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RESUMEN

Antecedentes. La metagenómica se apoya en la bioinformática para describir y clasificar un sin número de microorganismos.
Muchos de los enfoques en esta área, centran su atención en las caracterı́sticas funcionales derivadas de secuencias
codificantes, descartando las secuencias no codificantes (NCS), aun conociendo su participación en la maquinaria
regulatoria de los genes. Recientemente, un estudio desarrollado en la Universidad del Valle utiliza las NCS para
caracterizar metagenomas y desarrollar un marco de trabajo bioinformático para el estudio de los microorganismos
asociados a medio ambientes (Ev (Ambiental), Ha (Asociado a hospederos) y Eg (Diseñados)) (Tobar-Tosse et al. 2013).
Métodos. Con el objetivo de validar y verificar estos resultados, se propuso llevar a cabo un estudio más extenso,
utilizando un mayor número de secuencias de metagenomas (90) y bajo la misma metodologı́a. Aquı́ se estudiaron y
determinaron la composición estructural y funcional de las secuencias, su clasificación en tres tipos de ecosistemas (Ev,
Ha y Eg), y los perfiles estructurales y funcionales obtenidos.
Resultados. Inicialmente se encontró que los resultados y el enfoque metodológico propuesto por estos autores continúan
revelando un comportamiento similar o parecido al estudio bajo referencia. También, se halló, una relación directa entre
la cantidad de NCS y la composición particular de algunos metagenomas, destacando el potencial informativo de algunos
patrones presentes en las NCS y las abundantes secuencias repetidas de trinucleótidos (TRS) encontrados en estas
secuencias. Asimismo, se confirma la utilidad de los trinucleótidos para encontrar asociaciones entre los metagenomas.
Conclusión. Se comprobó que efectivamente, la información contenida en las NCS puede ayudar a clasificar metagenomas
y describir sus caracterı́sticas funcionales o estructurales dependientes del entorno, permitiendo validar gran parte del
marco de trabajo bioinformático propuesto por Tobar-Tosse et al. (2013).

ABSTRACT

Background. The metagenomics is supports on bioinformatics to describe and classify a number of microorganisms.
Many of the approaches in this area focus their attention on the functional characteristics derived from coding sequences,
discarding non-coding sequences (NCS) even knowing their participation in the regulatory machinery of many genes.
Recently, a study developed in Universidad Del Valle uses the NCS to characterize metagenomes and develop a
bioinformatic framework for the study of microorganisms associated with environments (Ev (Environmental), Ha
(Host-associated) and Eg (Engineered) (Tobar-Tosse et al. 2013).
Methods. In order to validate and verify these results, it was proposed to carry out a more extensive study, using a
greater number of sequences of metagenomas (90) and under the same methodology. Here we studied and determined
the structural and functional composition of the sequences, their classification into three types of ecosystems (Ev, Ha
and Eg), and the structural and functional profiles obtained.
Results. Initially it was found that the results and the methodological approach proposed by these authors continue to
reveal a similar or similar behavior to the study under reference. Also, a direct relationship between the amount of NCS
and the particular composition of some metagenomes was found, highlighting the informative potential of some patterns
present in the NCS and the abundant trinucleotid repeated sequences (TRS) found in these sequences. Also, the utility of
trinucleotides to find associations between metagenomes is confirmed.
Conclusion. It was verified that indeed, the information contained in NCS can help to classify metagenomas and
describe their functional or structural characteristics depending on the environment, allowing to validate much of the
bioinformatic framework proposed by Tobar-Tosse et al. (2013).
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INTRODUCCIÓN

La metagenómica actualmente es una herramienta
imprescindible para el estudio de microorganismos
que con dificultad se pueden cultivar en el laboratorio
(Stewart 2012, Vavourakis et al. 2016). Es un campo de
investigación en crecimiento (Simon and Daniel 2011),
donde se involucra el tratamiento del material genético
que se extrae directamente de muestras ambientales
(Gupta et al. 2016, Thomas et al. 2012). Se sabe que el
99 %. del genoma microbiano no es posible cultivarse
y que gran parte de las especies habitan ambientes
mixtos y complejos (Jung et al. 2016, Tringe and Rubin
2005). Es por esta razón, que muchos estudios en este
campo centran su atención en la estructura, función
y dinámica de las comunidades microbianas (Fierer
et al. 2012), además, permiten el descubrimiento de
nuevos microorganismos, comprender la diversidad
microbiana (Ventosa et al. 2015, Willner et al. 2011),
y establecer hipótesis acerca de las interacciones
que ocurren entre los miembros de la comunidad
microbiana.

La metagenómica de la mano de la bioinformática
han desarrollado un sin número de herramientas
computacionales para el análisis de metagenomas,
todas con el objetivo de descubrir nuevos conceptos
biológicos en áreas del conocimiento microbiano
(Kunin et al. 2008). Los avances en las tecnologı́as
de secuenciación de última generación (NGS) han
permitido extraer valiosa información metagenómica
de hábitats cada vez más complejos, pero que a su
vez han prododucido grandes cantidades de datos a
un ritmo sin precedentes (Hiraoka et al. 2016). Las
herramientas bioinformáticas de análisis de secuencias
metagenómicas, en su mayorı́a utilizan sólo secuencias
codificantes y son basadas en la predicción de marcos
abiertos de lectura (ORF) (Teeling and Glockner
2012, Li 2009), haciendo a un lado las secuencias
no codificantes (NCS) (Tobar-Tosse et al. 2013), lo que
es preocupante si se sabe que estas secuencias, tanto
en organismos procariotas y eucariotas unicelulares,
pueden contener elementos reguladores de la expresión
de los genes (Zou et al. 2014). De esta forma, si
estas secuencias se desechan, se estarı́a perdiendo
información reguladora o estructural importante,
considerando que la proporción de NCS en procariotas
corresponde al 18 % según Rogozin et al. (2002).

Estudios como el de Tobar-Tosse et al. (2013) han
descubierto evidencia de la alta proporción de NCS
que se descartan en los análisis de metagenomas, y la
información relevante que estas secuencias podrı́an
presentar. Estos autores encuentran una alta proporción
de NCS con repeticiones de trinucleótidos (Tn) que
tienen funciones regulatorias y adaptativas para las
comunidades de metagenomas. Asi mismo, descubren

asociaciones entre los valores de uso de Tn y la
función de los genes, donde el agrupamiento de
metagenomas está correlacionado con las adaptaciones
de los microorganismos y tipos de metagenomas.
De este modo proponen a las NCS como un recurso
importante para la descripción de metagenomas, idea
en la que se fundamenta este nuevo trabajo.

Los análisis para la búsqueda de información en
genomas y metagenomas pueden tomar un enfoque
apoyado en métodos basados en la secuencia o como
la gran mayorı́a, en métodos basados en similitud de
secuencias. Ej. BLAST (Culligan et al. 2014, Rai and
Maiti 2015, Taft et al. 2007, Teeling and Glockner,
2012, Tobar-Tosse et al. 2013). Los métodos basados
en la secuencia se interesan en definir patrones como el
contenido de guanina y citosina (G+C), uso de codones
(Cd) y frecuencias de di, tri, tetra o pentanucleótidos
(Deschavanne et al. 1999 tomado de Tobar-Tosse et
al. 2013), destacando el uso de Cd y tetranucleótidos
para secuencias codificantes (Teeling et al. 2004) y uso
de Tn para NCS (Tobar-Tosse et al. 2013), ofreciendo
la posibilidad de identificar ciertas regularidades
presentes entre los microorganismos.

De esta forma, esta investigación se sustenta en el
análisis de metagenomas completos usando métodos
basados en secuencias y similitud de secuencias, con
el fin de examinar su composición y organización
biológica. En este trabajo las secuencias codificantes y
NCS de 90 metagenomas de diversos ecosistemas,
se usaron para crear comparaciones de perfiles
estructurales y funcionales, que confirmaron como
efectivamente la información contenida en las
NCS puede ayudar a clasificar metagenomas y
describir caracterı́sticas funcionales o estructurales
dependientes del entorno, y además validaron en gran
medida el marco de trabajo bioinformático propuesto
Tobar-Tosse et al. (2013).

MÉTODOS

El desarrollo de este estudio está apoyado en los
métodos de trabajo realizados por Tobar-Tosse et al.
(2013) con algunas modificaciones, dichos métodos
constan de 5 pasos:

1. Obtención del conjunto de datos metagenómicos
y limpieza de secuencias.
Para este estudio se descargaron 90 metagenomas de
la base de datos de CAMERA project (Seshadri et
al. 2007), los cuales se clasificaron según el tipo de
ecosistema, filogenia y función (Ivanova et al. 2010).
Cada metagenoma se compone de secuencias de tipo

“reads” sin ensamblar, las cuales fueron depuradas
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con “scripts” basados en lenguaje Python, con el
fin de eliminar nucleótidos desconocidos (X) y no
especificados (N).

2. Identificación de secuencias no codificantes y
aplicación de métodos basados en la secuencia.
Las secuencias codificantes y no codificantes fueron
determinadas por predicciones de ORF, utilizando el
algoritmo de MetaGeneMark (Zhu et al. 2010). Para
cada metagenoma se definieron 3 conjuntos de datos
que contienen las secuencias codificantes (predicción
por ORF), secuencias completas (codificante y no
codificante) y secuencias no codificantes (regiones
por fuera de los ORF). Para los métodos basados en
secuencias se definieron y analizaron tres patrones
de secuencias: contenido G+C, Uso de Cd y
Uso de Tn (Porceddu and Camiolo 2011). Cada
uno de estos patrones se evaluaron en secuencias
codificantes y secuencias completas, obteniendo
patrones estructurales definidos ası́: i) Valores de Tn
(Secuencias completas) o Cd (Secuencias codificantes)
basados en la longitud Tn(ls) o Cd(ls) respectivamente,
estos fueron definidos por la suma de las frecuencias
del uso de Tn o frecuencias del uso de Cd, sobre
la longitud de la secuencia (l): “Tn(ls)=(Tn)/l” o
“Cd(ls)=(Cd)/l”, y ii) Valores de Tn o Cd sobre el
número de Tn o Cd por secuencia, Tn(ts) o Cd(ts),
respectivamente. Que se definen como la suma de
las frecuencias del uso de Tn o frecuencias del uso
de Cd, sobre el número de Tn o Cd (n(Tn), n(Cd)):
“Tn(ts)=(Tn)/n(Tn)” ó “Cd(ts)=(Cd)/n(Cd)”. Al final,
estos valores se organizaron en una tabla comparativa
llamada “Perfiles Estructurales”.

3. Determinación de asignaciones funcionales y
aplicación de métodos basados en similitud de
secuencias.
Los péptidos predichos por ORF a partir de las
secuencias, se asignaron a una caracterı́stica funcional
utilizando BLASTP (Altschul 1997) (BLAST+ 2.2.30
release) como propone Li et al. (2008), usando un
e-value de <= 1e/30, e identidad de >=95 %. La base
de datos local usada fue Pfam-A (Finn et al. 2014).
Los resultados se agruparon en una tabla llamada
“Perfiles Funcionales”, que contentiene los valores de
los modelos Pfam , definidos como la frecuencia
de secuencias asignadas para cada modelo por
metagenoma: “(Pfam)=(Pfamnq)/N(Pfam)”. Donde
(Pfam ) es la frecuencia del modelo Pfam en cada
metagenoma; (Pfamnq) son el número de asignaciones
encontradas por BLAST para el modelo, y N(Pfam )
es el número total de modelos Pfam con asociaciones
en el metagenoma. Adicionalmente, se aplicó otra
estrategia, la cual está relacionada con una búsqueda
BLAST de NCS en genomas bacterianos completos,
con el fin de encontrar asociación para cualquier

función o taxonomı́a anotada.

4. Creación de perfiles funcionales y estructurales.
Se crearon cuatro perfiles estructurales, dos basados en
secuencias codificantes (Cd(ls), Cd(ts)), y dos basados
en secuencias completas (Tn(ls), Tn(ts)), además
de un perfil funcional basado en las asociaciones
funcionales Pfam. Estos perfiles se agruparon en
tablas, que compararon los 90 metagenomas. Dichos
perfiles funcionales y estructurales fueron analizados
mediante árboles de agrupamiento jerárquico, usando
Hierarchical Cluster Explore tool (Shneiderman 2002).

5. Creación de un marco de trabajo
bioinformático.
Para cada metagenoma en cada clasificación
ecosistémica, se calcularon y promediaron diez
parámetros; tamaño, contenido de G+C, asignaciones
funcionales, Tn(ls), Tn(ts), CGC, CCG, TTT, AAA, y
porcentaje de NCS. Para algunos de estos parámetros
se realizará una regresión lineal con el fin de calcular
los coeficientes de correlación.

RESULTADOS

En esta investigación se utilizaron 90 metagenomas
de diferentes tipos de ecosistema, a los cuales se les
aplicaron cuatro métodos para el análisis de secuencias
no codificantes propuestos por Tobar-Tosse et al.
(2013).

Conjunto de datos metagenómicos y clasificación.
Los metagenomas obtenidos de la base de datos de
CAMERA Project (Seshadri, 2007), fueron clasificados
en tres grandes grupos ecosistémicos (Environmental
(Ev), Host-associated (Ha) y Engineered (Eg)),
tal como lo propone Ivanova et al. (2010). Para
obtener una mejor comprensión de la biologı́a
del metagenoma, el grupo Environmental (Ev) se
subdividió por categorı́as ecosistémicas (Air (Ai),
Aqua (Aq) y Terrestrial (T)) y estos a su vez por el
tipo de ecosistema al que pertenecen (Freshwater (f),
Hydrothermal (h), Marine (m) y soild (s)). Además,
todos los metagenomas fueron marcados con el tipo
de comunidad (bacteria (b), viruses (v), eukarya (e)
o archaea (a)) al que pertenecen las secuencias que
contienen. Por citar un ejemplo, Marine Metagenome
from Line Islands (MLI) es del grupo ecosistémico Ev,
categorı́a ecosistémica Aq, tipo de ecosistema •m y
tipo de comunidad b, abreviandose EvAqmb MLI para
su fácil identificación. De esta manera, en la Tabla
1(anexo 1) se presenta la clasificación general de los
datos metagenómicos, cada uno con una abreviación
de su nombre, proyecto del que fue tomado, numero de
secuencias contenidas, y tamaño en Mpb. En total se
analizaron 66.528.865 secuencias y 15.419 Mpb entre
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Figura 1. Proporción de secuencias codificantes y no codificantes basado en predicción ORF. Las barras azules
representan el porcentaje de secuencias codificantes y las rojas el porcentaje de NCS en cada metagenoma. Los anillos
contienen los porcentajes totales y para cada ecosistema de los dos tipos de secuencias.

todos los metagenomas.

Igualmente, la proporción de secuencias codificantes
y no codificantes fueron determinadas para cada
metagenoma (Fig. 1), encontrando en general para
todos los metagenomas una baja proporción de NCS
( 12 %) y una muy alta de secuencias codificantes
( 88 %). En cuanto a los grupos, la más alta proporción

de NCS se encuentra en Ha con 15 %, seguido de Ev
( 12 %) y Eg ( 12 %), que son comparables con los
resultados presentados por Tobar-Tosse et al. (2013),
relacionando ası́, el alto porcentaje de NCS como
caracterı́stica descriptiva del ecosistema Ha. Ej. Los
metagenomas Hav VSM, Hav TVCM, Hab ASCH o
Hab MGW.

Caracterización de metagenomas por métodos
basados en la secuencia.
Los análisis utilizando métodos basados en la
secuencia permitieron caracterizar y organizar
las secuencias contenidas en cada metagenoma,
evidenciando patrones que revelan caracterı́sticas
exclusivas para estos. El análisis de contenido de
G+C mostro picos especı́ficos (picos altos) y no
especı́ficos (picos bajos) para todos los metagenomas,
distribuyéndose en un rango de 27-70 % (Fig. 2A,
lı́nea punteada). Igualmente, se presentaron varios
picos especı́ficos para las secuencias codificantes
(picos azules) en 56, 55, 52, 51, 50 y 49 %. Por el
contrario, las secuencias completas (picos rojos) solo
presentan un pico especı́fico en 52 %. Destacando
que estas diferencias entre las secuencias presentaron

un patrón similar al reportado por Tobar-Tosse et
al. (2013). Por otra parte, se analizó el contenido
de Cd (secuencias codificantes) y Tn (secuencias
completas) en cada uno de los metagenomas. La Fig.
2B muestra la distribución radial del uso de Cd y Tn,
evidenciando las diferencias y semejanzas entre los
tipos de secuencias. Se encontraron tendencias en los
patrones que relatan un uso similar (asterisco rojo)
para GGC, GCG y GCC y dispar (asterisco verde) para
CGC, CGG CCG, AAA y TTT. Estas dos tendencias
están altamente correlacionadas con el trabajo de
Tobar-Tosse et al. (2013) y dejan en evidencia la alta
cantidad de secuencias de Tn presentes en las NCS de
los metagenomas.
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Figura 2. Patrones de secuencias analisados en cada metagenoma para secuencias codificantes (azul) y completas (rojo)
A. Distribución del contenido de (G+C) B. Uso de codón y trinucleotidos.

Caracterización de metagenomas por métodos
basados en similitud de secuencias.
Los métodos basados en similitud de secuencias
permitieron comparar las caracterı́sticas funcionales

de los metagenomas. El alineamiento de las secuencias
codificantes con Pfam (Finn et al. 2014) identifico
funciones importantes presentes en los metagenomas
(“perfil funcional”). Sin embargo, la cantidad de



6

asignaciones Pfam encontradas por metagenoma
fue muy baja (Fig. 3). De igual manera, la Fig. 4
contiene el análisis de agrupamiento jerárquico para
el perfil funcional, donde se evidencia agrupaciones
de metagenomas con conjuntos de funciones similares.
Aquı́ se presenta claramente como los metagenomas
formaron 6 subgrupos, donde caracterı́sticamente, los
subgrupos 1-5 están conformados en alta proporción
por metagenomas de Ev (80 %), y el subgrupo 6 en su
mayorı́a por metagenomas de Ha (58 %), permitiendo
distinguir dos grandes grupos. Asimismo, para el
grupo 1 se evidencian asociaciones de metagenomas
en las categorı́as ecosistémicas, ejemplificado en
los metagenomas EvAqmb PMS, EvAqmb SSBC,
EvAqmb NFPO y EvAqmb ARP, que pertenecen a
Aq. Igualmente, asociaciones entre tipos de ecosistema
como EvAqfb RA y EvAqfv AVRW que pertenecen a
f, o EvAqmb SS19 y EvAqmbvea SS37 relacionados
con m. Por otro lado, el grupo 2 presenta asociaciones
que hacen referencia al mismo tipo de comunidad,
como en Hav UHFV y Hav GRNAV relacionados con

v, ó Hab CFM y Hab HDGB con b. En cuanto a los
metagenomas del ecosistema Eg, estos no formaron
grupos entre ellos, encontrándose asociados siempre a
Ev o Ha. De igual forma, algunos subgrupos están
compuestos por combinaciones de Ev, Ha y Eg,
prueba de la existencia de funciones comunes entre los
metagenomas, propuesta presentada por Tobar-Tosse
et al. (2013), y que igualmente permitió seleccionar
dichas funciones e identificar las más conservadas
(Fig. 5). Aqui se destacan funciones relacionadas con
reacciones fotosintéticas, factores de elongación en la
sı́ntesis de proteı́nas o producción de toxinas. Por otra
parte, las NCS presentes en cada metagenoma fueron
asociadas a 5.594 genomas bacterianos completos
reportados en la base de datos del NCBI. La Fig.6
exhibe el porcentaje de NCS encontradas en las 30
clases taxonómicas más representativas descubiertas,
destacando a las clases Gammaproteobacteria, Bacilli,
Alphaproteobacteria, y Betaproteobacteria por su alta
presencia de NCS.

Figura 3. Proporcion de secuencias codificantes con asignaciones en Pfam para cada metagenoma.
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Figura 4. Análisis funcional de las secuencias codificantes para los metagenomas. Agrupamiento jerárquico de
metagenomas basado en las asignaciones funcionales encontradas en Pfam. Las barras de color representan la frecuencia
de la categorı́a funcional de bajo (azul) a alto (rojo). Los anillos representan el porcentaje de metagenomas de cada
ecosistema para cada subgrupo en el agrupamiento.
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Figura 5. Asignaciones funcionales comunes entre los metagenomas. El tamaño de las barras representan el porcentaje
de las categorı́as funcionales y el color indica el tipo de categorı́a.

Figura 6. Proporción de NCS encontradas en genomas bacterianos completos para cada metagenoma. Los colores
indican las clases taxonómicas encontradas y el tamaño de las barras el porcentaje. Los asteriscos rojos indican los
metagenomas sin registros.
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Perfiles Funcionales y Estructurales.
Las estimaciones de patrones estructurales de uso
de Cd y Tn (Cd(ls), Cd(ts), Tn(ls), y Tn(ts)),
determinaron cuatro perfiles estructurales, al igual
que las asignaciones de Pfam definieron un perfil
funcional. Estos cinco perfiles fueron comparados
por medio de árboles de agrupamiento jerárquico
(Fig. 7). Existe un porcentaje de secuencias analizadas
para cada árbol que está sujeto al método utilizado
(secuencia o similitud); Los perfiles estructurales
Cd(ls) y Cd(ts) tienen un 85 %, Tn(ls) y Tn(ts) tienen
100 %, y el perfil funcional 4 %. Las agrupaciones

de metagenomas encontradas en el árbol del perfil
funcional, se compararon con los arboles de los perfiles
estructurales (lı́neas punteadas). Aquı́ se revelan
semejanzas (franjas sombreadas) en la conservación de
los grupos ecosistémicos entre los perfiles estructurales
y funcional, indicando la relevancia que presentan los
patrones estructurales como los Tn en la clasificación
de los metagenomas, concordando con una de las
teorı́as importantes propuestas por Tobar-Tosse et al.
(2013).

DISCUSIÓN

Evidencia de proporciones importantes de NCS en
metagenomas.
Desafortunadamente en los estudios metagenómicos
las NCS son muy poco usadas y se desechan
(Tobar-Tosse et al. 2013). Estas pueden contener
información importante, que puede estar involucrada
en funciones regulatorias de la traducción como en
el caso de los Riboswitch (Schrader et al, 2014) o
estructurales como las secuencias T-box (Fu et al.
2013, Lassalle 2015). En este trabajo se descubre la
proporción de NCS presente en 90 metagenomas de
diferentes tipos de ecosistemas (Fig. 1). En genearal
el 12 % de NCS encontradas, es casi la mitad de
los valores reportados en otros estudios similares
( 20 %) como el de Tobar-Tosse et al. (2013). Esto
puede estar relacionado con el gran tamaño de algunos
metagenomas de Eg y Ev, ademas del elevado número
de representantes de este último (Tabla 1), ası́ como
la corta longitud de algunas secuencias contenidas en
varios metagenomas. Sin embargo, los reportes de NCS
en procariotas muestran un porcentaje bajo ( 18 %)
(Rogozin et al. 2002), que puede ser comparable con
el que se presenta en este trabajo.

Relación directa entre la cantidad de NCS y la
composición particular de metagenomas.
En los ecosistemas, Ha obtuvo el mayor porcentaje de
NCS encontradas ( 15 %), sobrepasando el promedio
general de 12 % hallado para todos los metagenomas,
confirmando uno de los postulados propuestos por
Tobar-Tosse et al. (2013), que relaciona el contenido
elevado de NCS con metagenomas de tipo Ha. De
igual manera, algunos metagenomas con comunidades
de virus, como Hav VSM o Hav TVCM con
contenidos altos de NCS por encima de 30 % (Fig. 1)
permiten suponer la presencia de organismos con alta
producción de ncRNAs (Tycowski et al. 2015). Además,
se sabe que el genoma viral es de tamaño limitado,
por lo tanto, estas NCS podrı́an ejercer papeles muy
importantes en el ciclo del desarrollo del virus o en
la infección viral (Alam et al. 2014, Tycowski et al.

2015, Miller et al. 2016). Asimismo, en metagenomas
Ha de tipo bacteriano como Hab ASCH ó Hab MGW
con 45 % y 42 % de NCS respectivamente, estas
secuencias, podrı́an contener maquinaria regulatoria
de la producción de antibióticos (Moody et al. 2013)
o regiones intergénicas largas y especializadas como
repeticiones CRISPR o pseudogenes (Koonin and Wolf
2008). Al final, estas inferencias permiten confirmar la
relación directa que existe entre la cantidad de NCS y
la composición particular de algunos metagenomas.

La variación en el contenido de G+C refleja la
importancia que pueden tener las NCS en estudios
de caracterizacion metagenómica.

En procariotas la composición nucleotı́dica está
determinada por la filogenia y el ecosistema
(Hildebrand et al. 2010). Igualmente, la variación
en el contenido de G+C es mediada por el ambiente
(Reichenberger et al. 2015) y por diferencias entre los
patrones de mutación (Lassalle 2015). Esta variación
se ve reflejada en los valores de contenido de G+C
presentados en este trabajo (Fig. 2A), coincidiendo
con los reportes de Tobar-Tosse et al. (2013). De
igual manera, son comparables la distribución y el
rango (27-70 %) del contenido de G+C encontrado
en los metagenomas de este trabajo y los de estos
autores. Este rango denominado “rango de vida” por
Tobar-Tosse et al.(2013), donde sugieren estarı́an la
mayorı́a de organismos simbiontes, intracelulares o
aerobios, particularmente reconocidos por sus genomas
con alto contenido de G+C (Bohlin 2015, Wu et
al. 2012), deja entrever, como la variación en el
contenido de G+C es apreciable incluso con la poca
cantidad de ADN intergénico que se sabe presentan
algunas bacterias endosimbiontes, por lo que se cree,
que dicha variación también afectaria las NCS. Esto
tambien es deducible en las diferencias marcadas
de los contenidos de G+C de secuencias completas y
codificantes aquı́ presentadas (Fig. 2A). De tal forma se
confirma que las NCS, que ya se sabe median procesos
regulatorios importantes, contienen información útil
en sus patrones, que podrı́an dar un valor agregado a
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Figura 7. Comparación de arboles de agrupamiento jerárquico de los perfiles estructurales y funcionales. Las lineas
punteadas comparan las agrupaciones de metagenomas entre los perfiles. Las franjas sombreadas representan los grupos
mas conservados encontrados.
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los análisis metagenómicos basados solo en predicción
de genes (Kelley et al. 2012 tomado de Tobar-Tosse et
al. 2013) y revelan el potencial que pueden tener en
estudios de caracterización metagenómica.

Abundantes TRS encontrados en las NCS
reafirman su importancia en la maquinaria
reguladora de los microorganismos.
Por otra parte, las repeticiones de trinucleótidos
contribuyen al polimorfismo del genoma y su variación
afecta no solo la expresión génica, sino también,
la adaptación a factores ambientales en procariotas
(Lin and Kussell 2012, Li et al. 2004, Trivedi 2006,
Zhou et al. 2014). El análisis de uso de Cd y Tn
revelo semejanzas importantes con respecto a los
resultados de Tobar-Tosse et al. (2013), observándose
una relación similar en el uso de estos patrones en los
metagenomas (Fig. 2A, asteriscos rojos y verdes). Aquı́
también se destaca la abundancia de TRS (trinucleotid
repeat sequences) encontrados en las NCS, ratificando
la relevancia de los TRS; CGC, CGG y CCG, y se hace
hincapié en la participación de estos, en la maquinaria
regulatoria de genes procariotas. Precisamente, Zou
et al. (2014) presentan una lista de repeticiones de
trinucleótidos con funciones regulatorias en genes de
bacterias reportados en literatura, donde CCG, por
ejemplo, hace parte de la secuencia reguladora del
gen modD en Neisseria meningitidis, o Trivedi (2006)
asegura que este TRS interviene en el plegamiento y
solubilidad de proteı́nas, al igual que en las respuestas
al estrés en arqueas.

Evidencia de perfiles funcionales discriminatorios
entre los metagenomas y alta presencia de NCS en
genomas bacterianos.
Las asignaciones funcionales encontradas a partir
de secuencias codificantes en los metagenomas (Fig.
4) muestran asociaciones entre las distintas escalas
de la clasificación ecosistémica. Estudios como
el de Dinsdale et al. (2008), Roth-Schulze et al.
(2016) y Wang and Sun (2016) reportan estas clases
de asociaciones, demostrando que existen perfiles
metabólicos discriminatorios en los ambientes y que
son representados en las asociaciones de metagenomas
con las mismas categorı́as ecosistémicas, tipos de
ecosistema y tipo de comunidad de este trabajo.
Sin embargo, las asociaciones de metagenomas
compuestos por combinaciones de ecosistemas (Ev,
Ha y Eg), son prueba de la existencia de funciones
comunes entre los metagenomas (Fig. 5) (Tobar-Tosse
et al. 2013). Por otra parte, la relación directa entre el
tamaño del metagenoma y el número de asignaciones
funcionales planteado por Tobar-Tosse et al. (2013),
no es evidente en este trabajo, siendo esto reflejado en
metagenomas como EvAqmb ARP o EvAqmb NFPO

de tamaños grandes, pero con pocas asignaciones
funcionales (Fig. 3). Igualmente, se destaca que 27
metagenomas no tienen asignaciones funcionales en
Pfam (Fig. 5, asteriscos rojos), sugiriendo la existencia
de genes con funciones desconocidas (Culligan et
al. 2014, Venter et al. 2004) o microorganismos no
caracterizados aún (Menzel et al. 2015). En cuanto a
los porcentajes de clases taxonómicas encontradas en
los metagenomas a partir de NCS (Fig. 6), estos son
comparables con los encontrados por Tobar-Tosse et
al. (2013), permitiendo confirmar la alta presencia de
NCS en genomas bacterianos y que según Matelska et
al. (2016) pueden estar evolutivamente conservados en
los microorganismos.

La importancia de los perfiles estructurales
como trinucleótidos en la descripcion de
caracteristicas comunes para los metagenomas y
su caracterizacion ambiental.
La variación en los valores de Tn(ls) y Tn(ts)
y Cd(ls) y Cd(ts) como medida de comparación
entre metagenomas propuesta por Tobar-Tosse
et al. (2013) fue comprobada. Las asociaciones
entre metagenomas expuestas por estos perfiles
estructurales en comparación con las del perfil
funcional, muestran semejanzas en la conservación de
los grupos ecosistémicos (Fig.7, áreas sombreadas).
Ası́ mismo los porcentajes altos de secuencias usadas
de los perfiles de trinucleótidos ( 100 %) con respecto
a los otros perfiles (codones 85 % y funcionales
4 %) son destacables. Al igual que para Tobar-Tosse
et al. (2013) aquı́ se ratifica la importancia de los
trinucleótidos en la comparación de metagenomas y
caracterización ambiental (Fig.7), pero para nosotros
es indiferente de si se logra con Tn(ts) o Tn(ls).
Esto es evidente en las agrupaciones que forman
los metagenomas EvAqmb SSBC, EvAqmb PMS,
EvAqmb ARP, EvAqfb DPL y EvAqfb RA que son
equiparables entre los tres tipos de perfiles (Tn(ts),
Tn(ls) y funcional) de este trabajo. Biológicamente, las
semejanzas encontradas entre estos perfiles sugieren
mecanismos conservados de regulación para genes
especı́ficos presentes en las secuencias de codificación
(Tobar-Tosse et al. 2013). Estudios como el de
Marchais et al (2009) exponen evidencia de firmas
especificas presentes en secuencias de ncRNAs,
capaces de agrupar genomas bacterianos. De igual
forma, las diferencias entre estos perfiles, no son
más que la presencia de mecanismos conservados
de regulación no compartidos con el perfil funcional
(Fu et al. 2013, Tobar-Tosse et al. 2013), que pueden
estar relacionados con elementos no codificantes como
YRNAs y sbRNAs que Kowalski (2015) encuentra
conservados tanto en procariotas como eucariotas.
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Figura 8. Análisis comparativo del marco de trabajo bioinformático de Tobar-Tosse et al. (2013). Las lineas azules
representan los resultados de este trabajo y las rojas los de Tobar-Tosse et al.(2013) con sus respectivos valores para
cada categorı́a. Las flechas indican la tendencia en la que deben aumentar los valores según el modelo en cada categorı́a.
Las regiones amarillas denotan los tipos de ecosistemas que cumplen las tendencias de cada categorı́a.

Se valida gran parte del marco de trabajo
bioinformático propuesto por Tobar-Tosse et al.
(2013).

El marco de trabajo bioinformático para el estudio de
metagenomas ambientales propuesto por Tobar-Tosse
et al. (2013) establece 10 parámetros que pueden
correlacionarse e identificar las tendencias Eg –¿Ha
–¿Ev entre los ecosistemas, sugiriendo el movimiento
de estos parámetros metagenómicos desde ambientes
restrictivos.a ambientes de “organismos de vida libre”.
Este marco conceptual fue evaluado sobre los 90
metagenomas (Fig. 8, lı́neas azules) y sugiere que
un 67 % de los resultados, son compatibles con
el trabajo de Tobar-Tosse et al. (2013) (Lı́neas
rojas). Esto es destacable, si se tiene en cuenta la
variabilidad en el tamaño y tipo de comunidad de los
metagenomas analizados (Tabla 1). Es de resaltar que

siete parámetros (contenido de G+C, asignaciones
funcionales, CGC, CCG, AAA, TTT y %NCS) exhiben
solo la tendencia Ha –¿Ev, demostrando la afinidad del
marco de trabajo con la mayorı́a de metagenomas aquı́
analizados, pero que excluye a los metagenomas Eg,
tal vez por el poco número de estos. De esta manera,
las correlaciones entre los parámetros encontrados
por Tobar-Tosse et al. 2013, solo son reproducibles
entre los ecosistemas Ha y Ev, especialmente para
los trinucleótidos: CGC, CCG, TTT y AAA. Aquı́
no es evidente la relación inversa entre el número de
asignaciones funcionales y el porcentaje de NCS, que
puede estar influenciado por la cantidad considerable
de metagenomas que no obtuvieron coincidencias
en Pfam (Fig. 5). Como tampoco se observa una
correlación entre el contenido de G+C frente a Tn(ts)
y Tn(ls). Todo esto permite deducir que el marco de
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trabajo bioinformático propuesto por Tobar-Tosse et
al. (2013) si es aplicable a los metagenomas Ha y Ev
usados aquı́, permitiendo observar las tendencias que
siguen ciertos patrones desde ambientes “restrictivos”
a ambientes de “organismos de vida libre”. Además,
proponemos que los patrones que no exhiben las
tendencias esperadas deben completarse con otros
enfoques que sustenten mejor esta propuesta o
aumentando el número de muestras de metagenomas
Eg.

La existencia de una relación directa entre la cantidad
de NCS y la composición particular de algunos
metagenomas, ası́ como el potencial informativo de
algunos patrones presentes en las NCS o los abundantes
TRS encontrados en estas secuencias, permiten concluir
que efectivamente las NCS presentan información
suficiente para describir metagenomas tanto estructural
como funcionalmente, destacando a los patrones
estructurales como trinucleótidos por su capacidad
de encontrar asociaciones entre los metagenomas.

Igualmente se concluye que el marco de trabajo
bioinformático propuesto por Tobar-Tosse et al. (2013)
es válido solo para metagenomas Ha y Ev de este
estudio, observándose las tendencias esperadas que
siguen ciertos patrones desde ambientes “restrictivos”
a ambientes de “organismos de vida libre”.
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