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Resumen

El estudio de los ambientes extremos ha cobrado gran interés debido a la

presencia de organismos conocidos como extremófilos, los cuales habitan en

ambientes con condiciones físicas, químicas y geológicas extremas.

Dentro de estos ambientes extremos se encuentran los ambientes hipersalinos

los cuales presentan una concentración de sales superior a la salinidad del

mar. Los ambientes salinos son similares en todo el mundo, difieren en

nutrientes y condiciones climáticas; los organismos tienen adaptaciones que les

permiten crecer de manera óptima en condiciones extremas físicas, químicas y

geológicas (temperatura, presión, radiación, alta salinidad, metales pesados,

pH, oxígeno, gases) estas adaptaciones se relacionan con las funciones

metabólicas, derivadas de modificaciones enzimáticas y en la membrana

plasmática.

Para comprender mejor la biodiversidad en ambientes hipersalinos, la

metagenómica se ha convertido en la técnica de elección. Esto se debe a que

no requiere el aislamiento y cultivo previo de los organismos, lo que resulta

más eficiente en comparación con otras técnicas. Sin embargo, debido a las

condiciones fisicoquímicas únicas de estos ecosistemas, puede ser difícil crear

las condiciones ideales para el crecimiento de los organismos y para el

establecimiento de los hospederos de los virus que forman parte de la

comunidad.

El metagenoma se comprende como el total de material genómico de una

muestra ambiental, con esta información es posible identificar y conocer la



estructura de las comunidades microbianas, así como los genes que las

componen, resultando ser la estrategia ideal para el conocimiento de

comunidades de microorganismos y virales en estos ambientes en particular. 

En este trabajo se realizó una búsqueda de posibles hospederos procariotas de

virus utilizando distintas estrategias bioinformáticas para identificar las

secuencias crispr cas y la relación hospedero-virus que existen en estos

ambientes
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Capítulo 1. INTRODUCCIÓN

Los ambientes hipersalinos son aquellos en los que la concentración de sales

en el agua es significativamente más alta que la del agua del mar. Estos

ambientes pueden encontrarse en todo el mundo, incluyendo regiones

desérticas, lagunas costeras, salinas y pantanos salinos.

La concentración de sales es mayor al promedio que tiene el agua de mar la

cual es de aproximadamente del 3.5 %, donde los iones más abundantes son

el cloro y sodio, aunque también se encuentran en concentraciones

significativas otros iones como el magnesio, calcio y potasio.

Para conocer la ecología microbiana se han empleado técnicas como la

metagenómica mediante la secuenciación masiva, esto ha permitido  analizar la

composición de los organismos presentes sin necesidad de cultivarlos por lo

cual se da la detección de microorganismos que no son identificados mediante

las técnicas tradicionales y la posibilidad de analizar una gran cantidad de

muestras de forma simultánea.

Por lo anterior el presente trabajo está enfocado al estudio de ambientes

hipersalinos empleando la metagenómica y herramientas bioinformáticas para

la identificación de virus y a su vez poder identificar a los posibles

hospederos.  

1.2 Ambientes extremos

La vida en la Tierra se encuentra en donde están presentes las condiciones

favorables que permiten el desarrollo y crecimiento de los organismos, así  los
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parámetros fisicoquímicos delimitados por rangos específicos, definen los

distintos ambientes donde puede existir la vida. 

Nuestro planeta incluye distintos ambientes relacionados con valores extremos

que pueden incluir tensiones físicas, como la temperatura o radiación;

geoquímicas, como la desecación o salinidad y/o biológicas, como la

disponibilidad limitada de nutrientes (Rothschild & Mancinelli, 2001), que

definidos desde un punto de vista antropocéntrico son aquellos ambientes

donde el hombre no podría vivir (Figura 1).

Figura 1. Ambientes extremos alrededor del mundo A) Desierto de atacama

Chile, B) Yellowstone, Estados Unidos C) Río Tinto España, D)Antártida E)

Chernobyl, Ucrania F) Ventilas hidrotermales.

1.3 Microorganismos extremófilos 

Los microorganismos extremófilos viven en ambientes donde a primera vista

parece no existir la vida. Sin embargo, en las últimas décadas se han
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descubierto organismos capaces de vivir bajo condiciones extremas de

temperatura, pH, radiación UV, y salinidad, por poner algunos ejemplos.

Conocer a estos organismos que desafían los límites de la vida, es importante

ya que permite entender algunos procesos evolutivos que se dan en las

condiciones ambientales que se asemejan a la Tierra primitiva; o conocer los

procesos biológicos que les permiten establecerse de manera óptima en estos

ambientes, lo cual podría ser interesante para algunos desarrollos

biotecnológicos. 

Los extremófilos incluyen miembros de los tres dominios de la vida. La mayoría

de los extremófilos son microorganismos, como las bacterias, arqueas y

eucariotas como protistas y organismos multicelulares (p. ej., algas,  hongos y

protozoos) (Rampelotto, 2013).

Los organismos extremófilos son clasificados dependiendo del ambiente en

donde se dan las condiciones óptimas para su crecimiento en:

● Psicrófilos: Se encuentran en ambientes con temperatura < 15 °C. Los

psicrófilos se encuentran en ambientes de baja temperatura, como

océanos polares, lagos y permafros (Williams et al., 2014).

● Termófilos: Los termófilos se encuentran en fuentes termales volcánicas

y respiraderos hidrotermales oceánicos con un rango de temperatura 60

°C termófilos y 80 °C hipertermófilos.

● Acidófilos y alcalófilos: Se desarrollan en pH <3 para acidófilos y pH >9

alcalófilos. Los acidófilos se encuentran en aguas termales volcánicas y
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drenajes ácidos de minas. Los alcalófilos se encuentran en lagos ricos

en minerales y fuentes alcalinas hidrotermales (Banciu & Muntyan,

2015).

● Xerófilos: Los xerófilos se encuentran en ambientes con escasez de

agua como son desiertos cálidos y fríos, a menudo también tienen la

propiedad de ser radio-resistentes y tener una actividad de agua menor

a 0.8 aw.

1.3.1 Adaptaciones moleculares y celulares 

Para sobrevivir a estos ambientes extremos, los organismos extremófilos han

desarrollado varias estrategias para lidiar con él.
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Figura. 2 Mecanismos de adaptación de los extremófilos en respuesta al estrés

ambiental (Daochen Zhu et al., 2020).

Los psicrófilos viven en condiciones de frío extremo, estos han desarrollado

mecanismos celulares de adaptabilidad al frío, como: la regulación de proteínas

de choque, pequeñas proteínas de unión a ARN y sustancias poliméricas

extracelulares para proteger a las células contra la ruptura mecánica de la

membrana celular causada por la baja temperatura. Además, el genoma de los

psicrófilos contiene regiones ricas en G+C superiores a las de otros

organismos, también codifican para ARNt, factores de elongación y ARN

polimerasas, por otro lado,se ha establecido una relación entre la presencia de

plásmidos y elementos genéticos transponibles/móviles con la biosíntesis de

ácidos grasos insaturados. Un ejemplo es la bacteria Polaromonas vacuolata

aislada en la Antártida, la cual tiene una temperatura óptima de crecimiento de

4 °C (Derui Zhu et al., 2020).

Los microorganismos termófilos son capaces de restaurar su estructura y

función proteica mediante la producción de chaperonas o termosomas, que les

permiten resistir la destrucción de proteínas por las altas temperaturas

(Annamalai et al., 2016). Para resistir el despliegue de proteínas causado por

las altas temperaturas, las bacterias termófilas han desarrollado adaptaciones

como es el caso de las bacterias termófilas presentan una mayor cantidad de

puentes salinos y/o puentes disulfuro adicionales, lo que contribuye a la

formación de una estructura más estable (Derui Zhu et al., 2020). Esta
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adaptación asegura la estabilidad térmica manteniendo el transporte de

nutrientes y sus actividades básicas. Pyrococcus furiosus es un archae que

crece óptimamente a una temperatura de 100 °C y puede sobrevivir a

temperaturas de 120 °C, sintetiza enzimas que la vuelven estable, estas a su

vez han sido utilizadas en aplicaciones para catalizar reacciones en algunos

bioprocesos que tienen que llevarse a cabo a altas temperaturas. 

Con el fin de sobrevivir, los acidófilos, mantienen un pH neutro utilizando una

bomba de   flujo de protones y membranas deflectoras de protones (Siliakus et

al., 2017), mientras que los halófilos utilizan anti portadores de NA+/ H+ lo cual

permite acumular protones intracelulares y debido a eso mantiene un pH

neutro. Thiobacillus ferrooxidans tiene la capacidad de metabolizar hierro y

azufre en ácido sulfúrico lo que ayuda a equilibrar el pH.

Los xerófilos usan adaptaciones similares a los halófilos de acumulación de

osmolitos compatibles como son la glicina, betaína, glicerol. Además, los

xerófilos a menudo son radiorresistentes, ya que al parecer comparten los

mecanismos para lidiar con la desecación, la resistencia a la radiación

ionizante y estrés oxidativo (Hallsworth, 2018).

Un ejemplo de este tipo de extremófilo es la bacteria Deinococcus radiodurans

la cual contiene enzimas, y otras moléculas especializadas en reparar daños en

la estructura del DNA, que pueden desenrollar, cortar, pegar y reajustar la doble

hélice del DNA.

Los halófilos tienen estrategias que permiten a organismos conservar el agua

que pierden por osmosis. Una adaptación en arqueas es la acumulación de
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altos niveles de KCL en su citoplasma utilizando un antiportador K+/Na+

(Gunde-Cimerman et al., 2018), de igual manera la presencia de pigmentos

asociados a la membrana fotoprotectora, protegen contra el daño frecuente de

los rayos UV en ambientes hipersalinos. Haloferax volcanii es una archaea

predominante en el Mar Muerto, algunas de sus estrategias adaptativas han

permitido conocer más sobre la vida en ambientes con estas características y

hacer una extrapolación a otros planetas como en Marte donde la alta salinidad

y la radiación están presentes.

1.3 Ambientes hipersalinos

Los ambientes hipersalinos son aquellos que tienen una concentración mayor

de sales comparadas con el mar (35 g/l), los dos elementos principales en el

agua del mar son el cloro y sodio, algunos fenómenos naturales hacen que

aumente o disminuya el porcentaje de salinidad como lo son la evaporación, las

erupciones volcánicas, el deshielo, entre otros. La salinidad del agua del mar

varía en las diferentes latitudes de la tierra, siendo del 1- 5% p/v, en la región

cercana a los trópicos donde la evaporación es mayor debido a la radiación

solar, mientras que en ambos hemisferios que son regiones frías la salinidad es

menor.

Los ambientes hipersalinos se forman a través de diferentes procesos

naturales. Puede ser en regiones de lagos con minerales abundantes, o en

zonas donde el agua del océano se evapora, o, en la superficie de minas de sal

o por depósitos salinos.
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Debido a su origen, los ambientes salinos se clasifican en talasohalinas, cuyo

origen se da por la evaporación del agua de mar, las cuales reflejan la

composición iónica del agua de mar y tienen un pH de casi neutro a

ligeramente alcalino (Ma et al., 2010). Las atalasohalinas que no derivan del

agua del mar, contienen altas concentraciones de iones, Na + , Mg 2+ y

Ca 2+ con un pH ligeramente ácido. La composición iónica puede variar de

acuerdo con las características biogeográficas. 

Figura 3  Distribución global de lagos hipersalinos (Saccò et al., 2021).

Los lagos salinos cuentan con (~44%) del volumen total del agua del planeta, y

se localizan preferencialmente en el hemisferio norte (Figura 3).

La presencia de altos niveles de sal en los ambientes acuáticos puede tener un

impacto significativo en la estructura y función de la membrana celular de los

organismos que habitan en ellos, esto a su vez puede afectar la diversidad de
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especies presentes en estos ambientes, lo que es crucial para el mantenimiento

y desarrollo de los ecosistemas acuáticos.

1.4.1 Microorganismo halófilos 

En estos ambientes aparentemente poco favorables para el desarrollo de la

vida se encuentra una gran diversidad bacteriana. Por ejemplo, 42 de los

principales filos bacterianos y 15 nuevos filos candidatos fueron reportados en

un tapete microbiano en Guerrero Negro (Ley et al., 2006).

Los organismos que necesitan la presencia de sal para un desarrollo óptimo

son denominados halófilos, este término tiene su origen del griego hals (sal) y

filos (amante), los amantes de la sal.

Clasificación Concentración NaCl % p/v

Halófilos débiles 0.2-0.5 M 1-3 %

Halófilos moderados 0.5-2,5M 3-15%

Halófilos extremos 2,5M-5,0M 15-30%

Halotolerantes 0.5-5,0 < 1% grandes conc. De sal

Tabla 1.1 Clasificación de halófilos

1.5 Estudio de muestras ambientales 

El estudio de organismos provenientes de ambientes extremos ha sido un

desafío a distintos niveles, en primer lugar la obtención de las muestras debido

al acceso a esos ambientes tan precarios, seguido por el aislamiento y cultivo

de los organismos que también resulta problemático ya  que es difícil emular

las condiciones de cultivo óptimas para su crecimiento. Sin embargo, el

9



desarrollo de estrategias moleculares y bioinformáticas nos ha llevado a poder

explorar las comunidades presentes en estos ambientes, evitando el paso de

aislamiento y cultivo.

1.6 Metagenómica

 En las últimas décadas la metagenómica se ha convertido en una herramienta

de gran utilidad debido a que permite recuperar genomas de microorganismos

a partir de muestras ambientales, permitiendo conocer la estructura de la

comunidad presente en las distintas muestras ambientales sin necesidad de

cultivarlas. El desarrollo de herramientas  bioinformáticas nos da la oportunidad

de clasificar taxonómicamente los organismos presentes. La metagenómica por

shotgun proporciona acceso a la composición de genes funcionales de las

comunidades microbianas a comparación de la metagenómica por profiling

realizada con el gen 16S rRNA por ejemplo (Thomas et al., 2012).

El análisis de datos metagenómicos permite identificar nuevos organismos y

secuenciar genomas completos, a partir de las lecturas ensambladas de las

muestras del estudio.

La metagenómica por shotgun es un enfoque amplio que se utiliza para

investigar comunidades microbianas complejas. Difiere de la metagenómica de

profiling, que solo ofrece un estudio filogenético limitado a bacterias y arqueas

a partir de un solo gen, como el ARN ribosomal 16S. La metagenómica de

profiling permite estudiar la abundancia relativa de organismos en muestras

similares, pero no permite cuantificar la abundancia absoluta, por lo que no es

suficiente para una investigación exhaustiva. La metagenómica por shotgun,
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por otro lado, permite un análisis más detallado y profundo de la composición

de la comunidad microbiana. 

La secuenciación genómica de shotgun también utiliza técnicas de

secuenciación masiva de última generación (NGS) la cual proporciona las

secuencias de los genomas de todos los organismos presentes en la muestra

ambiental determinada, siendo eficaz para determinar tanto la taxonomía como

el potencial funcional de las comunidades microbianas. 

1.6.1 Análisis metagenómico

Los análisis metagenómicos tienen los pasos generales: recolección de

muestras, se toman muestras de la comunidad microbiana de interés, que

pueden incluir suelos, agua, aire, alimentos, entre otros. Preparación de la

muestra, la muestra se somete a una serie de procesos para separar y purificar

el material genético. Secuenciación del material genético utilizando tecnologías

modernas, como la secuenciación por shotgun. Pre-procesamiento de los datos

obtenidos de la secuenciación, incluyendo la eliminación de secuencias no

deseadas, la corrección de errores y la asignación de cada secuencia a su

organismo fuente. Análisis funcional para identificar las funciones y

características de las especies presentes en la comunidad. Análisis filogenético

permite identificar la relación evolutiva entre los organismos. Interpretación de

resultados, comprensión detallada de la composición y función de la comunidad

microbiana.
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Figura 4. Descripción de flujo de trabajo de metagenómica 

1.6.2 Metagenómica viral 

Los virus son las entidades biológicas más abundantes en la tierra. La

identificación de nuevos virus se ha visto limitada durante años  ya que las

investigaciones se sesgan a la búsqueda de patógenos, principalmente de

humanos, dejando de lado los demás virus (Alavandi & Poornima, 2012)

La metagenómica viral es la aplicación de la genómica ambiental en virus, que

necesita una combinación de tecnologías innovadoras como enriquecimientos

virales, PCR aleatoria, secuenciación masiva (NGS) y/o secuenciación de

lecturas largas. 
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En los últimos años por medio de la metagenómica viral la estructura de la

comunidad y la biogeografía de los virus ambientales ha ampliado el

conocimiento de los viromas pero poco se conoce sobre las interacciones

virus-hospedero (Suttle, 2005).

1.8 Virus en ambientes extremos

Organismos extremófilos de los tres dominios de la vida, Bacteria, Archaea y

Eukarya, pueden actuar como hospederos para la replicación viral. Esta

interacción ayuda a mantener el equilibrio en las poblaciones microbianas de

diferentes ambientes y contribuye con genes que mejoran la adaptabilidad al

medio y participan en los ciclos biogeoquímicos de manera significativa.

A pesar de la dificultad que representa identificar virus, se han logrado

identificar por microscopio electrónico a virus que infectan a huéspedes

halófilos, los cuáles suelen ser sensibles a fuerzas iónicas (Kukkaro & Bamford,

2009).

Los virus que infectan arqueas se han clasificado en 12 familias y 1 género no

asignado. Los virus con forma de botella (familia Ampullaviridae), fusiformes

(Bicaudaviridae, Fuselloviridae y género Salterprovirus), espirales (Spiraviridae)

y gotitas (Guttaviridae), Estos tienen cápsides icosaédricas y colas contráctiles,

no contráctiles o cortas,  Myoviridae , Siphoviridae y Podoviridae pertenecen al

orden de Cuadovirales (Krupovic et al., 2018).

Los genomas de los virus aislados contienen DNA  el cual puede ser de cadena

sencilla o doble, en forma lineal o circular.
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Figura 5 Ejemplos de familias de fagos agrupados en función de su material

genético (Stone et al., 2019).

El Comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV) utiliza las características

de los fagos para su clasificación, en el cual se incluye la morfología del fago,

además de las propiedades fisicoquímicas del virión.

1.8 Estrategias para identificar hospederos de virus 

El descubrimiento metagenómico de nuevos virus, lleva a estudiar a ¿quién

infecta?, la bioinformática ha facilitado la interpretación de los grandes

conjuntos de datos asociados a la metagenómica mediante señales

computacionales para identificar relaciones bacteriófago-hospedero, las

estrategias a utilizadas comprenden el conocimiento de la abundancia de

perfiles, este funciona por medio de  patrones de abundancia bacterianos en

los metagenomas para identificar su asociación por correlación (retardada);
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homología genética, en el cual se evalúa la homología genética entre fagos y

bacterias de nucleótidos y proteínas pueden representar secuencias adquiridas

por un fago durante una infección anterior; CRISPR, este funciona cuando

bacterias colocan un fragmento de 25 a 75 pb de una secuencia de fago

infectante en CRISPR en su genoma. Estas matrices pueden identificar y

alinear los espaciadores con los genomas de los fagos para detectar

infecciones recientes.

Las coincidencias exactas entre genomas bacterianos pueden representar

sitios de integración, espaciadores CRISPR regiones de homología genética;

coincidencia de matches donde se encuentran las coincidencias exactas entre

genomas bacterianos pueden representar sitios de integración, espaciadores

CRISPR regiones de homología genética; perfiles de oligonucleótidos siendo

que los fagos llevan genes de ARNt para alterar el perfil de uso de codones

típico del huésped (Edwards et al., 2016)

1.9 CRISPR-Cas 

Los virus pueden infectar a la mayoría de los microorganismos, sin importar en

el ambiente que se localicen, estas infecciones son un riesgo epidemiológico,

debido a esto es importante conocer la interacción virus – hospedero.

CRISPR Cas se identificó por primera vez en E. Coli 1987, por sus siglas en

inglés que significa: Repeticiones Palindrómicas Cortas Agrupadas y

Regularmente interespaciadas también conocido como sistema inmunitario

adaptativo procariótico, está presente en bacterias y arqueas (Ishino et al.,

1987).
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El sistema CRISPR Cas es un mecanismo de resistencia altamente adaptativo

y hereditario que incorpora secuencias cortas de virus y otros elementos

genéticos móviles en el locus CRISPR del huésped para transcribirlos y

procesarlos pequeños ARN que guían la destrucción de los ácidos nucleicos

invasores (Charpentier & Marraffini, 2014).

Los sistemas CRISPR-Cas se clasifican en dos clases Clase 1 y Clase 2, a su

vez esta se dividen en subtipos Clase 1 tipo I, III y IV; Clase 2 tipo II, V y VI.

(Makarova et al., 2020).

Utilizando el sistema CRISPR, las bacterias colocan un fragmento corto de una

secuencia genómica de un fago infectante en el ADN del fago. Esta secuencia

genómica del fago infectante, normalmente de 25-75 pares de bases (pb) como

espaciador en una matriz CRISPR, una región de repetición reconocible en el

genoma bacteriano. Esto da lugar a una firma de secuencia  fago hospedero, lo

cual  se ha explotado para identificar interacciones fago hospedero en diversos

sistemas (Edwards et al., 2016).
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Capítulo 2. FUNDAMENTACIÓN TEÓRICA

2.1 Antecedentes

​​En el artículo de Derui Zhu y cols. del 2020, se obtuvieron muestras de

ambientes hipersalinos ubicados en China: lagos y salinas de los cuales

estudiaron muestras de agua y sedimentos utilizando secuenciación Illumina de

alto rendimiento de genes 16S rRNA con el cual se describe la diversidad en

ambientes hipersalinos.

En el artículo de Santos y cols del 2010, se describe la diversidad de la

microbiota de los ambientes marinos y acuáticos, en el cuál compara

ambientes hipersalinos, siendo la microbiota dominante halófilos, bacterias

cerca del 15%  de la comunidad, la bacteria más abundante Salinibacter.

Además también se ha descrito los virus presentes en arqueas (Atanasova et

al., 2015); los cuales han sido denominados halovirus dentro de estos están

presentes los Myoviruses, Siphoviruses, Podoviruses, virus icosaédricos, virus

polimórficos, virus con forma de limón.

Se ha relacionado la interacción fago hospedero (Edwards et al., 2016), por

medio de predicciones computacionales, por lo cual es posible conocer la

dinámica ecológica de esta relación al identificar matrices de CRISPR.
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2.2 JUSTIFICACIÓN

Los ambientes salinos, como los océanos y los hábitats hipersalinos, están

extendidos en todo el mundo. Incluyen agua de mar, lagos salados, salinas

solares o suelos hipersalinos. Sin embargo, se sabe poco sobre la diversidad

viral, el rango de huéspedes y la geografía, lo que tiene implicaciones

importantes sobre cómo los virus manipulan la función y la evolución

microbiana.

Actualmente se conoce de manera limitada las interacciones virus-huésped en

metagenomas microbianos derivados de distintos sitios de ambientes salinos.

Por consiguiente, analizar las muestras del ecosistema hipersalino mediante

técnicas bioinformáticas que permiten conocer las secuencias virales y los

espaciadores de repeticiones palindrómicas cortas CRISPR, proporciona datos

sobre la diversidad, estructura, la relación virus huésped y su relación con el

entorno.
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2.3 HIPÓTESIS

Análisis de secuencias virales a través de CRISPR CAS en ambientes

hipersalinos en diferentes regiones geográficas puede ayudar a establecer las

relaciones entre virus y hospedero.

2.4 OBJETIVO GENERAL 

Analizar la diversidad de la microbiota y diversidad viral e identificación de sus

posibles hospederos a través CRISPR CAS en ambientes hipersalinos de

regiones geográficamente distintas.

OBJETIVOS PARTICULARES

● Analizar la microbiota bacteriana en distintos ambientes hipersalinos. 

● Describir la diversidad viral en ambientes hipersalinos de diferentes

lugares geográficos.

● Identificar los posibles hospederos presentes en ambientes hipersalinos

por medio de CRISPR.
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Capítulo 3. METODOLOGÍA 

3.1 Obtención de muestras 

Se obtuvieron seis secuencias metagenómicas de ambientes hipersalinos por

medio de Sequence Read Archive (SRA) disponible en línea en:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra la cual es una base de datos pública que

almacena datos de secuenciación de alto rendimiento sin procesar, el cual

permite compartir datos de secuenciación de nueva generación, las muestras

metagenómicas pertenecen a un ambiente hipersalino, de distintas regiones

geográficas (Figura 6), península de España en dos regiones Santa Pola e Isla

Cristina ubicados en las coordenadas 38.185388°,-0.626205°; 37.199444°

-7.325278° respectivamente; Salinas Maras ubicada en Perú a

-72.155556°,-13.300278° y Deep Lake con una profundidades de 8.0 um y 3.0

um en la Antártida a -68.540000°, - 78.180000° (Tabla  2). Posteriormente de

ser descargados por medio de las herramientas en SRA Toolkit 2.9.6 se

transformaron los archivos comprimidos SRA a fastq.
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Figura 6 Ubicación geográfica de las muestras metagenómicas de ambientes

hipersalinos., A) Salinas Maras en Perú, B) Salinas, Isla Cristina y Santa Pola

en la península de España C) Deep Lake en la Antártida.

3.2 Análisis de control de calidad

A las secuencias descargadas, se le lleva a cabo el análisis de control de

calidad, esto se realiza con el fin de detectar aquellas secuencias que hayan

sufrido, amplificación selectiva, errores de sustitución de bases, entre otras.

Esta se evalúa con el software FastQC v0.11.9 disponible en línea en

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/, el cual

proporciona un informe detallado, mediante  representación de gráficas y

tablas, del cual permite exportar los resultados.

De cada informe a cada módulo se da indicador de aprobado, advertencia o

fallo, esto se toma en cuenta antes de realizar análisis posteriores.
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3.3 Recorte de calidad de las secuencias y remoción de adaptadores

Remoción de adaptadores por medio del comando Trimmomatic, el cual

funciona con archivos FastQ, se recortaron las regiones y los adaptadores de

baja calidad con Trimmomatic versión 0.39 con parámetros ILLUMINACLIP:

NexteraPE-PE.fa  SLIDINGWINDOW:4:20  HEADCROP:10 MINLEN:75. Estos

parámetros eliminan bases del final de una lectura si están por debajo de una

puntuación Phred de 20, recortan la lectura si la puntuación Phred media

dentro de una ventana deslizante de 4 bases avanzada desde el extremo 5′

cae por debajo de 20 y especifican una longitud mínima de lectura de 75 bases.

3.4 Ensamble de metagenomas

En este estudio se realizó por medio del ensamblaje de novo, este ensamble se

realiza sin una secuencia de referencia, el cuál se  realizó en todas las

muestras metagenómicas con Megahit-1.0.6 disponible en línea en

https://de.cyverse.org/apps  este es un ensamblador NGS el cual está

optimizado para datos metagenómicos, mediante el tamaño de k mers

pequeños a de gran tamaño siendo el primero útil para filtrar los bordes

erróneos y mientras que el de mayor tamaño permite resolver las repeticiones,

con el parámetro de mínimo de lectura de contigs en 200.

 

3.5 Identificación de genomas virales

Por medio de la herramienta  VirSorter 1.0.3 disponible en línea en:

https://de.iplantcollaborative.org/de/ la cual  permite la identificación de

secuencias virales de DNA, el cual se emplea una base de datos llamada
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 RefSeqABVir en esta se realiza la búsqueda de genomas virales en los

contigs  la cuál contiene 114 297 proteínas de virus que infectan bacterias o

arqueas,esta base de datos incluye biomas de muestras de aguas dulce, agua

de mar, intestino humano, pulmón y saliva (Enright, 2002).

3.6  Identificación de profagos 

Se realizó la identificación de fagos en contigs ensamblados a partir de datos

metagenómicos esto se realizó por medio de PHASTER (Phage Search Tool)

disponible en línea en: https://phaster.ca/, la cuál es una versión mejorada de

PHAST, permite a través del formato fasta por medio de una interfaz web 

realizar búsquedas BLAST en la base de datos de profagos de  NCBI (National

Center for Biotechnology Information), de los genes completos, los parciales se

predicen utilizando FragGeneScan, este encuentra genes fragmentados en

lecturas cortas, estos profagos predichos se organizan por contig en los

resultados presentados (Arndt et al., 2016).

3.7  Evaluación de calidad de genomas

Se estimó la calidad del genoma y la contaminación del genoma , a partir de los

contigs de VirSorter por medio del programa CheckV disponible en:

https://bitbucket.org/berkeleylab/checkv/src/master/  se utiliza debido a que este

programa permite eliminar regiones virales en los bordes de los contigs lo que

se logra es estimar la integridad de los fragmentos encontrados en estos

genomas, calidad alta, calidad media y calidad baja, lo cual brinda la

información mínima sobre un genoma de virus no Cultivado (MIUViG).
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3.8 Predicción de genes

Se ocupa la predicción de genes pharokka disponible en:

https://github.com/gbouras13/pharokka este está diseñado para la identificación

de bacteriofagos, por medio de homología con genes conocidos, de este se

obtuvo un archivo GFF (SignalMap Gene-Finding Format) con el cuál se realiza

el análisis comparativo de genes.

3.9 Evaluación comparativa de genes

Los grupos de genes generalmente se conservan hasta cierto punto en todos

los taxones, y el análisis comparativo puede revelar información importante

sobre su evolución y las posibles diferencias en las vías que codifican, con este

se obtiene la forma de realizar la visualización de datos por medio de Clinker

disponible en:  https://github.com/gamcil/clinker el cuál permite realizar la

visualización de alineaciones de grupos de genes esto se realizó por medio de

puntuación de identidad de secuencia acumulada.

 

3.10 Asignación taxonómica

El genoma de virus consta de DNA o RNA en especial los que infectan a

arqueas, se han descrito en mayor parte como virus de DNA, pero eso no

descarta que se puedan encontrar virus de RNA, conocer su relación

taxonómica es importante para la clasificación, a partir de las secuencias, se da

la clasificación por medio de superposición de k-mer de una secuencia dada
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con conjuntos discriminativos (conjuntos mutuamente excluyentes) de k-mers

de géneros de virus conocidos. Se usó VirusTaxo programa el cual contiene

información sobre 6950 genomas de virus que abarcan 129 familias y 682

géneros de virus de ADN y ARN que podrían ayudar a descubrir los taxones de

virus no caracterizados que están relacionados con géneros de virus conocidos

( Raju).

3.11 Identificación de hospederos  

La identificación de posibles hospederos se realizó por medio de HostPhinder

1.1 disponible en línea en:https://cge.food.dtu.dk/services/HostPhinder/, la

similitud genética se define como el número de k-mers que ocurren

simultáneamente entre el fago de consulta y los fagos en la base de datos de

referencia, en este se examina al genoma completo. HostPhinder podría

ayudar a establecer el vínculo entre los fagos y las bacterias (Nielsen et al.,

2014)

3.11.1 Identificación de operones CRISPR CAS y relación de hospederos 

Los archivos  obtenidos de VirSorter 1.0.3 se utilizaron para identificar a los

operones de CRISPR CAS, disponible en:

https://github.com/Russel88/CRISPRCasTyper  es un software, el cual detecta

matrices y genes CRISPR Cas, y su vez predice el subtipo en función de los

genes Cas y la secuencia de repetición CRISPR, esto se realiza por BLASTing

y un aprendizaje automático basado en kmer. Se obtuvieron el número de

identificación de contigs que contienen secuencias de repetición y a estas, se
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les realizó un Blastn en https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi   para obtener a

los posibles hospederos.

3.12 Clasificación taxonómica y comparación de genomas 

La clasificación taxonómica de las lecturas metagenómicas está relacionada

con los análisis del gen marcador 16S rRNA en la forma en que asigna

secuencias a grupos taxonómicos, deduciendo así un perfil comunitario. En

consecuencia, dicha clasificación puede hacerse basada en referencias o sin

referencias. Se realizó la clasificación taxonómica en MEGAN (Huson et al.,

2016), disponible en: https://www.computomics.com/services/megan6.html  la

cuál se basa  enfoque del ancestro común más bajo (LCA) y asigna la

taxonomía LCA de todos los aciertos de BLAST que tienen una puntuación

similar al mejor acierto para cada secuencia. 

3.13 Abundancia relativa 

Por medio de R Studio Version: 2022.07.2+576 el cuál es un entorno de

desarrollo integral que  permite de una manera amigable realizar

visualizaciones  por medio de los paquetes ggplot2,  reshape2 para los

procedimientos de forma estadística y además en la creación de las gráficas,

se realizó la abundancia relativa para la identificación de virus con mayor

presencia en las muestras metagenómicas. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

4.1 Clasificación taxonómica y evaluación de la diversidad

Fueron analizadas seis muestras metagenómicas de 4 regiones geográficas

distintas, separadas en el rango de 9000 km a 700 km. Se puede observar la

diversidad en todas la muestras (figura 7) a nivel de género, presentando

diversidad de virus halófilos y bacterias, entre las presentes está

Mesorhizobium, la cual se ha aislado en suelo con característica morfológica de

Gram negativa y  ejerce la función de ser fijadora del nitrógeno en el suelo,

Salmonella es una bacteria Gram negativa con forma de bastón, entre los

hábitats que se ha localizado se encuentra en el agua, el medio ambiente y los

alimentos, representa contaminación fecal (Jajere, 2019), Haemophilus con

característica morfológica de un bacilo Gram negativo, tiene un desarrollo

óptimo de 7.6 pH(Manual for the Laboratory Identification and Antimicrobial

Susceptibility Testing of Bacterial Pathogens of Public Health Importance in the

Developing World, n.d.), Brachyspira hyodysenteriae es una bacteria Gram

negativa con temperatura óptima de crecimiento 37-41°C, el cual se ha

detectado también en heces fecales de cerdos (Dors et al., 2021),

Saccharopolyspora han sido ampliamente reportados en una amplia gama de

hábitats, incluidos suelo, sedimentos marinos, invertebrados marinos, plantas y

muestras clínicas, además de  está ampliamente distribuida en los ambientes

marinos con alrededor de la mitad de sus especies (Sayed et al., 2020), Listeria

 con temperatura óptima de crecimiento 31-34°C, con un pH optima de 7.5,

además de poder desarrollarse con concentraciones de NaCl de hasta 10%

(Lang Halter et al., 2013), arquea Aeropyrumtiene una forma de coco
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clasificada como hipertermófila debido a  la temperatura a la que logra

desarrollarse 70-100 °C a un pH de 7, esta se ha recolectado en sedimentos

del océano y ventilas hidrotermales, salinidad hasta del 7% (Gogliettino et al.,

2022). Los microorganismos encontrados que pertenecen al dominio de

Bacteria  en su mayoría presenta la característica de crecer en concentraciones

de sales superiores al 7%, y pH alcalinos siendo organismos tolerantes a estas

concentraciones, esto tiene congruencia ya que estas salinas tienen ademas

las caracteristicas de tener un pH alcalino y radiación UV elevado. A nivel de

especie los virus en su mayoría son halófilos  pero no pertenecen a la misma

familia y algunos de estos no se encuentran clasificados, en su mayoría estos

virus infectan a arqueas. La composición microbiana encontrada en estos

metagenomas concuerda con lo reportado en ambientes hipersalinos con

concentraciones de sales similares (Rosselli et al., 2022).

Acceso Ubicación País Salinidad
Plataforma de
secuenciación Fecha

SRR944625
Parque natural de las
Salinas de Santa Pola España 19% 454 GS FLX Titanium 2010

SRR979792
Parque natural de las
Salinas de Santa Pola España 15% 454 GS FLX Titanium 2010

SRR988245 Salinas Isla Cristina España 15% 454 GS FLX Titanium 2010
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SRR4027688
Antarctic Deep Lake,
sample 24m 8.0um

Antártid
a 35%

llumina Genome
Analyzer II 2008

SRR4027687
Antarctic Deep Lake,
sample 24m 0.3um

Antártid
a 35%

llumina Genome
Analyzer II 2008

Salinas Maras Perú 19% Ilumina NextSeq 2019

Tabla 2 Metadatos utilizados en esta comparación de ambientes hipersalinos 

con acceso de los datos metagenómicos.

 Figura 7  Asignación taxonómica de orden jerárquico. Clasificación a nivel de

género de datos metagenómicos de ambientes hipersalinos.

4.1.2 Análisis de diversidad

Se evaluó la diversidad al respecto de el contenido de salinidad y lugar

geográfico por medio de la diversidad alfa que describe la diversidad en la

muestra, al evaluar la diversidad con el índice de Shannon, se observó menor
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abundancia de diversidad en las muestras con un contenido de salinidad del 35

% las cuales son de Deep Lake, de igual manera la muestra de Santa Pola, Isla

Cristina y Salinas Maras presentan una diversidad mayor respecto a las

anteriores ambas comparten una salidad del 19 % (Figura 8 A). Con el índice

de Simpson se evaluó la dominancia de las especies, con resultados similares

al índice Shannon, donde Isla Cristina y Salinas Maras presentan una mayor

posibilidad de dominancia de una especie, mientras que Deep Lake y Santa

Pola tienen menor probabilidad de presentar dominancia de una especie.

Figura 8 Análisis de diversidad. A) Índice de Shannon, B) Índice de Simpson.

4.1.3 Análisis de agrupamiento

Se observaron dos agrupaciones principales de clusters 1 y 2 . Donde 1 está

compuesto por las Salinas Maras C, Isla Cristina y Santa Pola 92 F agrupado
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porque entre estos presentan mayor similitudes y 2 compuesto por Deep Lake

88 B, Deep Lake A y Santa Pola E (Figura 9).

Figura 9 Análisis de clúster.

4.2 Comparación de datos metagenómicos

En la diversidad de este ecosistema, los virus más abundantes identificados

por especie son halovirus y estos infectan a arqueas, bacterias y eucariotas

(Atanasova et al., 2015). Se encontró una predominancia de virus dsDNA la

cuál ya ha sido reportada en sedimentos alrededor de 95- 99 % en aguas

profundas (Yoshida et al., 2013). Han sido reportados los géneros de

myoviridae, siphoviridae, podoviridae en ambientes con altas concentraciones

de sal (Atanasova et al., 2015). Las familias presentes en las muestras fueron
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Halovirus HSTV1, Halovirus HSTV2,HSTV 1, HSTV 4, HSTV 5 (Figura 8).

Estos halovirus comparten similitud en sus secuencias genómicas. La

distribución viral de Santa Pola varía entre una muestra y otra, esta tiene una

concentración de sales del 15 % también denominado baja salinidad, solo se

comparte la presencia de un virus en el cual es Halovirus HRTV 4, esto puede

ser debido a que, aunque, se obtuvieron de la misma salinera no se tomaron

del mismo punto el muestreo. La distribución viral en las Salinas Maras en Perú

es similar a la distribución presente en la Isla Cristina ambas cuentan con la

presencia de Halovirus HSTV2 siendo el más abundante, una característica

que comparten es la salinidad alrededor del 19% también denominado como

salinidad intermedia.  

Las salinas de Santa Pola e Isla Cristina a pesar de encontrarse en el mismo

país y ambas ser de origen marino tienen un manantial diferente: el mar

Mediterráneo y el océano Atlántico, respectivamente.

Los virus más abundantes son los Halovirus los cuales en su mayoría infectan

al dominio Archae, los cuales se encuentran presentes en 5 de las 6

secuencias, siendo el orden de los caudovirales el de mayor presencia. Se

observó un contraste significativo con las muestras de Deep Lake ubicado en la

Antártida ya que solo se encuentra la presencia de un virus por muestra,

Halovirus HGTV1 y Halobrum virus HF2, estos se encuentran en la presencia

de una salinidad de alrededor de 31.5 % clasificado como salinidad saturada.

Los caudovirales también conocidos como bacteriófagos se han encontrado

que predominan en el ambiente marino y otros ambientes acuáticos. Los

32



géneros en estas muestras de ambientes hipersalinos en el orden de

abundancia son Haloferacalesvirus, Haloviruses, Siphoviridae y Myoviridae. 

Figura 10 Abundancia relativa de ambientes hipersalinos. Especie más

abundantes Halovirus.

4.3 Identificación fagos y  similitud de genes 

Se identificaron 11 fagos en los contigs de los ambientes hipersalinos, por

medio de phaster el cuál permite conocer cuál es el fago más común en estos

contigs, utilizando Checkv se evaluó la calidad de genomas virales, de los 

cuales se obtuvo 1 de forma intacta Enterobacteria phage lambda, 3 de calidad

media Burkholderia phage BcepIL02, Xanthomonas phage Xp15 y Salicola

phage CGphi29 (Tabla 3),  además de la presencia de 7 fagos de calidad baja,
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esto se debe a que los bacteriafagos encontrados solo estaban conformados

por una parte de su secuencia.

Contig length Completenss Most Common Phage

48,502 100 Enterobacteria phage lambda

17921 3.069.948.806 Burkholderia phage BcepIL02

12153 2.019.504.355 Xanthomonas phage Xp15

4818 1.269.630.434 Salicola phage CGphi29

4989 9.290.795.991 Natrialba phage PhiCh1

4472 739.719.181 Halorubrum tailed phage 7

4435 7.033.458.635 Natrialba phage PhiCh1

2849 3.769.005.238 Halorubrum tailed phage 8

2390 3.622.189.398 Halovirus HGTV-1

2661 3.577.972.183 Halorubrum tailed phage 7

2961 2.818.016.178 Halovirus HGTV-1

Tabla 3. Tabla de Completeness

Con los fagos de mayor completeness se realizó un análisis de similitud de

genes, el cual la mejor sintenia conservada de manera inversa es de

Enterobacteria phage lambda, la sintenia en B, C y D (figura 9) tiene un

porcentaje de similitud baja, se observa la conservación  de conexiones

genéticas.
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Figura  11 Análisis de similitud de genes. A) Enterobacteria phage lambda B)

Burkholderia phage BcepIL02 C) Xanthomonas phage Xp15 D) Salicola phage

CGphi29.

4.4 Identificación de posibles hospederos 

Se clasificó a los hospederos en dos tipos, los hospederos  en cualquier lugar y

hospederos que se han reportado en ambientes extremos. De los posibles
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hospederos (Tabla 4), se encuentran Escherichia que ha desarrollado la

capacidad de desarrollarse en ambientes hipersalinos como ya han sido

reportado en Kebrit Deep ubicado en el mar Rojo (Ramadan et al., 2019).

Salmonella se ha reportado en ambientes acuáticos y algunos de los

hospederos posibles como lo es Xylella son parte de la microbiota de las

plantas.

Posibles hospederos
Escherichia Caulobacter
Salmonella Rhodococcus
Streptomyces Saccharomonospora
Shigella Rhodobacter
Burkholderia Acidithiobacillus
Tsukamurella Rhodovulum
Xylella Halomonas
Actinoplanes Microbacterium
Ralstonia

Tabla 4 Identificación de posibles hospederos HostPhinder. Esta tabla se

encuentra dividida en dos secciones la primera con los posibles hospederos y

en la segunda los hospederos identificados en ambientes extremos y salinos.

4.5 Identificación de operones CRISPR CAS y relación de hospederos 

Se identificaron cinco secuencias de repetición de las cuales tres pertenecen al

tipo 1 subtipo 1B con los genes cas asociados cas3 cas5 cas7 cas8b,  se

relacionaron a los posibles hospederos por Blastn, Natribaculum longums

también se han aislado en suelos salinos con concentraciones de NaCl

mayores a 15% (Liu et al., 2015), Salarchaeum sp. JOR-1 es una arquea

halófila extrema(Anton et al., 2020), Haloquadratum walsbyi también presente
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en salmueras con concentraciones elevadas de NaCl y MgCl2, Salinibacter

ruber  aislado en salinas cristalinas con concentraciones mayores al 15%

(Anton et al., 2020)., Natrinema sp. J7-2 es una halo arquea extrema, la cual

prospera en salinas, lagos salados y depósitos de sal (Feng et al., 2012).  La

relación de posibles hospederos por las secuencias de repetición es

congruente con los hospederos encontrados, ya que estos se han reportado en

ambientes salinos.

Virus Posible hospedero
Secuencia de
repetición Predicción Tipo Subtipo Genes

Salicola
phage

CGphi29 Salinibacter ruber
AGGTCTATCCCCGCG
TGTGCGGGGTCACC I-E 1 I-E

cas3
cas5
cas7

cas8e/cs
e1

cas11/cs
e2

Natrialba
phage
PhiCh1

Natribaculum
longums

GTTTCAGACGAACCC
TCGTGGGGTTGAAG

C I-B 1 I-B

cas3
cas5
cas7
cas8b

Halovirus
HGTV-1 Natrinema sp. J7-2

GCTTCGACCCCACAA
GGGTCCGTCTGAAA

CGGG III-A 1 III-A

cas10
csm2
csm3
csm4
csm5

Halorubru
m virus

Salarchaeum sp.
JOR-1

GCTTCAACCCCACGA
GGGTACGTCTGAAAC I-B 1 I-B

cas3
cas5
cas7
cas8b

Halorubru
m tailed
phage 7

Haloquadratum
walsbyi

ACTTCAACCCAACAA
GGGTTCATCTGAAAC I-B 1 I-B

cas3
cas5
cas7
cas8b

Tabla 5 Identificación de hospederos por  CRISPR Cas
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Capítulo 5. CONCLUSIONES 

​

La metagenómica viral en ambientes hipersalinos ha mostrado que

los virus más comunes en estos ambientes son los Caudovirales.

Esto indica que la presencia de iones de sales en concentraciones

elevadas es un factor importante en el desarrollo de la microbiota en

estos ambientes. Los estudios comparativos entre diferentes

lugares geográficos han demostrado similitudes en los ensambles

virales de ambientes hipersalinos ubicados a más de 9,000 km de

distancia. Esto sugiere que la ubicación geográfica no es tan

importante como la concentración de iones de sales presentes en el

ambiente.

La presencia de operones CRISPR Cas en los contigs de estos

ambientes también puede indicar la interacción entre virus y

hospederos. Los fagos son un mecanismo importante para la regulación

de la diversidad genética y la evolución de los microorganismos en estos

ambientes. Además, se identificaron cinco secuencias de repetición

relacionadas con posibles hospederos, como Natribaculum longums,

Salarchaeum sp. JOR-1, Haloquadratum walsbyi, Salinibacter ruber y

Natrinema sp. J7-2. Estos organismos son conocidos por su capacidad

para prosperar en ambientes con altas concentraciones de iones de

sales y se han aislado previamente en salinas, lagos salados y depósitos
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de sal. Sin embargo, es posible que en estudios metagenómicos de

estos ambientes, la presencia de virus no muestran suficiente

similitud con los genomas de referencia para una estimación precisa

de su integridad.

En general, la metagenómica viral en ambientes hipersalinos

proporciona información valiosa sobre los virus presentes en estos

ambientes y cómo interactúan con la microbiota. Además, ayuda a

entender cómo los ambientes hipersalinos influyen en la diversidad

y distribución de los virus. En el futuro, se espera que los estudios

metagenómicos en ambientes hipersalinos proporcionen

información adicional sobre la ecología y evolución de los virus en

estos ambientes únicos.
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