www.nature.com/articles/srep10189#ref53


Metagenómica

• Pre-procesamiento http://www.drive5.com/usearch/download.html
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Metagenómica

• USEARCH

The non-biological sequence will be deleted automatically because fastq_mergepairs detects 
staggered alignments and deletes terminal gaps before building a consensus sequence.



Metagenómica

• USEARCH Paso A: preparación de las lecturas
• 1. Unir lecturas R1 y R2: usearch -fastq_mergepairs

• 2. Orientar secuencias: usearch -orient

• 3. Eliminar secuencias de primers: usearch -fastx_truncate

• 4. Filtrar por longitud y calidad: usearch -fastq_filter

• 6. Dereplicar: usearch -fastx_uniques



Metagenómica

• USEARCH



Metagenómica

• USEARCH Paso B: Generar OTUs y tabla de OTUs
• 7. Genearar OTUs: usearch -cluster_otus

• 8. Crear tabla de OTUs: usearch -otutab

• 9. Normalizar la tabla de OTUs: usearch -otutab_norm

• 10. Eliminar OTUs poco representativos: usearch -otutab_trim



Metagenómica

• USEARCH
Asignar lecturas a OTU (OTU table)



Metagenómica

• USEARCH Paso C: Control de calidad de los OTUs
• 11. Alinear OTUs a base de datos: usearch -usearch_global

• 12. Verificar longitud de los OTUs: usearch -fastx_info

• 13. Verificar orientacion de los OTUs: usearch –orient

• 14. Filtrar OTUs de baja complejidad: usearch -filter_lowc

• 15. Filtrar secuencias PhiX en OTUs: usearch -search_phix



Metagenómica

• USEARCH
• Control de calidad de los OTUs obtenidos



Metagenómica

• USEARCH Paso D: Análisis de diversidad
• 16. Alpha diversidad: usearch -alpha_div

• 17. Rarefaccion: usearch -alpha_div_rare

• 18. Beta diversidad: usearch -beta_div



Metagenómica

• USEARCH
• Estimating microbial diversity

• Diversidad alfa: The diversity in a single sample (alpha diversity) is commonly 
measured using metrics such as the Shannon index and the Chao1 estimator 

• Diversidad beta: The variation between pairs of samples (beta diversity) is 
measured using metrics such as the Jaccard distance or Bray-Curtis dissimilarity.

• Such metrics are calculated from OTU frequencies. 

• Other metrics, e.g. unweighted UniFrac (called unifrac_binary in usearch) use 
presence / absence only, effectively considering a count to be one if it is any non-
zero value.

• Predecir taxonomía de los OTUs (SINTAX)



Metagenómica

• USEARCH Paso E: Asignación taxonómica
• 19. Asignar taxonomía a los OTUs: usearch –sintax

• 20. Resumen de reporte de taxonomía a filo y genero: usearch -
sintax_summary

• 21. Análisis estadístico con PAST3: generar PCoA o NMDS



Metagenómica

• Análisis estadístico con PAST3

https://folk.uio.no/ohammer/past/
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Metagenómica

• Tarea
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