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Resumen. En la presente investigacion se documentan los resultados de aplicar
métodos alineamiento de mdltiples secuencias (MSA) a un conjunto de datos de
secuencias con informacidn perteneciente al microbioma de mujeres caucdsicas.
El objetivo fue realizar un flujo de trabajo intuitivo para analisis filogenético en
R. Se definieron métodos MSA a través de una comparacién entre los métodos:
DECIPHER, ClustalW, ClustalOmega y MUSCLE, siendo ClustalW el mas
citado por la literatura. Estos resultados son importantes debido a que dentro
de un mismo flujo de trabajo se hace uso de la implementacién del algoritmo
DADA?2 para tareas de preprocesamiento y DECIPHER como herramienta MSA,
logrando facilitar y simplificar las tareas para el usuario final, permitiendo realizar
este tipo de tareas de manera practica.

Palabras clave: Alineamiento de maultiples secuencias, microbioma,
vaginosis bacteriana.

Multiple Sequence Alignment Comparison
in R for Phylogenetic Analysis from
Vaginal Sequence Data

Abstract. This research documents the results of applying multiple sequence
alignment (MSA) methods to a sequence data set with information pertaining to
the microbiome of Caucasian women. The objective was to create an intuitive
workflow for phylogenetic analysis in R. MSA methods were defined through
a comparison between the methods: DECIPHER, ClustalW, ClustalOmega
and MUSCLE, with ClustalW being the most cited in the literature. These
results are important because the implementation of the DADA?2 algorithm for
pre-processing tasks and DECIPHER as an MSA tool are used within the same
workflow, thus facilitating and simplifying the tasks for the final user, allowing
this type of analysis to be carried out in a practical way.
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1. Introduccion

El andlisis computacional de los datos de secuencias a menudo implica el uso
de distintos programas, c6digos o herramientas que no necesariamente se encuentren
relacionados entre si, o pueden estar escritos en diferentes lenguajes de programacion,
diseflados para plataformas especificas, o en el peor de lo casos poseer una
implementacién poco intuitiva.

Las tareas de preprocesamiento, clasificaciéon taxonémica, alineamiento de
miultiples secuencias (MSA) y obtencidén de arboles filogenéticos emplean métodos
matemdticos que estdn implementados en diferentes herramientas, lo que ocasiona
que existan diversos formatos para su almacenamiento, haciendo tediosa la tarea
del anélisis.

R [11], a pesar de ser un entorno para estadistica, permite andlisis filogenético
a través de paquetes e implementaciéon de funciones, lo cual ayuda a que el
manejo de secuencias y sus respectivos andlisis puedan realizarse dentro de una sola
plataforma. Una tarea central para el andlisis filogenético es la obtencién de un 4rbol
de distancias entre las secuencias, para lo cual se requiere que las secuencias sean
alineadas previamente [3].

Los MSA logran su objetivo mediante la programacién dindmica, método que
requiere tiempo y espacio en memoria de orden N x M, en donde N y M son
el ancho de las secuencias a y b, respectivamente. Debido a la complejidad que
implica el alineamiento de secuencias largas, heuristicas son utilizadas para acelerar
el alineamiento sin impactar negativamente en la precision.

Esta precision varia en funcién del nimero de secuencias que son afadidas al
alineamiento, pues puede ser que la identidad entre secuencias o similitud cada
vez sea menor, lo cual implicarfa la obtencién de un alineamiento impreciso. Este
problema se encuentra frecuentemente en muestras de secuencias donde hay gran
diversidad bacteriana, como en el caso de la microbiota vaginal. De acuerdo con
Ortiz-Rodriguez [10]:

”la vaginosis bacteriana, de origen polimicrobiano, es una alteracion de la
ecologia vaginal donde la flora normal se ve prdcticamente sustituida por gérmenes
anaerobios. Muchos microorganismos han sido propuestos como causa de esta
enfermedad, como la Gardnerella, Atopobium, Leptotrichia, Sneathia spp”.

Han surgido trabajos que ejemplifican el uso de una sola herramienta para lograr
un andlisis filogenético, como por ejemplo Dadasnake, de Weillbecker et al. [15], el
cual es un script en Python que hace uso del Divisive Amplicon Denoising Algorithm
(DADAZ2) [2] para el preprocesamiento de secuencias y ClustalOmega como método de
alineamiento, aunque no es su fin realizar un andlisis filogenético.

Su uso estd orientado a la ejecucidén en infreaestructuras de cémputo de alto
rendimiento, las cuales cuentan con abundantes recursos de hardware, por lo que
acceder a ellas en un principio podria implicar un problema al hacer estudios
preliminares de este tipo.

De igual manera, Toparslan et al. [14] realizan un flujo de trabajo para secuencias
de ADN mitocondriales escrito en su totalidad en R, pero no hay tareas de
preprocesamiento debido a la naturaleza de las secuencias. Se hace uso del método
de alineamiento ClustalW.
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El propésito de esta investigacién es proveer un flujo de trabajo unificado en R que
incluya implementaciones ya existentes para permitir tareas de andlisis filogenético en
una unica plataforma, asi como seleccionar métodos que puedan ser ejecutados en un
equipo de coémputo personal. Para ello se hace una comparacién entre implementaciones
de los siguientes MSA: ClustalW, ClustalOmega, MUSCLE y DECIPHER.

Fig. 1. Metodologia.

2. Materiales y métodos

A continuacién se detalla el conjunto de datos utilizado en el presente trabajo, asi
como conceptos relacionados con este articulo, como los distintos MSA utilizados. De
igual manera se describen las medidas de rendimiento utilizadas para la evaluacion
estadistica de los resultados obtenidos de cada alineamiento. Por ultimo, se mencionan
la paqueteria necesaria para obtener los resultados de este articulo.

ISSN 1870-4069 311 Research in Computing Science 150(5), 2021



Isai Angulo-Jiménez, Juana Canul-Reich, Betania Hernandez-Ocafia

Tabla 1. Parametros de entrada de los métodos MSA.

Clustal W
Apertura de Hueco Extension de Hueco Maéximo de Iteraciones Orden
15 6.66 3 Entrada
ClustalOmega
Apertura de Hueco Extensién de Hueco Miximo de Iteraciones Orden
6 1 Sin limite Entrada
MUSCLE
Apertura de Hueco Extensién de Hueco Maiximo de Iteraciones Orden
400 0 16 Entrada
DECIPHER
Apertura de Hueco Extension de Hueco Maiximo de Iteraciones Orden
16 1 2 Entrada

2.1. Conjunto de datos

Las secuencias pertenecen a un grupo de 155 mujeres caucésicas embarazadas. El
microbioma de estas mujeres fue caracterizado mediante la secuenciacién del gen 16S
ARN ribosomal de las regiones V3-V4 en una plataforma MiSeq. La fuente de los datos
es del European Nucleotide Archive (ENA), con el nimero de acceso PRINA544732
y cargado por el Centro Médico Universitario de Liubliana, Eslovenia. Los datos
obtenidos se encuentran comprimidos con la extensién FASTQ [5].

2.2. Métodos de alineamiento de miltiples secuencias

El problema de alinear secuencias esté clasificado como un problema NP-completo
[3]. Los métodos MSA se dividen en 4 tipos: exactos (programacién dindmica),
progresivos, basados en consistencia, e iterativos [6]. Los métodos ClustalW,
ClustalOmega y MUSCLE se encuentran disponibles en R a través del paquete msa
[1], mientras DECIPHER se encuentra en el paquete DECIPHER [17]. A continuacién,
cada método MSA utilizado:

ClustalW: Este método MSA basado en alineamiento progresivo inicia alineando
pares de secuencias ya sea por el método k-tuple de Wilbur y Lipman o por el
método de programacién dindmica completo de Needleman-Wunsch, con los cuales
obtienen medidas de distancia con las que se construye un drbol guia con el método
Neighbour-Joining y por ultimo alinea progesivamente las secuencias mas cercanas
acorde al arbol guia [13].

ClustalOmega: Este método MSA, también progresivo, se basa en un método de
agrupamiento mBed para un alineamiento inicial, luego reagrupa por k-means. Utiliza
UPGMA como método para construer el arbol guia y produce un alineamiento final
alineando dos perfiles usando modelos ocultos de Markov (HMM) [12].
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Fig. 2. Puntuaciones preliminares MOS y AOS para los cuatro métodos MSA.

MUSCLE: A diferencia de los otros tres métodos, este tiene una aproximacion
iterativa, en lugar de progresiva. Se reevaldan los alineamientos a través de dos
distancias distintas: k-mer para pares de secuencias sin alinear y Kimura para las
alineadas. Este procedimiento se repite siempre que se encuentre un alineamiento con
una mejor puntuacioén que el anterior [4].

DECIPHER: Método MSA que toma en cuenta el contexto de las secuencias a
través de la prediccion de estructuras secundarias en el contexto de una secuencia
local, incrementando la precision del método. Esto permite la generacion escalable de
alineamientos de secuencias grandes manteniendo una precision alta atin en conjuntos
diversos de secuencias [16].

2.3. Medidas de puntuacion

Las tareas tales como las busquedas de homologia entre secuencias, anotacién
genémica, prediccién de la estructura de una proteina, asi como areas de biologia
evolutiva computacional, redes reguladoras de genes, y gendmica funcional dependen
del resultado de un método MSA.

El resultado obtenido de estas tareas bioinformdticas antes mencionadas tendrd
una mayor significancia bioldgica a mayor precision del resultado del MSA [7]. Sin
embargo, debido a que no existe una funcién objetivo para medir verdaderamente la
precision o correctividad biolégica de un alineamiento, existen métodos basados en
distintas suposiciones.
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Fig. 3. Puntuaciones finales MOS y AOS para los cuatro métodos MSA.

La comparacién cuantitativa de dos métodos MSA distintos ayuda a tomar
decisiones sobre qué regiones estdn preservadas o cudles deben ser removidas para
tareas posteriores [8].

Coincidencia (OS): La funcion refleja la similitud entre dos alineamientos Q. y Qp, Y
estd definida como la relacién entre la cardinalidad de la interseccién de dos conjuntos
de residuos alineados y la cardinalidad promedio de cada conjunto:

_ |Qa N Qb‘ 1
@b = Qa1 /2 W

Coincidencia promedio (AOS): Cada alineamiento se representa mediante el
concepto de residuos de pares alineados. Cada uno de estos pares son extraidos de todos
los alineamientos m de entrada. La dificultad de un caso de alineamiento estd definida
por la puntuacién de coincidencia promedio entre todos los alineamientos de entrada:

-1
ZZ" Z;n:ifl Oij

A0S = m(m—1) /2

2
Esta medida representa qué tan dispersos estan los alineamientos en el espacio

de todas las soluciones y se seleccioné como medida principal para decidir qué
alineamiento utilizar.
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Fig. 4. Puntuacidn de coincidencia OS respecto al método DECIPHER.

Para casos simples, un método MSA dard como resultado alineamientos similares y
el valor AOS serd muy cercano a 1, mientras en casos dificiles su valor sera cercano a 0.

Coincidencia multiple (MOS): Se asignan puntuaciones a cada par de residuos
alineados reflejando su proliferacién en todos los alineamientos. Sea n (o) el nimero
de los m — 1 alineamientos que contienen o.

Un par que ocurra en todos los alineamientos es, en consecuencia, asignado con la
puntuacién mayor (m — 1) mientras que un par que ocurre en un solo alineamiento
es asignado con la puntuacién menor de cero. Estas puntuaciones son sumadas para el
alineamiento @), para determinar su puntuacion de coincidencia maltiple:

MOS (Qa) = W 3)

El numerador suma las puntuaciones de cada par de residuos alineados presentes
en el alineamiento @, . El denominador refleja la puntuaciéon maxima posible. Los
residuos alineados que son encontrados en varios alineamientos son mas confiables,
y el alineamiento con el mayor nimero de tales pares se asume como el mas
significativo biolégicamente.
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Tabla 2. Tiempo de ejecucion de funciones principales.

Preprocesamiento
Proceso Tiempo estimado por tictoc Multihilo (verdadero o falso)
en segundos (s)
Filtro y recorte para Cutadapt 504.795 s Verdadero
Cutadapt 1098.482 s Verdadero
Filtro y recorte al resultado de Cutadapt 446.305 s Verdadero
Modelo de errores (forward) 38.051 s Verdadero
Verdadero 195.136 s Verdadero
Union de lecturas e inferencia muestral con DADA2 2637.742 s Verdadero

Clasificacién taxonémica

Tiempo estimado por tictoc

Proceso Multihilo (verdadero o falso)
en segundos (s)
Asignacién taxondmica 183.517 s Verdadero
Asignacién taxondmica 651.717 s Falso
Metodos MSA
Proceso Tiempo estimado por tictoc Multihilo (verdadero o falso)
en segundos (s)
ClustalW 2908.898 s Falso
ClustalOmega 100.779 s Falso
MUSCLE 2558.235's Falso
DECIPHER 61.368 s Verdadero
Validacion estadistica
Proceso Tiempo estimado por tictoc Multihilo (verdadero o falso)
en segundos (s)
MUMSA AOS =0.58 43.188 s Falso
MUMSA AOS = 0.50 115923 s Falso
MUMSA coincidencia OS 44.139 s Falso

2.4. Paqueteria utilizada

Se usaron los programas externos a R Cutadapt en su versioén 2.1 con Python 3.8.5 y
MUMSA en su version 1.0, pero se incluyeron dentro del flujo propuesto con llamadas
a los programas por medio de R.

Ademais, los paquetes en R versién 4.0.5 con las respectivas versiones de los
mismas fueron: msa 1.22, DECIPHER 2.18.1, dada2 1.18.0, gridExtra 2.3, phangorn
2.5.5, ShortRead 1.48.0, Biostrings 2.58.0, ggplot2 3.3.3, phyloseq 1.34.0, cluster 2.1.1,
dendextend 1.14.0, asi como tictoc 1.0, para la medicién del tiempo de ejecuciéon de
tareas centrales en el flujo de trabajo. Los paquetes fueron instalados junto con las
dependencias de cada uno.

3. Diseio experimental

En la Figura 1 se describe la metodologia, la cual inicia con la obtencién de las
secuencias a utilizar, en este caso pertenecientes a muestras vaginales. Como parte
inicial del preprocesamiento, con Cutadapt se removieron los primers o iniciadores con
secuencias ambiguas en los primeros 17 nucledtidos de las lecturas forward y primeros
21 para las reverse. DADA2 fue aplicado a lecturas forward y reverse con una calidad
minima de 20 basada en una puntuacién Phred.

Research in Computing Science 150(5), 2021 316 ISSN 1870-4069



Comparacién entre métodos de alineamiento de mdltiples secuencias para andlisis filogenético ...

5e+05
|

4e+05
|

3e+05
|

Altura
2e+05
]

1e+05

0e+00
L

Muestras

Fig. 5. Arbol jerdrquico por el método Ward2 con k = 2.

La longitud minima para las lecturas forward fue de 260 bases pareadas (bp) y
para las lecturas reverse, 240 bp. Una remocion de secuencias quimeras fue necesaria
posterior a la inferencia de variantes de secuencias (ASVs) a partir de la composicién
muestral, entendiendo por secuencias quimeras aquellas que se pueden construir
exactamente mediante la combinacién de segmentos izquierdo y derecho de dos
secuencias “padre” mds abundantes.

Este proceso dio como resultado 2,297 secuencias contenidas en las 155 muestras.
Para la asignacion taxondémica de las 2,297 secuencias, 1,974 fueron anotadas dentro
del reino “Bacteria”, 286 dentro de “Eukaryota”, 1 dentro de “Archaea” y 36 sin anotar
debido a que pertenecen al reino “Fungi”, el cual no esta presente en la base taxondmica
utilizada. Debido al enfoque de la investigacion referente a vaginosis bacteriana (VB),
se trabajo solo con las 1,974 secuencias del reino “Bacteria”.

Como principal pardmetro de entrada se utilizaron las 1,974 secuencias obtenidas
del preprocesamiento para los 4 MSA, cada método ejecutdndose con sus pardmetros
por defecto, los cudles se exponen en la Tabla 1.

Del resultado de cada método de alineamiento se obtuvo su respectivo arbol
filogenético, el cual no requiere un andlisis en esta etapa debido a que en etapas
posteriores puede llegar a ser filtrado, aunque si es requisito para la continuidad de
este flujo de trabajo.

Con toda esta informacién obtenida, se procedié al uso de MUMSA para la
validacion estadistica de los resultados obtenidos por los métodos MSA, con el fin de
definir el método MSA a incluir en el flujo de trabajo.
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Fig. 6. Grifico de dispersion de las 155 muestras analizadas con k = 2.

4. Resultados

R fue utilizado en su totalidad para la ejecucion de las pruebas, aun sirviendo
como interfaz para Cutadapt y MUMSA. Las caracteristicas generales del equipo
portatil tienen como SO Windows 10, procesador Intel Core i7-8750H de 12
nucleos a 2.208 GHz.

Para utilizar el total de nicleos en las tareas que asi lo permitian se usé el Subsistema
de Linux para Windows en su versién 2 con el SO Ubuntu 20.04 focal con kernel
x86_64 Linux 5.4.72-microsoft-standard-WSL2 y un total de memoria RAM disponible
de 25,562 GB.

Para todas las tareas realizadas se utilizé una sola semilla de valor 100, incluso
para los métodos MSA. Una vez obtenida la salida de los cuatro métodos el primer
uso de MUMSA fue predecir la dificultad del alineamiento partiendo de la coincidencia
multiple entre alineamientos y el resultado se observa en la Figura 2.

Esta primer medida no considera los residuos alineados a los huecos ni los pares de
residuos alineados. Al tener como resultado un AOS = 0.580479, se esta frente a un
caso de alineamiento de dificultad cercana a la media, recordando el rango de dificultad
[0, 1], lo que supondria que el método ClustalOmega pareciese ser el indicado para
cuestiones de este flujo de trabajo con un M O.S = 0.826458, ya que supera al resto de
los métodos.
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Fig. 7. Abundancia bacteriana de 10 muestras en rangos Genus y Species.

Sin embargo, al realizar la evaluaciéon que si toma las consideraciones de los
residuos se obtiene como resultado un AOS = 0.5, indicando una dificultad mayor
a la anteriormente obtenida, pero es el método DECIPHER con un valor MOS = 0.7

el que refleja una mayor confiabilidad estadistica en los pares de residuos alineados a
diferencia de los otros tres métodos (ver Figura 3).

Partiendo de la premisa de que el alineamiento con el mayor nimero de estos
pares supone el biolégicamente mas significativo, se calculd la coincidencia OS entre
métodos métodos respecto a DECIPHER, como se muestra en la Figura 4, en donde
se aprecia que hay una diferencia importante en la interseccién entre los demads
métodos MSA con DECIPHER, que podria estudiarse a partir del nimero de columnas:

ClustalW = 714, ClustalOmega = 908, MUSCLE = 2379, DECIPHER = 796, pero eso
estd fuera del enfoque de la presente investigacion.

En la Tabla 2 se detalla el tiempo de ejecucion de los principales procesos en el flujo
de trabajo, asi como la disponibilidad de multiprocesamiento de dicho proceso. Si solo

se considera el tiempo aqui expuesto, el total seria de aproximadamente 11,588 s, poco
mads de 3 horas.

Habria que considerar que si se utiliza solo DECIPHER, método MSA mas rapido y
biolégicamente mas significativo para este andlisis, el flujo de trabajo tomaria un tiempo
de ejecucién aproximado de 5,817 s, poco mas de una hora y media.
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Hasta esta etapa no se habian realizado exploraciones de la composicién bacteriana
a través de las muestras, ya que para esas tareas lo mds conveniente es crear un objeto
que pueda ser manipulable en R. El estudio de Hocevar et al. [5] posee informacién
clinica de las muestras que son utilizadas para su investigacion.

La aportacién mas grande del presente flujo de trabajo se centra en la posibilidad
de llegar a resultados comparables en cuanto a inspeccion de la diversidad bacteriana
de las muestras sin depender de datos clinicos, ademds de la posibilidad de aplicar un
agrupamiento jerarquico a las 155 muestras. Todo esto con el propdsito de verificar el
alineamiento obtenido por el método DECIPHER.

En [5] se agrupan las 155 muestras en dos grupos: parto temprano con n = 48 y
parto a término con n = 107. Debido a la ausencia de los datos clinicos propios de
dicho estudio, se procedié a calcular un agrupamiento jerarquico aglomerativo (HC)
mediante la funcién hclust usando Ward2 como método de agrupamiento, y el calculo
de valores disimilares mediante la funcion dist usando distancia euclideana.

Esto con el fin de saber si es posible aplicar técnicas de aprendizaje no supervisado
a este tipo de secuencias en particular y que los resultados puedan ser analizados por
los expertos. La semilla de valor 100 continué siendo utilizada y al arbol jerarquico
resultante se le hizo un recorte k& = 2 para obtener dos grupos como se muestra en la
Figura 5. También es posible su representacion de dispersion de las muestras como en
la Figura 6.

Los grupos se componen de 106 miembros el primero y 49 el segundo, lo que
representa una aproximacién muy cercana a lo obtenido por los datos clinicos. También
se identificaron las bacterias a través de sus niveles taxondmicos. Como ejemplo, en la
Figura 7 se muestran las bacterias mds abundantes para 10 muestras obtenidas de un
submuestreo del total de 155 con semilla de valor 100.

Los rangos comprendidos son Genus y Species en donde la mayoria de estas
muestras estdn conformadas en gran parte por Lactobacillus, aunque también se
aprecian muestras que podrian indicar VB debido a la alta concentracién de
Gardnerella, Atopobium o Sneathia ademds de una disminucién de Lactobacillus.

5. Conclusiones y trabajos futuros

El fin del presente articulo fue comparar métodos MSA para asi crear un flujo
de trabajo intuitivo que permita un andlisis filogenético en R e incluir validaciones
estadisticas para tareas del andlisis bioinformatico.

Para ello se utilizaron herramientas ya desarrolladas para el SO Ubuntu, Cutadapt
y MUMSA, y se llamaron mediante R para asi complementar las tareas de
preprocesamiento y validar estadisticamente los resultados de los alineamientos. El total
de lecturas pareadas contenidas en las 155 muestras analizadas fue de 22,154,990.

Después de un primer filtrado con Cutadapt se obtuvieron 21,326,390,
representando un 96.25 % del total. Estas fueron preprocesadas hasta llegar a 9,767,545,
representando un 44.08 % del total. El nimero total de ASVs resultantes del
preprocesamiento fue de 1,974 bacterias. Aun cuando los métodos MSA utilizados se
basan en la programacién dindmica, ClustalW, ClustalOmega y DECIPHER ademas
hacen uso de alineamientos progresivos.
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MUSCLE se basa en una aproximacidn iterativa. DECIPHER destacé del resto
por la velocidad en la obtencién del alineamiento, debido al uso de heuristicas al
buscar k-mers de manera ordenada en la creacion del drbol guifa. Para este estudio
se compararon los alineamientos obtenidos entre si, una primera vez sin considerar
residuos y una segunda vez tomandolos en cuenta.

ClustalOmega result6 el de mejor puntuacion M OS para la primera, pero en la
segunda, DECIPHER result6 el de mayor valor M OS. Debido a que se defini6 utilizar
la puntuacion AOS como pardmetro, la segunda prueba tiene mayor significancia
estadistica, obteniendo un AOS = 0.5 contra el AOS = 0.580479 de la primera,
implicando que existe una mayor dificultad en el alineamiento.

La segunda medida considerada fue la puntuaciéon M O.S, siendo DECIPHER el de
mayor puntuacién con un M OS = 0.7, lo cual indica una mayor fiabilidad biolégica en
el resultado del alineamiento. Asi se tomé como referencia el resultado de DECIPHER
y comparé contra el resto para obtener la tercer y ultima medida, OS, cuyos valores
representan la coincidencia entre métodos respecto a DECIPHER y se visualiza en
la Figura 4.

A manera de trabajo a futuro estd la realizacién de una interfaz grifica en R que
permita el uso de este flujo de trabajo y sirva como herramienta practica para el andlisis
filogenético de secuencias del gen 16S ARN ribosomal.
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