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Resumen: 
En los estudios microbiológicos de comunidades es importante conocer la riqueza y distribución de las especies. 
El análisis suele basarse en un gen marcador, por ejemplo el 16S rRNA,  que haya tenido una alta conservación  a lo largo del proceso evolutivo y permita por ello apreciar con exactitud las diferencias taxonómicas entre individuos. Una vez secuenciadas las cadenas de ADN (Ácido Desoxiribonucleico) obtenidas de una muestra de material biológico, estas  pueden alinearse para luego medir la “distancia genética” entre secuencias y realizar un agrupamiento en “clusters” según el grado de similaridad que revelen. Según el umbral de disimilaridad elegido se  forman  grupos (clusters) y se  establece el nivel taxonómico, especie o género por ejemplo, al cual se realiza el estudio.  Es decir, para contar cantidad de especies y averiguar su distribución en la muestra de material tomada, hay que contar los “clusters” formados y la cantidad de secuencias que  los conforman.
 Pero además al inferir la riqueza de todo el medio biológico, se presentan  dificultades, de carácter estadístico pues hay gran cantidad de especies que integran  la comunidad pero  que se  encuentran en muy baja proporción y no aparecerán en la muestra. En tal caso el tamaño de la población y la rareza estadística de algunos taxones se suman a  limitaciones tecnológicas y/o económicas para introducir un grado de incertidumbre en las estimaciones  de biodiversidad poblacional basadas en muestras, que no puede tratarse con las técnicas estadísticas habituales.
 Hay distintos modelos para abordar esta situación pero sus resultados suelen subestimar la real cantidad de especies presentes en la comunidad y, por lo tanto, desconocer una parte de la distribución de las mismas. El trabajo  construye una alternativa que, desde los datos existentes en la muestra inicial, permite estimar la riqueza y distribución de taxones aportando mayor precisión al utilizar técnicas de explotación de datos y simulación estadística combinadas. Para tal desarrollo 
 se estableció un “estado del arte” sobre  las mediciones de biodiversidad considerando el modelo empleado habitualmente, las estimaciones no paramétricas existentes y la técnica de  curvas de rarefacción. Se analizó el modelo filogenético utilizado para calcular las distancias y realizar agrupamientos de especies. Luego se seleccionaron  los conjuntos de datos sobre los que se trabajó y se calcularon los valores de los estimadores de riqueza y diversidad más comúnmente empleados. Se introdujo un modelo experimental  usado para explotar los datos y descubrir los patrones de riqueza y distribución en comunidades microbianas y se construyó un algoritmo de recuento de especies  alternativo (ARE)  para estimar la riqueza y la diversidad en general. 
El Problema a Resolver y el 
Fundamento de la Línea de Investigación  
                La biología molecular investiga la estructura y función de las proteínas y los ácidos nucleicos en los organismos vivos. Esto incluye el estudio de los genes de cada organismo que se encuentran presentes en los cromosomas dentro de las células. El ADN  es una molécula compuesta por la sucesión de cuatro componentes básicos: adenina (A), citosina (C), guanina (G) o timina (T). Es un repositorio de la información genética  codificada en forma de “mensajes”  constituidos por secuencias de los cuatro componentes mencionados. La metagenómica, cuyo desarrollo comienza con el actual siglo, realiza el análisis genómico de comunidades microbianas. Combina el  concepto estadístico de meta-análisis referido al proceso en el que se relacionan estadísticamente análisis separados, con la genómica que es el análisis comprensivo del material genético de un organismo. Este nuevo campo trata de explorar  un conjunto de secuencias de ADN que constituyen parte del material genético de una comunidad  y que responden a genomas de distintos organismos. El estudio metagenómico puede realizarse por medio de “análisis de marcadores”. El objetivo, en este caso, es obtener secuencias de uno, o unos pocos, genes predeterminados, para establecer, cuando sea posible, a qué especie pertenecen. Este análisis de marcadores es además,  un buen punto de partida para realizar estudios comparativos de biodiversidad  ya que  la distinción entre especies  resulta claramente señalada por disimilaridades aparecidas en secuencias correspondientes al gen marcador en particular. Tal es el caso del gen 16S rRNA. Se asume que aquellos individuos con secuencias más similares entre sí están emparentados evolutivamente  y comparten un ancestro más cercano que dos individuos con menor similitud entre sus secuencias. Las relaciones evolutivas entre los organismos se pueden representar mediante árboles filogenéticos.  Este tipo de árbol supone un ancestro común a todas las especies; es decir una expresión raíz para la cadena del 16S rRNA que se modifica al avanzar hacia las hojas. Éstas resultan ser las distintas secuencias que se hallan en la muestra metagenómica y, dentro de la estructura jerárquica del árbol, los agrupamientos pueden realizarse utilizando distintos niveles de similaridad o disimilaridad que se asocian con cada categoría taxonómica. Los grupos que se constituyan  en cada nivel de disimilaridad pueden servir para evaluar   la diversidad en cada categoría taxonómica y con esta idea se los denomina Unidades Taxonómicas Operacionales (OTUs). El primer paso para realizar el agrupamiento es alinear las distintas secuencias para establecer las zonas de mayor parecido y definir una “distancia genética” que, una vez alineadas, permita representar  la diferencia entre dos cadenas de bases químicas. Para medir la diversidad de una comunidad biológica se tienen en cuenta diferentes conceptos: riqueza, abundancia, uniformidad y dominancia. Por riqueza se entiende aquí cantidad de taxones distintos presentes en el medio. Por ejemplo cantidad de especies diferentes. Abundancia se refiere a la cantidad de individuos correspondientes a cada taxón. Así, si todos los taxones presentes en la comunidad tuvieran igual cantidad de individuos habría uniformidad mientras que si algunos tuvieran mayor cantidad de individuos que otros, habría dominancia de esos taxones.  En cualquier caso las mediciones resultan estimaciones estadísticas realizadas por medio de algún modelo matemático que trata de atenuar la incertidumbre producida por el gran volumen de datos y la incerteza sobre la cantidad de especies presentes. La medida más comúnmente usada para evaluar la biodiversidad es el índice S de riqueza de especies que contabiliza la cantidad de especies de la comunidad

                Para evaluar el índice S de riqueza  se utilizan por lo general distintos estimadores estadísticos que toman como base una muestra e infieren la cantidad de especies presentes en la comunidad. Sin embargo llegado este punto se presenta una situación paradójica: se cuenta con un gran volumen de datos y, sin embargo, las estimaciones del número de especies son pobres y, a criterio biológico, subestiman considerablemente la riqueza del medio. La razón de estos resultados debe buscarse en la naturaleza “rara”, en términos estadísticos, de un número importante, y a veces mayoritario, de especies pues varias de ellas tienen muy baja frecuencia relativa en la población. De tal manera la muestra tomada, a pesar de contener millones de símbolos y miles de secuencias, resulta insuficiente para una estimación adecuada.  En esta línea de investigación  se ha propuesto un enfoque de análisis inteligente de datos  basado en la simulación y el aprendizaje sobre una muestra real de secuencias. Con esta idea se desarrolló un   algoritmo de recuento de especies (ARE) que ha demostrado un desempeño mas ajustado para medir la cantidad de especies presentes. 
Avances y Resultados
                Al agregar un nuevo individuo a una muestra, éste puede resultar perteneciente a una especie ya conocida o no. Si se van agregando  individuos iterativamente, la sucesión de los valores de cantidad de especies resulta entonces un proceso aleatorio. En el Diagrama 1 la variable i representa el número de individuos considerado en la muestra y Si es la cantidad de especies halladas cuando la muestra tiene tamaño i.
Diagrama 1

Proceso Aleatorio de Cantidad de Especies
…   Si-2,  Si-1,   Si,  Si+1,  Si+2,   …

…   i-2,    i-,    i,    i+1,   i+2,   …
               Para estimar la probabilidad de que el i-ésimo individuo agregado corresponda a una especie nueva se toma el estimador de Turing 
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Cada singletón en la muestra de i-1 individuos está formado por el solo individuo que representa a una especie en esa muestra. Resulta entonces que  para cada valor de Si hay una probabilidad asociada como se ve en la Tabla 1.

Tabla 1.
	Estado
	Probabilidad estimada
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 Así el valor esperado de Si para i individuos considerados se calcula 
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y operando se obtiene  
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                Si se realiza una simulación eligiendo de a uno individuos en una muestra,  ocurre que 
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 pues el número de especies aún no encontradas va disminuyendo al ser finita la cantidad S de especies buscada. En la Figura1. se aprecia esta tendencia conforme aumenta el número de individuos que  integra la muestra.
Figura 1.
          Disminución de la Probabilidad de Especie Nueva
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En esta situación, también debe ocurrir entonces que 
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 al crecer el tamaño i. Sobre esta idea principal se desarrolló el Algoritmo de Recuento de Especies (ARE). El procedimiento se aplicó sobre dos conjuntos muestrales de prueba  El primer conjunto corresponde al suelo de  La Sal del Rey,  ubicada en el Estado de Texas, EEUU, cuyas coordenadas son (26° 31’ 55’’ N, 98° 03’ 50’’ O). Se trabajó con ocho muestras integradas por secuencias de ADN correspondientes al gen 16S rRNA que  se encuentran almacenadas en NCBI Short Read Archive  bajo el número de acceso SRX008158. La denominación de cada muestra y la cantidad de secuencias que la integra se da en la Tabla 2. mientras que el número total de bases químicas  almacenadas es de 925673.
Tabla 2.
	Muestra
	S85
	S86
	S87
	S88
	S89
	S90
	S91
	S91

	Tamaño
	1641
	8361
	6926
	6146
	6226
	8444
	6103
	5885


             El segundo conjunto corresponde a suelo de la Selva  Amazónica, en Brasil. Sus coordenadas son (3° 26’ S, 60° 23’ O)  y el número de acceso en NCBI Short Read Archive es  ERX009564.  Está constituido  por seis  muestras cuyo tamaño y nomenclatura se muestra en la Tabla 3. El total  del conjunto es de 2400000 bases.  
Tabla 3
	Muestra
	Err19
	Err20
	Err21
	Err22
	Err23
	Err24

	Tamaño
	5011
	5582
	7637
	3299
	10371
	5840


              Los  resultados obtenidos con ARE se comparan con los tradicionales estimadores no paramétricos Chao y ACE en las Figuras 2.a y 2.b
Figura 2.a        
Desempeño de Estimadores  para el Conjunto SRX008158
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Figura 2.b           

Desempeño de Estimadores  para el Conjunto ERR009564
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                Estos y otros resultados permitieron concluir que los estimadores “inteligentes” tipo ARE ofrecen, a criterio biológico, una mejor aproximación del parámetro de riqueza. Las pruebas sobre la convergencia a cero del estimador de especie nueva 
[image: image15.wmf]i

T

ˆ

permiten tener razonable confianza estadística en este tipo de procedimientos. El camino de probar la estimación del número de especies sobre una población real  conocida es inviable, tanto desde el punto de vista económico como por razones técnicas, pues requeriría la secuenciación del ADN genómico de millones de los millones de individuos que la conforman. Por esta razón actualmente se trabaja en algoritmos de simulación de poblaciones microbianas para probar sobre ellas el procedimiento ARE. 
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