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RESUMEN

Los microorganismos asociados al plumaje del pingüino de Magallanes se 

creen ser adquiridos a través del ambiente con el que tienen contacto, lo que 

implicaría que estos no son particulares a las plumas del pingüino. Una 

interpretación alternativa es que el microbioma es particular a las plumas y por lo 

tanto, característico de la especie del pingüino. Para discernir entre estas 

posibilidades, se obtuvieron genomas ensamblados a partir de metagenómica 

shotgun y posteriormente se realizó una clasificación taxonómica y una anotación 

funcional. Se logró analizar la presencia/ausencia de 178 rutas metabólicas, entre 

ellas rutas que indican relación entre huésped y hospedero. Estos resultados 

sugieren un microbioma ectosimbionte particular a las plumas con múltiples 

capacidades metabólicas compuesto principalmente por especies de la familia 

Moraxellaceae.
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INTRODUCCIÓN
1-  Metagenómica  como  herramienta  para  la  descripción  de  la  diversidad  

microbiológica 

Con el advenimiento de la secuenciación de nueva generación del ADN (NGS), la

cual es una tecnología capaz de secuenciar grandes cantidades de ácidos nucleícos

(Beedanagari & John, 2014); se ha hecho cada vez más factible recuperar y conocer

la secuencia del material genómico de un organismo en poco tiempo, incluso si éste

tiene  una  alta  complejidad  biológica  como  en  el  caso  del  genoma  humano

(Beedanagari y John, 2014). Hoy en día no solo podemos realizar la secuenciación

de un genoma, sino que podemos secuenciar muestras ambientales completas y

obtener metagenomas (Cavicchioli, 2007).

Un  metagenoma  es  la  colección  de  genomas  de  muestras  ambientales

(Handelsman et al., 1998; Wajid et al., 2021). Por lo tanto, la metagenómica es el

estudio de múltiples genomas provenientes de diversos ambientes como suelo, aire,

ecosistemas acuáticos  o  asociados  a  hospederos,  que  han  sido  utilizados  para

describir la composición taxonómica y funcional de los microorganismos presentes

en éstos. Estos datos han confirmado que la gran mayoría de los microorganismos

aún no se han cultivado ni caracterizado (Coenye et al., 2005). Los microbios son

considerados un excelente sistema para el estudio de la biodiversidad, pues pueden

reflejar patrones evolutivos o provocar alteraciones en el ambiente (Cao et al., 2020;

Ochoa-Sánchez et al., 2023b), al ser responsables de los ciclos biogeoquímicos de

gran  parte  de  los  elementos  con  sus  metabolismos,  por  lo  que  tienen  amplio

potencial de aplicaciones biotecnológicas y de interés comercial (Bolhuis & Cretoiu,

2016). 

En lo que respecta a los ambientes oceánicos del sur,  los microorganismos son

reconocidos  por  tener  papeles  cruciales  en  los  ciclos  biogeoquímicos  globales,

mientras  que  los  microorganismos  en  otro  tipo  de  ambiente  Antártico  no  se

encuentran  del  todo  comprendidos  (Cavicchioli,  2015).  Aunque  los  genes  de

desnitrificación son abundantes en suelos antárticos impactados por aves marinas

(Ramírez-Fernández et al., 2021).
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1.1 - Tipos de metagenómica  

Existen dos tipos de metagenómica, conocidos como metagenómica de amplicones

o  metabarcoding  (datos  de  un  gen  específico)  o  metagenómica  shotgun  (datos

genéticos no dirigidos) (Nam et al., 2023). La primera consiste en la amplificación de

fragmentos de secuencias conservadas en los genomas microbianos, generalmente

genes que codifican para la subunidad pequeña del ribosoma (Nam et al., 2023);

mientras  que  la  segunda  consiste  en  la  fragmentación  y  el  análisis  de  todo  el

material genómico presente (Nam et al., 2023).

Pueden encontrarse ciertos sesgos en la utilización de metagenómica por amplicón,

ya que al estar centrado en genes que conocemos, no nos permite identificar toda la

diversidad taxonómica y procesos metabólicos que están presentes. Esta limitación

de la metagenómica de amplicón se pueden resolver mediante la metagenómica

shotgun (Nam et al., 2023); en la que se secuencian todos los fragmentos de ADN y

está centrada principalmente en la extraccion de genes y metabolismos funcionales,

lo  que  permite  el  ensamble  de  genomas  de  novo,  realizar  filogenias  y  análisis

funcionales. Además, la mayor parte de los protocolos no cuentan con un sesgo de

amplificación de alguno de los dominios del árbol de la vida, por lo que es capaz de

detectar bacterias, arqueas, virus y eucariontes por igual (Breitwieser et al., 2019). 

La elección entre metagenómica shotgun y de amplicón depende de la pregunta de

investigación, pero cabe señalar que cuando la secuenciación ya no está dirigida a

uno o unos pocos genes, se puede abordar una gama más amplia de preguntas

(Cassin-Sackett  et  al.,  2019).  A  pesar  de  ésto,  la  mayoría  de  estudios

metagenómicos  utilizan  la  secuenciación  de  amplicón  con  el  gen  16S  de  la

subunidad ribosomal (Ochoa-Sánchez et  al.,  2023b;  Rohrer et  al.,  2023),  lo  que

causa que siga existiendo un sesgo en la literatura contemporanea. Por lo tanto, la

metodología  empleada  en  esta  tesis  consiste  en  el  uso  de  la  metagenómica

shotgun.
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1.2 Genomas ensamblados a partir de metagenomas (MAGs)  

De acuerdo con Quince et al. (2017) un estudio típico de metagenómica shotgun

consiste  en:  1)  pre-procesamiento  bioinformático  de  muestras,  2)  ensamble  de

secuencias 3) agrupamiento de contigs como especies 4) obtención de genomas a

partir  de metagenomas (MAGs),  5) determinar la clasificación taxonómica de los

MAGs, 6) determinar las rutas metabólicas que están presentes y por último 7) la

visualización de los resultados.

La metagenómica resuelta  por genomas ensamblados ha sido fundamental  para

descripciones más completas de la diversidad microbiana, dado que los genomas

ensambados a partir de metagenomas (MAGs) a menudo se derivan de organismos

no cultivados que pueden tener relaciones lejanas de cualquier especie aislada; lo

que contribuye a completar  poco a poco el  árbol  de la  vida (Kim & Steinegger,

2023),  aunque de igual forma pueden tener desventajas que se mencionan maś

adelante.  El  ensamble  de  contigs  a  partir  de  los  metagenomas,  aunque  sean

incompletos, ofrece ventajas sobre el análisis de las lecturas por sí solas; ya que

permiten obtener un mejor perfil taxonómico (Cassin-Sackett et al., 2019), identificar

marcos  de  lectura  abiertos,  así  como  proporcionar  contextos  genómicos  más

amplios  (operones,  sintenia),  lo  que  mejora  las  predicciones  de  capacidades

metabólicas,  incluso  permite  el  descubrimiento  de  nuevos  metabolismos  (Kim &

Steinegger, 2023).

Los  primeros  MAGs  fueron  publicados  en  2004  (Tyson  et  al.,  2004)  y  desde

entonces, su presencia en la literatura ha sido creciente hasta llegar a cientos de

miles en las bases de datos públicas (Kim & Steinegger, 2023). Existe un interés

cada  vez  mayor  en  el  uso  de  estas  secuencias  genómicas,  para  evaluar  las

relaciones evolutivas  entre  taxones  microbianos (Coenye et  al.,  2005).  Además,

pueden  facilitar  estudios  de  las  comunidades  de  donde  se  obtienen  y  sus

actividades al generar secuencias de referencia para enfoques moleculares dirigidos

(Ramírez-Fernández et al., 2021).

La obtención de MAGs nos ayuda a recuperar parte de las especies microbianas

desconocidas  por  las  bases  de  datos,  aunque  hay  que  reconocer  que  una
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desventaja  es  que  gran  parte  de  las  lecturas  pueden  permanecer  sin  usarse

después  del  ensamblaje  y  ésto  depende  en  gran  medida  de  la  estructura  y

complejidad de la comunidad (Quince et al., 2017). Además, no existen muestras

controles o pautas acerca de la cobertura “correcta” para un ambiente específico

(Quince et al.,  2017) dependiendo de si hay datos previos del ambiente. Se han

realizado  comparaciones  de  métodos  y  kits  para  la  extracción  de  ADN,

mencionando que su efectividad se debe considerar para obtener buenos resultados

en estudios metagenómicos (Rehner et al.,  2022; Shaffer et al.,  2022; Sui et al.,

2020; Yang et al.,  2020) y es que los reactivos del  kit  o del  laboratorio pueden

contener contaminantes microbianos, en donde particularmente las muestras con

bajo contenido de biomasa, como son los hisopos de piel usados en este estudio,

son vulnerables a este problema (Quince et al., 2017).

Ensamblar  metagenomas  puede  ser  un  gran  desafío  debido  a  la  abundancia

variable de los genomas, ocasionado por la profundidad de secuenciación altamente

desigual de diferentes organismos en una muestra de metagenómica (Breitwieser et

al., 2019; Singh et al., 2013). El ensamblador usado debe ser capaz de lograr un

equilibrio entre recuperar genomas de baja abundancia y obtener contigs largos y

precisos  para  aquellos  genomas  con  gran  abundancia.  Otra  limitación  es  la

naturaleza no clonal de los organismos dentro de una muestra (Breitwieser et al.,

2019);  es decir,  que una muestra puede contener diferentes cepas de la misma

especie, lo que puede causar ramificaciones en el gráfico de ensamblaje, al diferir

en un nucleótido o la presencia/ausencia de un gen. 

En general, por estos sesgos las muestras de metagenómica, rara vez tienen una

cobertura profunda de una especie en particular, a menos que sea muy abundante

dado que la  secuenciación puede indicar  el  número relativo de individuos en la

muestra (Cassin-Sackett et al., 2019), además los resultados de ensamble no son

tan buenos como los de un solo organismo (Breitwieser et al., 2019; Cassin-Sackett

et  al.,  2019),  ambos  problemas  pueden  resultar  en  la  fragmentación  de  la

reconstrucción del genoma (Quince et al., 2017). Por esto, la utilización de más de

un ensamblador y más de un programa de agrupamiento suele considerarse una

buena práctica para obtener mejores resultados.

4



De acuerdo con Kim y Steinegger (2023), no hay un único algoritmo de binning que

sea óptimo para todos los tipos de ambientes o muestras, se trata más bien de

utilizar  múltiples  algoritmos  y  combinar  los  resultados  para  obtener  el  mejor

resultado posible,  como en el  estudio de Song y Thomas (2017).  Asímismo, los

MAGs  han  contribuido  al  entendimiendo  de  la  diversidad  microbiana,  pero  es

indispensable  no  basarse  en  MAGs  con  altos  niveles  de  contaminación  y

fragmentación, ya que pueden ocasionar conclusiones erróneas (Kim & Steinegger,

2023).

Los enfoques de genes marcadores pueden identificar algunos genes por genoma,

lo que hace la estimación de la abundancia más precisa (Quince et al., 2017). Al

identificar genes de copia única y conservados en los contigs se puede evaluar la

taxonomía,  la  fracción  estimada  del  genoma  y  la  contaminación;  es  imposible

conocer  el  número  de  copias  de  un  gen  para  una  especie  con  un  genoma

incompleto (Breitwieser et al., 2019),  por lo mismo se ocasiona la eliminación de

varias  lecturas  y  se  complica  la  detección  de  diferencias  biológicas  entre  los

conjuntos de muestras (Breitwieser et al., 2019;  Quince et al., 2017).

Entre las limitaciones de los enfoques metagenómicos shotgun específicamente en

ecosistemas  marinos,  están  la  falta  de  información  en  las  bases  de  datos  de

secuencias  públicas,  la  falta  de  consistencia  en  los  rangos  taxonómicos  que

cambian continuamente, además de que se requiere de flujos de trabajo separados

para  cada clado taxonómico como virus,  bacterias  o eucariontes,  lo  cual  puede

requerir mucho tiempo y esfuerzo (Bik, 2014; Zhang et al., 2021).

2- La taxonomía microbiana en la era genómica  

En lo que concierne al concepto de “especie biológica” utilizado para organismos

eucariontes, se debe aclarar que éste difiere de aquel utilizado para organismos

procariontes.  El  primero  establece  que las  especies  son grupos  de poblaciones

entrecruzadas  que  son  reproductivamente  aisladas  de  otros  grupos  (Hollocher,

2024), ésto correspondería a los ecotipos en organismos procariontes. No obstante,

utilizar  éste  concepto  implicaría  diversos  problemas  debido  a  la  posibilidad  de

transferencia  horizontal  entre  linajes  aislados  (Coenye  et  al.,  2005).  Es  por  lo
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anterior que una especie bacteriana se define como "una categoría que circunscribe

un  grupo  (preferiblemente)  genómicamente  coherente  de  aislados/cepas

individuales que comparten un alto grado de similitud en (muchas) características

independientes,  comparativamente  probadas  en  condiciones  altamente

estandarizadas" (Rosselló-Móra & Amann, 2015).

Sin embargo, con la llegada de la secuenciación de nueva generación, se dió paso

al establecimiento de esquemas taxonómicos basados en la información contenida

en  las  secuencias  nucleotídicas.  Cada  vez  es  más  claro  que  las  especies

microbianas pueden definirse con base en criterios genómicos como la hidrización

de ADN-ADN, genómica comparativa, análisis de presencia/ausencia de genes y la

estructura del genoma (Thompson et al., 2013). Lan y Reeves (2000), sugieren que

se defina el genoma de una especie a partir de un pangenoma; es decir, aquel que

comprende todos los genes presentes en las cepas caracterizadas de una especie;

en donde el genoma consta de dos componentes, un núcleo de genes presentes en

gran parte de las cepas y un conjunto auxiliar. Dada la creciente disponibilidad de

secuencias genómicas, podemos decir que la taxonomía microbiana se enfocará en

la genómica, pues ésta ha proporcionado una nueva y más completa visión de las

especies (Coenye et al., 2005; Thompson et al., 2013).

3- El papel de las aves silvestres y su microbioma  

3  .1- El microbioma asociado a animales  

El microbioma es definido como los microorganismos, sus genes y los metabolitos

presentes en estos (Berg et al., 2020); es indispensable mencionar que los avances

en la secuenciación metagenómica permiten conocer el  microbioma presente no

solo  en  muestras  ambientales,  sino  también  en  muestras  asociadas  a

macroorganismos.  Estos  datos  han  demostrado  que  los  microbios  son

omnipresentes  en  todos  los  metazoos  (Simon  et  al.,  2019).  Además,  se  ha

observado que el microbioma puede ser específico de una especie, y pudiera estar

relacionado con los procesos evolutivos y filogenia del huesped  (Mootapally et al.,

2017).
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En  un  principio,  se  consideraba  que  todos  los  microorganismos  asociados  a

macroorganismos causaban enfermedades (Bahrndorff et al., 2016). Sin embargo,

la asociación entre un macroorganismo y el conjunto de microorganismos que lo

habitan puede adoptar muchas formas, siendo los patógenos la minoria (Bahrndorff

et  al.,  2016),  incluso  estos  microorganismos  son  capaces  de  ayudar  en  el

cumplimiento de múltiples funciones en los animales como por ejemplo, la digestión

y el sistema inmune (Czipri, 2022, Peixoto et al., 2021). Esta asociación se puede

ver  afectada  por  diversos  factores  bióticos  y  abióticos;  de  hecho,  análisis  de

microbiomas de poblaciones silvestres de mamíferos y Drosophila han demostrado

que la asociación es dependiente del habitat circundante (Bahrndorff et al., 2016).

Existe el concepto de holobionte, el cuál se refiere a una unidad cohesiva formada

por  el  hospedero  y  sus  microbios  asociados  tanto  endocelulares  como

extracelulares (Bordenstein & Theis, 2015; Rosenberg & Zilber-Rosenberg, 2018). A

pesar  de  que  sabemos  que  existen  múltiples  clases  de  microorganismos;  los

estudios  de  holobiontes  marinos  han  ignorado  el  papel  de  los  virus,  hongos  y

arqueas por enfocarse en las bacterias (Ochoa-Sánchez et al., 2023b). Con el uso

de metagenómica shotgun no existe  un sesgo hacia alguno de estos clados en

particular, sino que se enfoca en todo lo que pueda haber, lo cuál nos permite tener

un panorama más amplio sobre las comunidades microbianas.

Desafortunadamente, se ha identificado otra brecha en los estudios realizados en

microbiomas; dado que la mayoria de éstos describen los microbiomas en humanos

y mamíferos, como consecuencia no ha habido muchos proyectos que involucren

otros grupos de vertebrados relevantes como es el caso de las aves (Wang, W. et

al., 2019). Se han realizado muy pocos estudios del microbioma superficial de las

plumas de las aves, existiendo la propuesta de que éste se ve más bien influenciado

por el ambiente en el que viven, en lugar de ser caracteríticos de la propia especie

(Shawkey et al., 2005).

3  .2- Importancia   biológica   de las aves  

En lo que respecta a las aves, son la clase más especiosa entre los vertebrados

terrestres (Cao et al., 2020), contiene más de 10,500 especies vivas. Ocupan una
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amplia gama de nichos en todos los biomas y habitats, desde ciudades, campos,

bosques, costas, montañas (Kraus, 2019) y hasta en la Antártida, como se presenta

en  este  trabajo.  Por  lo  que  son  sistemas  modelo  y  taxones  paraguas  para  la

conservación de ecosistemas (Cassin-Sackett  et al.,  2019). No es de sorprender

que fueron de los primeros grupos de animales en ser secuenciados (International

Chicken Genome Sequencing Consortium, 2004) y el primer grupo de animales en

ser secuenciados en un contexto filogenético (Jarvis et al., 2014). Es así como la

genómica  de  este  clado  es  un  importante  contribuyente  a  la  generación  de

conocimientos en todas las áreas biológicas (Cassin-Sackett et al., 2019). 

3  .3- Relevancia de estudios de microbiomas en aves  

Pocos  estudios  de  metagenómica  shotgun  se  han  enfocado  en  estudiar  aves,

particularmente especies silvestres (Cassin-Sackett et al., 2019). La mayor parte de

los estudios en aves se centran en aquellas de interés comercial, como pollos de

engorda  (Graciette  et  al.,  2023;  Potti  et  al.,  2002);  por  lo  que  es  importante

mencionar la observación de que especies de todos los taxones, en condiciones de

laboratorio o fragmentación del hábitat, muestran microbiomas menos diversos en

comparación con las especies silvestres (Bahrndorff et al., 2016), aunque éste no

siempre es el caso (Alberdi et al., 2021). Sumado a esto, entre los pocos estudios

que se realizan en aves silvestres, gran parte están enfocados en el microbioma

intestinal, el cual se refiere a muestras fecales, del intestino, el tracto reproductivo

y/o tracto urinario (Mohsin et al., 2022). 

Los  microbiomas  de  las  aves  modernas  tienen  una  composición  compleja  de

bacterias, arqueas, virus y eucariontes (Mohsin et al., 2022). Además, los animales

pueden  ser  colonizados  por  microorganismos  internamente,  pero  también

externamente como es el caso de la piel y las plumas (Czipri, 2022; Mohsin et al.,

2022). En estas últimas zonas, los microorganismos pueden contribuir a la salud de

la  piel  y  la  comunicacion  entre  organismos  (Czipri,  2022).  No  obstante,  pocos

trabajos se han realizado en el microbioma superficial de aves. Una comparación

relevante es que las comunidades intestinales en los animales están influenciadas

por  la  alimentación y fisiología del  hospedero, por el  contrario,  las comunidades

superficiales  están  principalmente  influenciados  por  las  condiciones  ambientales
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que  enfrenta  el  hospedero  (Ochoa-Sánchez  et  al.,  2023b).  Lo  anterior  podría

indicarnos  que  el  microbioma  superficial  es  un  reflejo  de  lo  que  ocurre  en  el

ambiente  y  por  lo  tanto,  sería  un  buen  objeto  de  monitoreo  de  la  especie  del

pingüino  de  Magallanes  para  entender  la  relación  ambiente-pingüino-

microorganismos.

Existen pocos estudios de microbiomas en aves silvestres que se han enfocado en

el  plumaje  (Czipri,  2022).  Además,  ninguno  utiliza  una  metodología  basada  en

metagenómica  shotgun;  pues  es  mas  común  encontrar  estudios  de  muestras

fecales  o  intestinales  basadas  en  metagenómica  de  amplicones  16S  (también

llamado  metabarcoding),  que  si  bien  nos  dan  un  panorama  de  la  diversidad

bacteriana intestinal de las especies, no brindan información sobre arqueas, hongos

o virus ni acerca de la relación de la diversidad con el ambiente exterior o con el

hospedero.

Un aspecto importante  para realizar  más esfuerzos enfocados en el  estudio del

microbioma de aves silvestres está en el campo de la salud; y es que éstas pueden

presentar patógenos que podrían afectar tanto a su hospedero, pero igualmente ser

transmitidos a humanos (Mohsin et al., 2022). Es particularmente interesante el caso

de aves migratorias, pues éstas transmiten sus microorganismos a lo largo de las

rutas  que  toman  (Cao  et  al.,  2020).  Por  lo  tanto,  conocer  la  diversidad  de

microorganismos en aves puede tener implicaciones en la salud pública.

Múltiples artículos destacan la importancia de estudiar el microbioma de organismos

no modelo en la familia aviar; entre estos destacan: investigación de especies en

peligro de extinción y difíciles de estudiar (Cassin-Sackett et al., 2019), uso de la

información en el campo de biología de la conservación (Bahrndorff et al., 2016),

identificación de población de origen o hasta firmas útiles a nivel individuo (Cassin-

Sackett et al., 2019), mejorar nuestra comprensión de la diversidad y abundancia de

bacterias patógenas y no patógenas en las aves (Mohsin et al., 2022), comprender

las enfermedades en las aves, entender la relación del microbioma con el fenotipo

(Singh et al., 2013), proporcionar información sobre la evolución de los microbios

(Singh  et  al.,  2013),  así  como  el  uso  de  hospederos  no  canónicos;  es  decir,

organismos  que  típicamente  no son  estudiados y  de  regiones geográficas  poco
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estudiadas puede dar paso al descubrimiento de nuevas especies (Truchado et al.,

2020).

4  - El Estrecho de Magallanes  

El Estrecho de Magallanes es una ruta interoceánica ubicada en la parte sur de

Sudamérica que sirve de límite entre Argentina y Chile (Infante, 1995). Debido a que

existen estrechas relaciones bióticas entre las regiones del estrecho de Magallanes

y la Antártida, incluso éstas son consideradas por algunos autores subdivisiones de

la misma región (Arntz, 1999); parece relevante mencionar que la Antártida es un

ambiente  único  por  sus  condiciones  meteorológicas  y  geológicas  extremas

(radiación solar, precipitaciones, humedad en el aire, fuertes vientos, variaciones en

la temperatura por estaciones, etc); así como por estar relativamente aislado de la

actividad humana, lo que ocasiona que sus comunidades se mantengan prístinas

(Doytchinov  &  Dimov,  2022).  Éstas  características  permiten  que  el  Estrecho  de

Magallanes  sea  usado  como  objeto  de  monitoreo  sobre  los  efectos  del

calentamiento  global,  por  lo  que  múltiples  estudios  de  secuenciación  de  nueva

generación han analizado las comunidades de éste sitio (Bermanec et al.,  2019;

Hayer et al., 2021; Moreno-Pino et al., 2018)

En la Antártida, las islas resultan ser las zonas más hospitalarias para la vida micro

y  macroscópica,  incluso  se  han  considerado  “puntos  críticos”  de  biodiversidad

(Doytchinov & Dimov, 2022); por lo que ofrecen oportunidades para la investigación

científica. En estas islas habitan diversos animales y hasta plantas que juegan un rol

importante  en  la  vida  microbiana  de  la  zona,  debido  al  aumento  de  nutrientes

(Doytchinov & Dimov,2022). Las condiciones ambientales igualmente juegan un rol

importante,  ya  que los  microorganismos pueden adaptarse  rápidamente  a  éstas

(Doytchinov & Dimov,2022).

Esta región juega un papel importante en la salud del ecosistema mundial por los

procesos microbianos que ahí se presentan, como los ciclos de carbono, nitrógeno,

azufre,  fotosíntesis  y  adaptaciones  extremófilas (Cavicchioli,  2007).  Las

comunidades microbianas en la Antártida se pueden dividir en varios grupos según

el ambiente que ocupan, como agua, nieve, suelo o aire. Sin embargo, la mayor
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parte de las investigaciones de microorganismos en la Antártida se enfocan en suelo

y rocas (Doytchinov & Dimov, 2022). No obstante, la Antártida contiene una inmensa

cantidad de microorganismos no cultivados ni identificados con un enorme potencial

en diversos campos biológicos como producción de metabolítos y sustancias útiles;

por ejemplo antibióticios, proteínas o pigmentos, aquí recae el interés de su estudio

(Doytchinov & Dimov, 2022).

El uso de la secuenciación y análisis metagenómico ha brindado una comprensión

integral de las comunidades microbianas que habitan la Antártida (Cardona, Drago y

Gazo, 2022; Cavicchioli, 2007; Doytchinov & Dimov, 2022; Grzymski et al., 2012;

Lopatina et al., 2016; Ramírez-Fernández, 2021). El monitoreo del microbioma de la

superficie  de los animales de esta región es particularmente importante (Ochoa-

Sánchez et  al.,  2023b),  de modo que las especies microbianas presentes en el

cuerpo  del  pingüino  de  Magallanes  pueden  ser  diversas  y  presentar  genes  no

conocidos  de  interés  ecológico  y  biotecnológico;  conocer  su  clasificación  y  sus

potenciales funciones nos podría  ayudar  al  entendimiento y conservación de un

ambiente extremo y a sentar las bases para futuras investigaciones en plumaje de

aves.

La  información  con  la  que  se  cuenta  acerca  de  especies  hospederas  y  su

microbioma  en  regiones  geográficas  lejanas  a  comunidades  humanas  es  casi

inexistente, incluidos los datos sobre efectos ecológicos, por ejemplo cómo las aves

responden a patógenos y parásitos (Barbosa & Palacios, 2009). Los investigadores

han planteado la necesidad de estudiar las condiciones en las regiones al sur del

planeta, sus cambios y riesgos que enfrentan, pues la Patagonia es considerada un

ecosistema frágil e indispensable de preservar (Celis et al., 2023).

Varios  investigadores  realizan  estudios  para  comprender  mejor  la  compleja

asociacion microbiana en ambientes marinos; dado que la megafauna marina está

amenazada por diversos factores (Mootapally et al., 2017). La metagenómica en las

superficies de animales marinos permitirá  conocer  las especies microbianas que

habitan  en  los  macroorganismos,  la  influencia  geográfica,  la  manifestación  de

enfermedades y la variabilidad taxonómica en comparación con los microbiomas de

mar o de sedimentos (Mootapally et al., 2017).
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ANTECEDENTES
1- El pingüino de Magallanes   (Spheniscus magellanicus)  

Existen seis géneros de pingüinos en el mundo y cuatro especies pertenecientes al

género  Spheniscus,  caracterizados  por  ser  anillados  y  habitar  desde  zonas

templadas hasta tropicales (Trathan et al., 2014). Contrario a lo que mucha gente

piensa acerca de que el hábitat de los pingüinos está restringido a zonas heladas,

únicamente  dos  de  las  16-19  especies  existentes  (varía  según  los  criterios  de

clasificación) se encuentran exclusivamente en éstas regiones (Boersma, 2008). Las

especies  de  éste  género  tienen  adaptaciones  de  comportamiento  al  calor  y

generalmente anidan en sitios sombreados como madrigueras, grietas o debajo de

la  vegetación  porque  ayudan  a  proteger  los  huevos  y  a  los  polluelos  contra

depredadores, radiación solar, tormentas, viento, precipitaciones y retienen el calor

(Boersma & Rebstock, 2014).

El  pingüino  de  Magallanes  (Spheniscus  magellanicus)  (Figura  1)  resulta  ser  la

especie  más  abundante  en  zonas  templadas,  específicamente  de  la  región  de

Magallanes (Bingham & Jimenez-Mejias, 1999; Boersma, 2008; Recabarren-Villalón

et al., 2023). Habita en colonias de hasta 500,000 parejas, que pueden extenderse

hasta  1  km tierra  adentro  (Quintana  et  al.,  2022)  a  lo  largo  de  la  costa  de  la

Patagonia, incluyendo Argentina, Chile y las Islas Malvinas. Además, migran hacia

Uruguay y Brasil después de su temporada de reproducción (Recabarren-Villalón et

al., 2023).

El pingüino de Magallanes se reproduce a finales de septiembre o inicios de octubre

en colonias con vegetación densa como protección (Cumplido et al., 2023; Servicio

Nacional de Pesca y Acuicultura, s. f.). Las hembras ponen de uno a dos huevos por

temporada,  los  cuáles  eclosionan  a  mediados  de  noviembre  o  principios  de

diciembre. Una vez siendo polluelos, comienzan a volar a finales de enero y desde

finales de marzo a finales de abril  migran a Uruguay y Brasil   (Boersma, 2008;

Cumplido et al., 2023) en seguimiento a la disponibilidad de sus presas; las cuáles

principalmente  son  peces,  como  la  anchoveta  argentina;  aunque  en  general  se

consideran no selectivos y oportunistas (Marques et al., 2018).
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Las aves marinas, en general, son el grupo de aves más amenazado; siendo los

pingüinos el segundo taxón con mayor riesgo (Trathan et al., 2014). Hasta el 2008,

solo  quedaban  en  el  mundo  43  puntos  críticos  con  colonias  reproductoras  de

pingüinos y no existían salvaguardas para protegerlas (Boersma, 2008). De acuerdo

a la Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza (IUCN), el pingüino

de  Magallanes  tiene  un  estado  de  conservación  de  “Casi  Amenazado”  y  sus

poblaciones se encuentran en declive (Boersma, 2008; Cumplido et al., 2023). Las

principales amenazas para su conservación son la captura incidental, competencia

por  las  presas,  enfermedades,  degradación del  hábitat,  contaminación  y  cambio

climático (Boersma, 2008; Trathan et al., 2014). 

La importancia de la conservación de ésta especie radica en que los pingüinos son

considerados centinelas marinos (Boersma, 2008;  Trathan et al., 2014). Esto quiere

decir que son especies utilizadas para monitorear la variabilidad y estado de los

ecosistemas marinos a largo plazo; en otras palabras, estudiarlos nos proporciona

información acerca de las condiciones y cambios en el ambiente que habitan dado

que sus procesos poblacionales, éxito reproductivo y salud reflejan las condiciones

oceánicas al estar especializados para nadar y bucear, además de que su hábitat de

alimentación está muy restringido durante su temporada de reproducción (Boersma,

2008; Recabarren-Villalón et al., 2023;  Trathan et al., 2014). Particularmente, su

plumaje ha sido considerado como un gran objeto de monitoreo de las condiciones

ambientales, debido a la acumulación de metales y oligoelementos a lo largo del

ciclo de vida (Metcheva et al.,  2006;  Kehrig et al.,  2015; Quadri-Adrogué et al.,

2021; Celis et al., 2023).

Por lo anterior, los microorganismos asociados a las plumas podrían mostrar las

respuestas biológicas inmediatas y significativas al cambio climático (Bottos et al.,

2014). Además, se han reportado en algunas regiones antárticas microorganismos

originados por actividades humanas, lo cual podría tener un efecto potencialmente

devastador en la fauna (Bonnedahl et al., 2005).
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Figura 1. Pingüino de Magallanes (Subsecretaría de Pesca y Acuicultura, SUBPESCA)

2- El plumaje del pingüino de Magallanes   

Existe  una  escasez  de  información  acerca  del  plumaje,  específicamente  en

pingüinos, añadido a que gran parte de lo que se menciona en la literatura parece

ser contradictorio (Williams et al., 2015). Sin embargo,  el plumaje de los pingüinos

es clave para su supervivencia (Boersma et al., 2014; Kane et al., 2010; Wang, S. et

al.,  2016;  Williams et  al.,  2015);  pues  es  utilizado  para  las  funciones  de  nado,

protección  contra  el  frio  y  selección  de pareja  (Czipri,  2022).  Las plumas están

compuestas de células organizadas, llenas principalmente de queratina, la proteína

más  abundante  en  células  epiteliales  y  que  se  encuentra  entre  los  materiales

biológicos  más  resistentes  (Wang,  B.  et  al.,  2017).  Además  las  plumas  están

cubiertas de aceites y ceras complejas, producidas por la glándula uropigial (Burley

et  al.,  2022)  que  ayudan  a  mantener  la  integridad  de  éstas,  ya  que  tienen

propiedades antifúngicas y antimicrobianas (Czipri, 2022).

En las especies del género  Spheniscus,  el plumaje normal consta de una capa al

nacer,  una  segunda  capa  que  lo  reemplaza  y  posteriormente  éste  es  igual

reemplazado  por  un  plumaje  juvenil.  Un  año  más  tarde,  el  plumaje  juvenil  es

igualmente reemplazado por el plumaje adulto (Kane et al., 2010). Otro rasgo acerca

del ciclo de cambio de plumaje es que los pingüinos mudan anualmente (Metcheva

et  al.,  2006),  de  hecho  tienen  la  piel  desnuda  alrededor  del  pico  durante  la

temporada  de  reproducción  (Boersma,  2008),  después  de  ésto  se  encuentran

completamente emplumados, exceptuando el pico y las patas. (Kane et al., 2010).
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El  plumaje  de  los  pingüinos  se  encuentra  en  contacto  con  múltiples  ambientes

(Boersma  &  Rebstock,  2014),  cada  uno  con  sus  propias  comunidades  de

microorganismos  como  son  el  agua  marina,  viento,  vegetación  y  suelo  de  sus

madrigueras,  lo  que  podrían  ocasionar  eventos  de  colonización  de  múltiples

especies de bacterias, arqueas, eucariontes unicelulares y hasta virus, los cuáles se

enfrentarían a subsistir bajo un nuevo ambiente que sería la estructura queratinosa

que conforma a las plumas.

Existe  interés  en  el  estudio  del  plumaje  en  pingüinos,  ya  que  son  útiles  para

determinar  la  concentración  de metales  y  otros  elementos  contaminantes  en su

entorno, los cuales pueden servir para estudios de biomonitoreo y ecotoxicología

(Espejo et al.,2017; Frias et al.,  2012; Kehrig et al.,  2015; Quadri-Adrogué et al.,

2021).  Asímismo, las plumas pueden ser utilizadas en la evaluación de posición

trófica y nichos isotópicos (Dodino et al., 2022).

El estudio de los microorganismos que se encuentran presentes en el plumaje de

ésta ave marina, podría brindarnos un mejor entendimiento del contexto ecológico

en el que se encuentra la especie,  así como la funcion fisiológica que puede llevar a

cabo dicho microbioma. Aunado a que una vez que se comprenda el microbioma de

ésta especie, seguir utilizando muestras de plumas podría convertirse en un método

de monitoreo microbiano no invasivo a lo largo del tiempo (Del Mar Labrador et al.,

2020; Shawkey et al., 2005)

3- Conocimiento actual sobre los microorganismos asociados a pingüinos  

3.1- Microbioma de múltiples especies de pingüino  

Con  el  advenimiento  de  la  metagenómica,  se  ha  mostrado  interés  en  realizar

estudios sobre el microbioma de múltiples aves marinas en el hemisferio sur. Sin

embargo, estos utilizan principalmente enfoques del marcador taxonómico 16S, lo

que significa que ha habido un sesgo por el clado bacteriano y además de esto;

pocos se refieren a especies de pingüinos (Ochoa-Sánchez et al., 2023b) . Además

de  utilizar  los  datos  de  16S  para  comparaciones  de  composición  comunitaria;

también se han utilizado para comprender los cambios en las funciones metabólicas
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previstas del microbioma fecal de los pingüinos (Tian et al., 2021). No obstante, las

funciones  predichas  a  partir  de  éstos  datos  están  limitadas  por  la  cantidad  de

genomas microbianos disponibles secuenciados. (Ochoa-Sánchez et al., 2023b).

Entre la literatura científica microbiomas asociados a pingüinos distintos al pingüino

de Magallanes, podemos encontrar trabajos realizados principalmente en heces de

pingüinos  barbijo  (Pygoscelis  antarcticus)  (Lee  et  al.,  2019;  Levy  et  al.,  2020),

pingüinos  papúa  (Pygoscelis  papua)  (Lee  et  al.,  2019), pingüinos  de  Adélie

(Pygoscelis adeliae) (Grzesiak et al., 2020; Švec et al., 2023), pingüinos galápagos

(Spheniscus mendiculus) (Rohrer et al., 2023),  pinguino pequeño (Eudyptula minor)

(Dewar et al.,  2017) y pingüino africano (Spheniscus demersus) (Graciette et al.,

2023).  Con  base  en  estos  estudios  los  clados  Proteobacteria,  Firmicutes,

Bacteroidetes,  Actinobacteria,  Actinomyces,  Petrimonas,  Gottschalkiaceae,

Corynebacterium, Campylobacter, Yersinia, Salmonella, Escherichia, Fusobacteria,

Tenericutes,  Fastidiosipila,  Oceanisphaera  y Psychrobacter  fueron  los  más

comúnes.  Otros  taxones  enriquecidos  en  microbiomas  de  aves  incluyen

Patescibacteria,  presente  casi  exclusivamente  en  aves  silvestres  y  los  géneros

Corynebactericeae y  Catellicococcus,  compartidos  por  todos  los  microbiomas

fecales de aves aunque en muy pequeña fracción (Graciette et al., 2023); además

las Fusobacterias se han detectado como un taxón abundante en la temporada de

reproducción (Lee et al., 2019).

Estudios recientes muestran que los principales filos bacterianos asociados con los

pingüinos son distintos a los de los de otras aves (Lee et al., 2019). Aunque de igual

forma,  existe  una  divergencia  de  la  microbiota  entre  las  especies  de  pingüino

posiblemente atribuida a los nichos tróficos o factores geográficos (Ochoa-Sánchez

et al., 2023b). Específicamente en el plumaje de las aves marinas del hemisferio

sur;  los  principales  filos  bacterianos  fueron  Actinobacteria,  Proteobacteria,

Firmicutes y Acidobacterias (Leclaire et al., 2019; Ochoa-Sánchez et al., 2023b).

3.2- Microbioma del pingüino de Magallanes  

El pingüino de Magallanes silvestre, al ser una especie altamente social, actúa como

un  buen  candidato  para  que  la  microbiota  de  las  plumas  realice  procesos
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importantes en su salud, debido a las altas posibilidades de transmisión horizontal

(Potti et al., 2002). Ejemplos de ésto serían la coloración y la degradación de las

plumas,  la  atracción  de  pareja,  el  desarrollo  de  los  polluelos,  la  inversión

reproductiva, la capacidad migratoria y las enfermedades que contraen (Rohrer et

al., 2023). El estudio del plumaje del pingüino de Magallanes es muy reciente y es

parte  de  nuestro  grupo  de  trabajo  (Ochoa-Sánchez  et  al.,  2023b).  Podemos

encontrar estudios de microbioma en esta especie en zonas corporales distintas al

plumaje; como son patas (Osório et al.,  2013; Sellera et al., 2017; Sellera et al.,

2018), intestino y/o heces (Gallo Vauley et al., 2022; Hayer et al., 2021; Potti et al.,

2002; Prichula et al., 2020), así como sangre y tejidos (D’Amico y Bertellotti, 2019;

Kane et al., 2012; Niemeyer et al., 2013). Estos estudios se han realizado tanto en

pingüinos sanos como enfermos, siendo los clados más comúnes Corynebacterium

y Escherichia coli  en patas y sangre, Staphylococcus y Pseudomonas  en patas,

Enterococcus,  Chlamydiaceae  y  Salmonella  en  intestino/heces  y  Avipoxvirus  en

intestino/heces y sangre.

3.3- Factores que podrían influir en la composición microbiana de las plumas en el  

pingüino de Magallanes

Es importante tener en cuenta los factores que podrían alterar la composición de las

comunidades microbianas que habitan en las plumas de los pingüinos, para lograr

un  mejor  entendimiento  de  sus  potenciales  funciones,  pues  la  superficie  de

macroorganismos se considera un ambiente extremo (Ochoa-Sánchez et al., 2023b)

debido  a  las  condiciones  ambientales  que  enfrentan  y  los  aceites  que  están

presentes. Entre los factores abióticos relevantes se encuentran la temperatura, pH,

concentración  de  nutrientes  y  composición  química  de  las  plumas  (Cavicchioli,

2015);  así  como  las  interacciones  entre  miembros  de  la  comunidad  de  los

hospederos. Pues, no podemos olvidar lo anteriormente mencionado acerca de que

las  densas  colonias  reproductoras  de  los  pingüinos  de  Magallanes  están  en

contacto  con otros  animales,  vegetación  abundante,  suelo y  la  dispersión  eólica

(Boersma  &  Rebstock,  2014);  lo  que  puede  facilitar  la  transmisión  de

microorganismos y por lo tanto, la presencia de éstos en el plumaje (Fagade et al.,

2023).
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Un  factor  que  probablemente  influya  en  la  composición  microbiana  es  el

acicalamiento; pues las aves utilizan las secreciones de aceites y ceras complejas,

producidas por la glándula uropigial para untarlas sobre el plumaje (Burley et al.,

2022). Estas secreciones ayudan a mantener la integridad de las plumas, ya que

tienen  propiedades  antifúngicas  y  antimicrobianas  (Czipri,  2022);  parece  lógico

pensar que estas secreciones tengan un efecto en el microbioma corporal, aunque

aún se desconoce hasta que punto afecta y las diferencias de sus efectos entre los

linajes de aves. Es por esto que se plantea que los mutualismos que ocurren entre

microbios en el plumaje y el hospedero ocurran en condiciones especializadas, ya

que el aceite uropigial sería tóxico para dichos microbios (Burley et al., 2022). Sin

embargo, se ha informado de bacterias mutualistas dentro de la glándula uropigial

(Bodawatta et al., 2020; Ruiz-Rodríguez et al., 2009; Soler et al., 2008).

Otro factor que sería importante considerar es la intensa muda de plumas por la que

pasan anualmente  todas las  especies  de pingüino,  donde después de la  época

reproductiva cambian todas las plumas por nuevas, quedando imposibilitados para

nadar, y por lo tanto comer, durante este periodo (Lee et al., 2019). Tendría sentido

pensar que este evento tiene un gran impacto en las comunidades microbianas que

albergan el plumaje, ya que actuaría como un nuevo comienzo en la conformación

de las mismas.  En vista  de lo  antes mencionado sobre el  confinamiento de los

pingüinos en ciertas temporadas y que permanecen largos periodos de tiempo en la

misma zona; los individuos terminan teniendo contacto con sus propios excrementos

(Osório  et  al.,  2013),  por  lo  que  los  microorganismos  del  tracto  gastrointernial

podrían alterar las comunidades presentes en sus plumas. 

Otros  factores  que  se  han  observado  como  modificadores  de  la  composición

microbiana en pingüinos son el envejecimiento (Dewar et al., 2017; Grzesiak et al.,

2020; Ochoa-Sánchez et al., 2023a), la acumulación de metales y otros elementos

(Rohrer  et  al.,  2023),  la  colonización  de ectoparásitos  (Muñoz-Leal  et  al.,  2019;

Ochoa-Sánchez  et  al.,  2023b)  y  la  contaminación  (D’Amico  &  Bertellotti,  2019;

Prichula et al., 2020).
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JUSTIFICACIÓN

Los estudios de microbioma son importantes y económicamente viables, pero se

necesitan estudios más detallados, incluidos los metagenómicos, para describir a

todos  los  microorganismos  y  sus  potenciales  funciones  (Ochoa-Sánchez  et  al.,

2023b). Ha habido múltiples sesgos en este tipo de estudios, en primer lugar éstos

estudios se centran principalmente en el microbioma humano, aunque en los últimos

años  se  han  secuenciado  microbiomas  de  varios  vertebrados  no  humanos

(Bahrndorff  et  al.,  2016).  No  obstante,  los  estudios  siguen  enfocandose

principalmente  en  mamíferos  o  en  especies  de  interés  comercial  o  domésticas

(Graciette et al., 2023; Li et al., 2022; Potti et al., 2002; Seeber & Epp, 2022). En

segundo lugar, el  microbioma animal consta tanto de lo que existe en el  interior

(intestino), como el exterior (piel o plumas), sin embargo, los estudios han ignorado

este hecho y han enfocado su interés en el microbioma intestinal (Rasmussen &

Chua,  2023).  En  tercer  lugar,  el  conocimiento  que  se  tiene  sobre  los

microorganismos  en  zonas  de  ambientes  extremos  o  aislados  de  comunidades

humanas es escaso (Doytchinov & Dimov, 2022). 

Es de vital importancia realizar estudios en aves distintas a las de corral, puesto que

contribuye a obtener una mejor comprensión de múltiples campos de la biología

aviar, por ejemplo la verificación de funciones génicas (Cassin-Sackett et al., 2019),

la virología aviar (Wang, W. et al., 2019) y de la evolución de los rasgos en escalas

de tiempo cortas (microevolución) (Kraus, 2019). Asímismo, la relevancia del estudio

de  las  plumas,  en  el  contexto  de  microbiomas,  es  que  proporcionan  una  vasta

superficie que favorece el crecimiento de microbios, cuyos efectos sobre la salud de

las aves permanecen en gran medida desconocidos (Del Mar Labrador et al., 2020;

Shawkey et al., 2005). Sin embargo, existe literatura que propone que el microbioma

de las plumas contribuye significativamente a la evolución de las historias de vida y

el  comportamiento  aviar  (Burley  et  al.,  2022),  aunque  ninguno  realizado  en

pingüinos. Además, hay una urgencia por determinar cómo la vida será afectada por

los cambios en los ecosistemas y es indispensable mejorar el entendimiento de las

composiciones  y  dinámicas  microbianas  que  tienen  papeles  importantes  en  los

ciclos biogeoquímicos (Cavicchioli, 2015).
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La  importancia  de  la  realización  de  ésta  investigación  es  que  contribuye  al

descubrimiento  y  comprensión  de  la  biodiversidad  microbiana  en  regiones

geográficas,  zonas  anatómicas  y  hospederos  poco  estudiados;  así  como  sus

papeles ecológicos. Múltiples autores han recalcado la necesidad de contar con un

conocimiento base de los microorganismos ambientales y asociados a organismos

poco  estudiados o  en riesgo  por  el  cambio  climático,  para  comprender  tanto  el

estado  del  hospedero,  como  el  de  su  entorno,  pues  se  cree  que  el  propio

microbioma puede utilizarse como biosensor de estos (Cao et al., 2020; Cavicchioli,

2007;  Doytchinov  &  Dimov,  2022;  Graciette  et  al.,  2023;  Ochoa-Sánchez  et  al.,

2023b; Rohrer et al., 2023; Vibin et al., 2018; Vibin et al., 2020; Wang, W. et al.,

2019). Este trabajo, pretende cumplir con la cimentación de conocimientos bases,

relacionados a los microorganismos epibióticos del plumaje de los pingüinos.
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OBJETIVOS

Pregunta de investigación

¿Cuál  es  la  diversidad  taxonómica  y  las  funciones  potenciales  de  los

microorganismos que habitan en el plumaje del pingüino de Magallanes?

General

Conocer la taxonomía y funciones potenciales presentes en el microbioma corporal

del pingüino de Magallanes utilizando herramientas metagenómicas.

Específicos

1. Recuperar  y  ensamblar  genomas  de  buena  calidad  resultantes  de  la

secuenciación  de  datos  metagenómicos  del  plumaje  del  pingüino  de

Magallanes.

2. Asignar  la  taxonomía de los MAGs resultantes de la  secuenciación de la

microbiota asociada al plumaje del pingüino de Magallanes. 

3. Realizar una anotación funcional general de éstos MAGs para conocer sus

potenciales capacidades metabólicas.
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HIPÓTESIS

H0:  Debido  a  que  el  pinguino  de  Magallanes  (Spheniscus  magellanicus)  tiene

contacto con múltiples ambientes,  esperamos que el  microbioma de sus plumas

será  un reflejo de esos ambientes, por lo que los MAGs no presentarían en sus

funciones adaptaciones particulares a relacionarse con su hospedero.

HA:  Es  posible  que  el  microbioma  de  las  plumas  del  pinguino  de  Magallanes

(Spheniscus  magellanicus)  sea  particular  a  la  especie  y  no  un  reflejo  de  sus

ambientes.  Entonces,  esperaríamos  que  los  MAGs  reflejen  en  sus  genes  la

asociación huésped-hospedero.
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MATERIAL Y MÉTODOS
1-  Diseño de muestreo  

De un total de cinco islas localizadas en el Estrecho de Magallanes (Figura 2.a),

siendo éstas Contramaestre,  Monmouth,  Tuckers 1,  Tuckers 2 y  Rupert  (Figura
2.b),  se  tomaron muestras  del  plumaje  del  pecho,  espalda y/o  patas  o  hisopos

esterilizados recorridos por estas partes de múltiples individuos de la especie del

pingüino de Magallanes (Spheniscus magellanicus).  Todas las muestras de cada

metagenoma estaban localizados en la misma isla y fueron muestreados alrededor

de 3 temporadas; cortejo (octubre-noviembre), puesta de huevos (diciembre-enero)

y cría de juveniles (enero-febrero) de los años 2021 hasta 2023 (Tabla 1).

Se obtuvieron pools de ADN con el kit de extracción FastDNA™ SPIN para suelos

(MPBio,  Santa Ana,  CA, EUA) siguiendo las instrucciones del  fabricante  con un

paso de incubación inicial a 56 °C durante 20 min, seguido de agitación con Fast

Prep a 6m/s durante 40s. Las extracciones de ADN se concentraron utilizando un

SpeedVac  Thermo  Savant  (modelo  DNA  120-230;  Thermo  Fisher  Scientific,

Waltham, MA, EE. UU.) durante 30 minutos con condiciones estándar, lo que redujo

el volumen a la mitad (es decir, de 100 a 50 µl).

Las muestras de pools de ADN fueron enviadas a la empresa Macrogen en Corea

del Sur, en donde se utilizó el kit NEXTERA DNA XT (META) para la preparación de

bibliotecas y posteriormente se realizó la secuenciación de metagenómica shotgun

de lecturas pareadas (paired-end) y un tamaño de fragmento de 151 pares de bases

con la plataforma NovaSeq 6000 de Illumina, de acuerdo al protocolo de la empresa

para obtener trece metagenomas. 
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Figura 2 a) Mapa de América del Sur indicando la localización del Estrecho de Magallanes. b) Mapa
del Estrecho de Magallanes indicando las cinco islas muestreadas para este estudio: Contramaestre

(dos metagenomas), Monmouth (dos metagenomas), Rupert (tres metagenomas), Tuckers 1 (tres
metagenomas), Tuckers 2 (tres metagenomas).

Identificacion de
metagenoma

Muestras de las que
provienen

Isla Fecha de muestreo

MG1_Con_01_21 Pool  de  hisopos  pata,
plumaje  de  lomo  y  una
pluma  completa  de
pecho

Contramaestre Enero  2021  (puesta
de huevos y cría de
juveniles)

MG2_Tu1_01_22 Pool  de  hisopos  pata,
plumaje  lomo,  plumaje
pecho

Tuckers 1 Enero  2022  (puesta
de huevos y cría de
juveniles)

MG3_Tu2_01_22 Pool  de  hisopos  pata,
plumaje  lomo,  plumaje
pecho

Tuckers 2 Enero  2022  (puesta
de huevos y cría de
juveniles)

 MG4_Con_02_22 Pool  de  hisopos  pata,
plumaje  lomo,  plumaje
pecho

Contramestre Febrero  2022  (cría
de juveniles)

MG6_Tu1_10_22 Plumas de lomo y pecho Tuckers 1 Octubre  2022
(cortejo)

 MG7_Tu2_10_22 Plumas de lomo y pecho Tuckers 2 Octubre  2022
(cortejo)

MG8_Rup_10_22 Hisopos  frotados  a
distancia  del  pingüino
(pingüino  estaba  dentro
del nido)

Rupert Octubre  2022
(cortejo)

MG9_Rup_12_22 Plumas lomo y pecho Rupert Diciembre  2022
(puesta de huevos)
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MG10_Mon_12_22 Hisopos  frotados  a
distancia  del  pingüino
(pingüino  estaba  dentro
del nido)

Monmouth Diciembre  2022
(puesta de huevos)

MG13_Tu1_01_23 Plumas de lomo y pecho Tuckers 1 Enero  2023  (puesta
de huevos y cría de
juveniles)

MG14_Tu2_01_23 Plumas de lomo y pecho Tuckers 2 Enero  2023  (puesta
de huevos y cría de
juveniles)

MG16_Rup_01_23 Plumas lomo y pecho Rupert Enero  2023  (puesta
de huevos y cría de
juveniles)

MG17_Mon_01_23 Plumas lomo y pecho Monmouth Enero  2023  (puesta
de huevos y cría de
juveniles)

Tabla 1. Descripción de cada uno de los metagenomas  utilizados en éste estudio.

2- Análisis bioinformático  

El procedimiento para los análisis de esta tesis está basado en lo que mencionan

Quince et al.  (2017) acerca de los estudios de metagenómica shotgun;  de manera

breve y en orden cronológico consistió en: 1) pre-procesamiento de muestras, 2)

ensamble de secuencias 3) proceso de agrupamiento, 4) obtención de genomas a

partir de metagenomas (MAGs), 5) determinar la clasificación taxonómica de estos

MAGs,  6)  determinar  las  rutas  metabólicas  que están presentes  y por  último 7)

visualización de los resultados.

2.1- Pre-procesamiento de muestras  

El primer paso que se realizó fue el análisis de la calidad de las lecturas crudas

pareadas de secuenciación mediante el programa bioinformático FASTQC versión

0.11.8  (Andrews,  2010)  con  los  parámetros  default.  Al  analizar  los  archivos

resultantes se decidió  qué filtros  aplicar  para el  siguiente  paso,  con base en la

calidad de las secuencias y el  contenido de secuencia por base,  éste último se

encontraba inestable al inicio de cada lectura, lo cúal puede ser normal al inicio de la

secuenciación (Babraham Bioinformatics, s. f.). 
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El  paso  siguiente,  consistió  en  la  eliminación  de  secuencias  de  calidad   Phred

menor a 20, tamaño mínimo de cada lectura de 36 pares de bases y cortar las

últimas  3  y  primeras  10  bases  de  cada  lectura  debido  a  la  inestabilidad  del

contenido de bases al inicio de cada lectura con la ayuda del programa Trimmomatic

versión 0.39 (Bolger et al., 2014) (Apéndice 1).

Después  del  filtrado  por  calidad,  las  secuencias  se  mapearon  al  genoma  de

referencia  humano (GR38)  y  al  del  pingüino  de  Magallanes  obtenidos  de  NCBI

(Sayers et al., 2021) para la eliminación de aquellas secuencias que podrían ser

producto de contaminación debido a la manipulación al momento de la recolección y

extracción de ADN o por ser provenientes del organismo hospedero. Éste paso se

realizó utilizando los programas bowtie2 versión 2.4.1 (Langmead y Salzberg, 2012)

y samtools version 1.7 (Danecek et al., 2021) (Apéndice 2).

2.2- Obtención de contigs   

Posteriormente, con los archivos resultantes se realizaron dos ensambles de cada

metagenoma (Apéndice 3) utilizando los programas MEGAHIT versión 1.2.9 (Li et

al., 2015) y metaSPADES versión 3.15.5 (Nurk et al., 2017) con la finalidad de poder

comparar la calidad de cada ensamble y seleccionar el mejor para los siguientes

pasos basado en criterios como N50, N75, L50, L75, número y longitud de contigs.

La comparación de ambos se realizó con el uso del software QUAST (MetaQuast)

versión 5.0.2 (Gurevich et al., 2013) (Apéndice 4). Para ser consistentes y evitar

sesgos  posteriores,  se  seleccionó  el  mismo  ensamblador  para  todos  los

metagenomas.

2.3- Agrupamiento  

Una vez seleccionado el mejor ensamble se realizó el proceso de agrupamiento de

todos los archivos, el cual consiste en agrupar contigs como especies. Para ésto, se

utilizaron 3 herramientas bioinformáticas (Apéndice 5): metabat2 version 2.5 (Kang

et al., 2019), metaCOAG version 1.0 (Mallawaarachchi & Lin, 2022a & b) y maxbin2

version 2.2.7 (Wu et al., 2015) ya que cada una utiliza diferentes criterios para la

asignación de bins. Por lo tanto, se realizó un refinamiento con los resultados de los
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3  algoritmos  para  combinarlos  y  mejorarlos  utilizando  el  script  de  R  de

Binning_refiner (Song & Thomas, 2017) (Apéndice 6). 

2.4- Obtención de genomas a partir de metagenomas (MAGs)   

Con el uso de CheckM versión 1.1.6 (Parks et al., 2015) se analizó la calidad  de los

bins resultantes (Apéndice 7), seleccionando aquellos que tuvieran más del 70% de

fracción  estimada  del  genoma  y  un  nivel  de  contaminación  menor  a  10%,

obteniendo así lo que consideramos genomas ensamblados metagenómicamente

(MAGs), los cuales son indispensables para descubrir la diversidad de bacterias al

ser comparados con diversas bases de datos.

2.5- Clasificación taxonómica  

Al obtener los resultados de CheckM se utilizó el software GTDB-Tk version 2.3.2

(Chaumeil  et  al.,  2019)  (Apéndice 8)  para  realizar  la  asignación  taxonómica de

aquellos MAGs que cumplieran con los criterios antes mencionados. Asimismo, se

realizó  una  anotación  de  los  archivos  resultantes  de  Binning_refiner  utilizando

prokka versión 1.14.6 (Seemann, 2014) (Apéndice 9) y posteriormente la búsqueda

de genes ortólogos con el uso del software Orthofinder versión 2.5.4 (Emms & Kelly,

2019) para obtener un árbol filogenético (Apéndice 10). Posteriormente, se calculó

la identidad promedio de nucleótidos con fastANI versión 1.33 (Jain et al.,  2018)

(Apéndice 11)  de ciertos MAGs que resultaron agruparse.

Un segundo árbol filogenético con los MAGs fue reconstruido de la misma manera

anotando  con  prokka  versión  1.14.6  (Seemann,  2014)  y  utilizando  Orthofinder

versión 2.5.4 (Emms & Kelly, 2019); ésta vez añadiendo genomas completos de 7

de los clados con los que fueron identificados los MAGs, éstos fueron descargados

de  la  base  de  datos  de  NCBI  con  el  proposósito  de  corroborar  los  resultados

anteriores.
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2.6- Anotación funcional  

Por  medio  del  programa  Get_Homologues  versión  3.4.3  (Contreras‐Moreira  y

Vinuesa, 2013) (Apéndice 12) se obtuvo una matriz pangenómica, la cual es útil

para analizar la distribución de genes entre genomas de organismos relacionados.

Después, con ésta matriz y los programas KofamScan versión 1.3.0 (Aramaki et al.,

2019) y KEGG-decoder (Graham et al., 2018) (Apéndice 13) se determinó que vías

metabólicas están presentes en los MAGs.

2.7- Visualización de resultados  

Finalmente,  para  proporcionar  detalles  sobre  la  composición  de  la  comunidad

microbiana  y  procesos  metabólicos,  todos  los  resultados  son  visualizados.  Este

paso se  realizó  con la  plataforma interactiva  iTol  version  6.8.1 (Letunić  & Bork,

2021) para visualizar el árbol filogenético, así como la anotación funcional.

3- Consideraciones éticas  

Los  pingüinos  de  Magallanes  fueron  capturados  y  contenidos  por  un  equipo

calificado  de  al  menos  tres  operadores  siguiendo  los  lineamientos  bioéticos  del

Comité de Ética,  Bioética  y Bioseguridad,  Universidad de Concepción (protocolo

número  CEBB  1081-2021).  El  muestreo  se  realizó  siguiendo  los  lineamientos

aprobados por la Subsecretaría de Pesca y Acuicultura (resoluciones E-2021-531;

RES. EX. 3315).
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RESULTADOS

1- Pre-procesamiento de las muestras  

Durante  el  proceso  de  recorte  de  secuencias  y  mapeo  contra  los  genomas  de

humano y pingüino de las trece muestras metagenómicas; el número de lecturas fue

disminuyendo debido a los filtros aplicados. El número de lecturas finales con las

que se realizaron los análisis posteriores van desde 813,137 hasta 33,879,439 . En

la Tabla 2 se muestran las lecturas resultantes de cada filtro.

Metagenoma Lecturas
Crudas 

Lecturas
recortadas

Lecturas
filtradas contra

genoma
humano

Lecturas filtradas
contra genoma

humano y pingüino

MG1_Con_01_21 24,176,600 14,975,120 14,906,780 813,137
MG2_Tu1_01_22 30,23,473 2,181,002 2,156,697 1,634,808
MG3_Tu2_01_22 24,823,439 18,810,217 18,727,075 18,640,489
MG4_Con_02_22 983,993 578,447 576,061 529,469
MG6_Tu1_10_22 22,460,665 14,326,414 14,320,989 14,292,679
MG7_Tu2_10_22 6,025,841 4,178,809 4,173,258 4,084,901
MG8_Rup_10_22 2,920,430 1,744,165 1,741,348 1,732,682
MG9_Rup_12_22 24,031,701 12,611,369 12,606,405 12,598,405
MG10_Mon_12_22 24,096,041 16,128,615 16,123,988 16,112,095
MG13_Tu1_01_23 23,470,172 14,743,860 14,738,275 14,466,206
MG14_Tu2_01_23 43,897,324 31,310,264 31,184,846 5,220,159
MG16_Rup_01_23 47,710,108 33,941,234 33,919,590 33,879,439
MG17_Mon_01_23 29,686,188 19,318,495 19,309,825 19,209,270

Tabla 2. Total de lecturas resultantes en cada paso del pre-procesamiento

2- Obtención de contigs  

Al comparar ensambles de un genoma buscamos que el número de contigs sea el

menor  y  que  la  longitud  de  estos  sea  la  más  larga  (Instituto  Nacional  de

Investigaciones  Humanas  de  Estados  Unidos,  NIH).  Asimismo,  el  N50  es  otra

métrica ampliamente utilizada como criterio de que tan completo se encuentra el

ensamblado de un genoma; esta consiste en el ordenamiento de mayor a menor del

tamaño de los contigs hasta obtener un 50% del tamaño total del genoma, siendo el

N50 el valor del último contig añadido (Videvall, 2017); por lo tanto mientras más

alto sea su valor es mejor. 
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Basándonos en lo anterior y los gráficos resultantes de QUAST, el  software que

resultó  generar  mejor  calidad  de  secuencias  en  general  para  12  de  los  13

metagenomas (92.30%) fue SPADES; como consecuencia de ésto además de ser

consistentes y evitar sesgos, los ensambles generados con éste software fueron los

seleccionados para los pasos posteriores.

3- Agrupamiento y obtención de MAGs  

A partir de los 13 metagenomas con los que se realizó la investigación; se pudo

recuperar un total  de 112 bins al  pasar por los algoritmos de los tres softwares

utilizados y refinados con Binning_refiner,  de los cuales según los resultados de

CheckM,  la  mayor  parte  de  estos  resultaron  estar  incompletos  aunque  poco

contaminados (Figura 3).

La  fracción  estimada  del  genoma  y  la  contaminación  se  refieren  al  número  de

marcadores moleculares de copia única presentes en el bin y los marcadores que

podrían pertenecer a otro clado respectivamente, de modo que sirven como criterio

para determinar que bins tienen mejor calidad, lo que se busca es que tengan mayor

valor de fracción estimada del genoma y el menor posible de contaminación (Chen

et al., 2020). Tomando en cuenta lo anterior; únicamente 16 bins (14.28% del total

de bins, 12.42% de todas las secuencias) lograron obtener los criterios para ser

considerados MAGs dado que los niveles de fracción estimada del genoma de éstos

van desde 71.53% hasta 99.51% y los niveles de contaminación se encuentran de

0% a 2.39%.
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Figura 3. a) Histograma del porcentaje de integridad con el que cuentan los bins recuperardos, la
línea roja indica el valor de corte para que sean considerados con una buena integridad (>70%). 

b) Histograma del porcentaje de contaminación con el que cuentan los bins recuperardos, la línea
roja indica el valor de corte para que sean considerados con poca contaminación (<10%).

No fue posible obtener MAGs a partir de todos los metagenomas, pues únicamente

7 de los trece metagenomas (53.84%) lograron tener por lo menos un MAG, siendo

aquellos con los identificadores iniciando con MG1, MG3, MG6, MG7, MG13, MG14

y MG17. Esto significa que en total se cuenta con 1 MAG de la isla Contramaestre, 5

MAGs de la isla Tuckers 1, 6 de la isla Tuckers 2, 1 de la isla Rupert y 3 de la isla

Monmouth,  asímismo se cuenta  con 12 MAGs (75%) del  periodo de puesta  de

huevos o cría y 4 (25%) de la temporada de cortejo.

4- Clasificación taxonómica  

Con respecto a la clasificación taxonómica realizada con GTDB-tk, en la  Tabla 3
podemos visualizar  los resultados de cada uno de los MAGs obtenidos en este

estudio; donde es relevante mencionar que no se encontraron arqueas, pues todos

los  MAGs  fueron  clasificados  bajo  el  dominio  Bacteria.  Dentro  de  estos  se

encontraron  4  filos,  los  cuales  constan  de  Bacteroidota,  Pseudomonadota,

Actinomycetota y  Bacillota, siendo Pseudomonadota el más predominante con 11

MAGs clasificados bajo este clado (68.75%).
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MAG Isla Filo Clase Orden Familia Género Especie

MG6-4 Tuckers 1 Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Weeksellaceae Kaistella x

MG6-5 Tuckers 1 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae x x

MG3-2 Tuckers 2 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Paenalcalige
nes

x

MG14-1 Tuckers 2 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae x x

MG7-1 Tuckers 2 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae x x

MG13-2 Tuckers 1 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae x x

MG6-3 Tuckers 1 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae x x

MG3-1 Tuckers 2 Actinomycetota Actinomycetia Actinomycetales Dermatophilaceae Terracoccus x

MG16-3 Rupert Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae x x

MG3-3 Tuckers 2 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales DSM-6294 Venatoribact
er

x

MG17-3 Monmouth Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Psychrobact
er

x

MG17-4 Monmouth Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae x x

MG17-2 Monmouth Actinomycetota Actinomycetia Propionibacteria- 
les

Propionibacteria-
ceae

Arachnia x

MG1-1 Contrama-
estre

Bacillota Bacilli Staphylococcales Staphylococcaceae Mammaliico-
ccus

Mamma-
liicoccus 
sciuri

MG3-4 Tuckers 2 Bacillota Bacilli Bacillales Amphibacillaceae Pseudogra-
cilibacillus

x

MG13-4 Tuckers 1 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Psychrobac-
ter

x

Tabla 3. Clasificación taxonómica de cada MAG.

Bajo  el  clado  a  nivel  clase  se  encontraron Bacteroidia,  Gammaproteobacteria,

Actinomycetia  y  Bacilli,  siendo  Gammaproteobacteria  la  más  abundante  con  11

MAGs  (68.75%)  y  respecto  a  los  ordenes  encontramos  Flavobacteriales,

Pseudomonadales,  Burkholderiales,  Actinomycetales,  Propionibacteriales,

Staphylococcales y Bacillales_D. 

Dentro de las familias en las que fueron clasificados todos los MAGs se encuentran

Weeksellaceae,  Moraxellaceae,  Burkholderiaceae_C,  Dermatophilaceae,  DSM-

6294,  Propionibacteriaceae,  Staphylococcaceae  y  Amphibacillaceae.  Entre  las

cuáles 9  MAGs (56.25%) resultaron pertenecer a Moraxellaceae.
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No todos  los  MAGs  lograron  ser  identificados  a  nivel  de  género,  únicamente  9

MAGs  (56.25%) fueron clasificados dentro de 8 géneros siendo estos  Kaistella,

Paenalcaligenes,  Terracoccus,  Venatoribacter,  Psychrobacter,  Arachnia,

Mammaliicoccus y Pseudogracilibacillus. Además, solo un MAG (6.25%) logró ser

identificado a nivel de especie, clasificado como Mammaliicoccus sciuri.

La Figura 4 muestra el árbol filogenético resultante de Orthofinder con únicamente

los  MAGs obtenidos.  Se asignó el  nombre a cada MAG con la  taxonomía más

específica  que  se  pudo  identificar.  Uno  de  los  hallazgos  más  relevantes  es  la

formación  de  un  clado  monofilético  de  6  de  los  7  MAGs  identificados  como

pertenecientes a la familia Moraxellaceae cuyo género no logró ser determinado. La

identidad  promedio  de  nucleótidos  entre  cada  uno  de  los  MAGs  del  clado

monofilético resultó ser de mayor de 99%.

Figura 4. Árbol filogenetico de los 16 MAGs resultantes.

Un  total  de  doscientos  diecisiete  genomas  pertenecientes  a  los  clados  de

Burkholderiaceae,  Dermatophilaceae,  Mammaliicoccus,  Moraxellaceae,

Pseudogracilibacillus,  Venatoribacter y Weeksellaceae fueron  utilizados  para

realizar el segundo árbol filogenético con genomas descargados de NCBI mostrado

en la  Figura 5. En este podemos observar con mayor precisión si la clasificación

taxonómica por GTDB-tk concuerda con la filogenia, lo cual parece ser así, cada

clado está representado por un color y la posición donde se encuentran los MAGs

se encuentra señalada por medio de un punto rojo.
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Figura 5. Árbol filogenético de 217 genomas de los clados Burkholderiaceae (morado),
Dermatophilaceae (rojo), Mammaliicoccus (amarillo), Moraxellaceae (violeta), Pseudogracilibacillus
(naranja), Venatoribacter (azul) y Weeksellaceae (verde) junto con los 16 MAGs (señalados con un

punto rojo).

De ésta figura podemos concluir que los MAGs fueron asignados correctamente,

pues su clasificación resultante de GTDB-tk concuerda con el  sitio en el  que se

encuentran dentro de la filogenia.  Asímismo, cabe resaltar que el clado monofilético

dentro  de  Moraxellaceae sigue  manteniendose  y  no  parecen  tener  parientes

cercanos, al igual que los MAGs clasificados dentro de Burkholderiaceae (MG3-2) y

en Venatoribacter (MG3-3).

Uno  de  los  MAGs  clasificados  en  Moraxellaceae  que  no  está  en  el  clado

monofilético parece compartir un ancestro en común con el género Acinetobacter. El

MAG  clasificado  en  Pseudogracilibacillus,  tiene  como  pariente  más  cercano  a

Pseudogracilibacillus auburnensis, pero quizás es porque es el único genoma del

género  que  se  utilizó.  Asimismo,  los  dos  MAGs  que  se  clasificaron  en

Psychrobacter,  tienen  como  pariente  cercano  a   Psychrobacter  arenosus y

Psychrobacter urativorans respectivamente. En general, parece ser que todos los

MAGs a excepción de MG1-1 clasificado como la especie Mammaliicoccus sciuri

representan nuevas especies descubiertas.
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5- Anotación funcional   

Se utilizaron los programas Kofamscan y keggdecoder para la anotacion funcional y

se  obtuvo  una  matriz  con  178  rutas.  Sin  embargo,  solo  156  resultaron  estar

presentes  en  alguno  de  los  MAGs.  Entre  las  rutas  que  se  evaluaron  su

presencia/ausencia  encontramos  metabolismo  del  carbono,  nitrógeno,  metano,

fósforo, azúfre, rutas de fotosíntesis, diferentes tipos de fermentación, sistemas de

secreción, producción de biopelículas, transportadores de elementos, biosíntesis de

vitaminas y aminoácidos. En la Figura 6a-d se muestra el árbol anterior junto con un

mapa de calor de las rutas metabólicas presentes en los 16 MAGs, en donde el

color  amarillo  indica  ausencia  y  la  intensidad  de  rojo  indica  una  presencia

incompleta o completa, se ha dividido en 4 sin algún criterio específico, pero se

encuentran  en el  orden en que aparece los resultados de Kofamscan y KEGG-

decoder para mejorar la visibilidad de las rutas. Además, en el  Apéndice 14 se

muestra una tabla indicando de las rutas completas,  incompletas y ausentes en

cada uno de los MAGs.

Figura 6. a) Árbol filogenético y mapa de calor de los genes codificantes a rutas metabólicas
presentes en los MAGs. El color amarillo representa la ausencia de la ruta, mientras que el color rojo

representa la presencia.
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Figura 6.
b) Árbol filogenético y mapa de calor de los genes codificantes a rutas metabólicas presentes en los

MAGs, mientras que el color rojo representa la presencia.

Figura 6. c) Árbol filogenético y mapa de calor de los genes codificantes a rutas metabólicas
presentes en los MAGs, mientras que el color rojo representa la presencia.
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Figura 6. d) Árbol filogenético y mapa de calor de los genes codificantes a rutas metabólicas
presentes en los MAGs, mientras que el color rojo representa la presencia.

Se encontraron las siguientes rutas completamente ausentes en todos los MAGs:

pectinesterasa,  diacetilquitobiosa  desacetilasa,  exo-poli-alfa-galacuronosidasa,

celulasa, quitinasa, endoquitinasa básica B, quitinasa bifuncional, D-galacturonato

isomerasa,  oxidación  de  amoniaco,  hidracina  deshidrogenasa,  oxidación  de

tiosulfato  alternativa  doxAD,  desproporción  de  azufre,  metanogénesis  vía

metilamina, reducción de coenzima M a metano, fotosistema II, fotosistema I, centro

de reacción anoxigénico tipo II, ácido mixto:formato, regulador de biopelículas BssS,

adhesion, escisión de C-P liasa PhnJ, complejo C-P liasa y la más interesante, la

histidina (Apéndice 14).

Por el  contrario,  las rutas completas en todos los MAGs son la D-galacturonato

epimerasa,  sulfato  disimilatorio  <> APS,  sulfito  disimilatorio  <> APS,  síntesis  de

tiamina,  dimetilamina/trimetilamina deshidrogenasa,  ácido  mixto:formato  a CO2 y

H2,  ácido  mixto:acetato,  ácido  mixto:etanol  (acetato  a  acetaldehído),  ácido

mixto:etanol  (acetilaldehido  a  etanol  reversible),  transportador  de  cobre  CopA,

transportador de hierro ferroso FeoB, arginina, lisina, serina, treonina, asparagina,

cisteina,  glicina,  prolina,  alanina,  metionina,  fenilalanina,  tirosina,  aspartato,

glutamato, síntesis de polihidroxibutirato y producto final astaxantina (Apéndice 14).
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Las rutas que se encuentran incompletas en todos son: glicolisis, ciclo TCA, Na-

NADH-ubiquinona  oxidoreductasa,  ATPasa  tipo  F,  ATPasa  tipo  V,  citocromo  c

oxidasa, 3-hidroxipropianato cicicliclo, 4-hidroxibutirato, fijación de nitrógeno, DMSO

reductasa, flagelo, metanogénesis vía CO2, centro de reacción anoxigénico tipo I,

ruta Entner-Doudoroff, degradación de naftaleno a salicilato, proteína de síntesis de

biopelícula PGA, factores de competencia, operon C-P liasa,  sistema de secreción

tipo  IV,  degradación  de  PET,  biosíntesis  de  estafiloxantina  (Apéndice  14).  Las

demás  rutas  en  las  figuras  que  no  se  mencionan  en  el  texto  se  encuentran

completas en algunos MAGs pero ausentes o incompletas en otros (Apéndice 14).

Con la  Figura 5 se observa que el  clado monofilético de  Moraxellaceae que se

visualiza en el árbol resulta consistente con el mapa de calor, pues los patrones de

las rutas presentes en éstos 6 MAGs se ven similares entre ellos,  aunque cada

genoma tiene sus particularidades, ésto podría explicarse por el grado de fracción

estimada del genoma de cada uno.
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DISCUSIÓN

A partir de muestras del plumaje del pingüino de Magallanes, se lograron obtener 16

genomas ensamblados a partir  de metagenomas (MAGs) de buena calidad y se

obtuvo su clasificación taxonómica completa hasta el nivel de familia para todos, a

nivel de género únicamente 9 MAGs  (56.25%) tuvieron clasificación y solo un MAG

(6.25%) logró ser identificado a nivel de especie. Además, se realizó una anotación

funcional  general  donde  se  visualizó  la  presencia/ausencia  de  178  rutas

metabólicas.

1- Sesgos y limitaciones de las técnicas metagenómicas utilizadas en éste estudio  

En cuanto al procesamiento inicial de las muestras que nos llevaron a la obtención

de  los  MAGs,  podemos observar  que  ciertos  metagenomas,  particularmente  los

MG1 y  MG14  perdieron  gran  cantidad  de  lecturas  (Tabla  2).  El  haber  perdido

lecturas podría ser resultado de múltiples factores que van desde la recolección de

muestras,  la  extracción  de  ADN  y  preparación  de  librerías.  Los  protocolos  de

recolección y conservación de muestras pueden afectar tanto la calidad como la

precisión de los datos metagenómicos (Quince et al., 2017), el muestreo debe incluir

la mayor cantidad de individuos posibles (Ochoa-Sánchez et al., 2023b) y siempre

se debe tener cuidado para evitar la contaminación de otras fuentes, en especial de

parte del ADN del hospedero, en este caso el pingüino, donde se perdieron gran

parte de las lecturas. 

La secuenciación en éste estudio fue de lecturas cortas, por lo que ésto también

podría ser un sesgo al momento de ensamblar; ya que el proceso de ensamblaje de

lecturas cortas para completar los genes, sigue siendo un desafío debido a que los

genes diana son universales y contienen regiones muy conservadas (Nam et al.,

2023).  La calidad de los ensamblajes del  genoma depende de la  tecnología de

secuenciación  utilizada  y  de  los  objetivos  para  los  que  se  generó  la  secuencia

(Marcelino et al., 2020); en el futuro utilizar lecturas largas podría ser una opción

más viable que elimine ésta limitación (Breitwieser et al., 2019; Singh, 2013) si es

que se vuelve menos costosa. 
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Debido a los niveles de contaminación y fraccionamiento estimado del genoma, se

descartaron gran cantidad de los bins obtenidos. A pesar de ocasionar una gran

disminución  en  los  genomas  que  podríamos  clasificar  y  por  lo  tanto,  de  la

información obtenida para la comprensión de la diversidad microbiana en las plumas

del  pingüino,  es  necesario  este  filtrado  para  aminorar  falsos  resultados  y

especulaciones  sobre  éstos.  Lo  que  éstos  resultados  nos  indican  acerca  de

nuestras  muestras  es  que  la  mayor  parte  de  los  genomas  resultaron  poco

contaminados, no obstante se encontraron en su mayoria incompletos.

El  software  utilizado  en  este  trabajo  (GTDB-tk)  utiliza  la  base  de  datos  GTDB

(Genome Taxonomy Database), la cual proporciona una clasificación estandarizada

y  completa  de  genomas  de  bacterias  y  arqueas.  Sin  embargo,  los  organismos

procariontes  que  actualmente  se  encuentran  secuenciados  no  representan  de

manera  completa  la  diversidad existente,  además las  secuencias  se  encuentran

sesgadas hacía organismos de relevancia médica o biotecnológica, así que existe la

necesidad de incluir  organismos no cultivados y de otros ambientes en estudios

taxonómicos (Coenye et al., 2004; Quince et al., 2017). Desafíos adicionales surgen

por las miles de secuencias genómicas en "borrador", entre las cuales puede que

estén fragmentadas e incompletas (Breitwieser et al., 2019). Aún así, la taxonomía

microbiana  está  cambiando  rápidamente,  con  múltiples  especies  siendo

renombradas y agrupadas en diferentes clados (Breitwieser et al., 2019), todo ésto

puede ser una causa de sesgo hacía la clasificación que se obtuvo.

La mayor parte de las herramientas computacionales metagenómicas dependen en

cierta medida de los genomas disponibles (Quince et al., 2017); por esto cuando no

existe un pariente cercano de una especie en las base de datos, lo cual sucede

comúnmente con muestras de nichos inexplorados, como en el caso de las plumas

de pingüinos; el ensamblaje y binning de las lecturas pueden ser de gran utilidad

para analizarlas (Breitwieser et al., 2019). Aunque todos los MAGs de éste estudio

fueron razonablemente bien clasificados, existe la desventaja de que el ensamblaje

y binning solo funciona para organismos con cobertura suficiente, por lo que con

éste  estudio  solo  conocemos una  pequeña  fracción  de  los  genomas presentes,

probablemente los más abundantes.
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2-  Presencia  de  los  clados  taxonómicos  hallados  en  otros  estudios  y  nuevas  

especies encontradas

En relación con los taxones encontrados en los 16 MAGs, éste estudio reveló que

todos los MAGs mostraron similitud con familias bacterianas clasificadas, como son

Weeksellaceae,  Moraxellaceae,  Burkholderiaceae_C,  Dermatophilaceae,  DSM-

6294,  Propionibacteriaceae,  Staphylococcaceae  y  Amphibacillaceae.  Entre  las

cuáles 9  MAGs (56.25%) resultaron pertenecer a Moraxellaceae, de las cuales solo

2 de éstos lograron la clasificación en el género Psychrobacter.

En éste estudio dos MAGs se clasificaron en el filo Bacillota (MG1-1 y MG3-4), un

MAG (MG6-4) en Bacteroidetes y 2 MAGs (MG3-1 y MG17-2) en Actinobacterias. La

mayoria de los MAGs (68.75%) se clasificaron en la clase Gammaproteobacteria y 2

MAGs (MG17-3 y MG13-4) dentro del género  Psychrobacter.  Ésto es congruente

con los estudios en suelos ornitogénicos y guano de pingüino, donde se encontró

que  los  Firmicutes (sinónimo  de  Bacillota)  son  el  filo  dominante,  seguido  de

Acidobacteria,  Actinobacter  y  Bacteroidetes (Doytchinov  et  al.,  2022). De  igual

forma,  los  géneros  Psychrobacter  (Doytchinov  et  al.,  2022)  y   Rhodanobacter

(perteneciente a la clase Gammaproteobacteria) (Ramírez-Fernández et al., 2021)

son dominantes. Además, uno de lo MAGs (MG6-4) resultó ser clasificado con el

orden de Flavobacteriales, la presencia de éste orden parece congruente dado que

ha sido encontrado en suelos (Collins et al.,  2012; Wang, P. et  al.,  2021),  agua

(Chen et al., 2009), ambientes extremos (Szabó et al., 2017)  y en nieve antártica

(Lopatina et al., 2016).

Con respecto a los géneros encontrados, la mayor parte de éstos han sido hallados

en ambientes marinos, suelos antárticos o en contacto con animales (Bernardet et

al., 2015; Cavicchioli, 2007; Nemeghaire et al., 2014; Prauser et al., 1997; Schaal et

al., 1980; Verma et al, 2016; Wang, J. et al., 2023; Yang, 2014). Sin embargo, los

resultados de la clasificación taxonómica indican que todos los MAGs encontrados,

a excepción del  MAG clasificado como  Mammaliicoccus sciuri no existen en las

bases de datos actuales; es decir, son nuevas especies.
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Mammaliicoccus sciuri es una bacteria Gram-positiva que anteriormente pertenecía

al  género Staphylococcus  (Kloos  et  al.,  1976).  Esta  especie  resulta  de  interés

debido a su amplia distribución en suelos, agua y aire, así como en el exterior y la

mucosa de mamíferos (Kloos et al., 1976; Nemeghaire et al., 2014). Además, posee

un  papel  importante  en  la  resistencia  a  antibióticos  (Nemeghaire  et  al.,  2014),

debido a la presencia de genes como mecA, el cual codifica una proteina de unión a

la penicilina (De Moura et al., 2023). Si bien no es reconocida como una bacteria

patógena, puede causar infecciones oportunistas (Nemeghaire et al., 2014).

3- Abundancia de la familia   Moraxellaceae  

En  este  trabajo  se  obtuvieron  9  MAGs  (56.25%)  de  la  familia  Moraxellaceae,

provenientes de distintos metagenomas (MG6, MG7, MG13, MG14, MG16 y MG17)

y de 4 de las 5 islas muestreadas (Tuckers 1, Tuckers 2, Rupert y Monmouth). Este

resultado es congruente con el trabajo realizado por Ochóa-Sánchez et al. (2023a),

donde  descubrieron  mediante  metagenómica  de  amplicones  del  16S  que  ésta

familia es la más abundante en plumas y patas de pingüino rey y de Magallanes.

Moraxellaceae pertenece  al  filo  Proteobacteria (o  Pseudomonadota),  la  clase

Gammaproteobacteria, el orden Pseudomonadales y es miembro de la superfamilia

II (Rossau et al., 1991; Yang, 2014), la familia es encontrada en gran diversidad de

ambientes, desde suelo, agua y animales (Teixeira & Merquior, 2014; Yang, 2014) y

las  especies  dentro  de  ésta  realizan  principalmente  un  metabolismo  aerobio

(Teixeira y Merquior, 2014).

Con  respecto  a  lo  mostrado  en  los  árboles  filogenéticos,  podemos  observar  la

agrupación de seis MAGs de la familia discutida, sin clasificación en género. Acorde

con lo mencionado en el artículo de Thompson et al. (2013), las especies del mismo

género formarán grupos monofiléticos en análisis de superárbol, lo que sugiere que

estos MAGs podrían ser parte de un nuevo género desconocido de Moraxellaceae,

característico del plumaje del pingüino de Magallanes. Sin embargo, al analizar el

porcentaje de identidad promedio de nucleótidos (ANI) entre estos seis MAGs, se

obtienen valores de más del 99%, lo que indica que son la misma especie, pues

está establecido que bacterias de la misma especie tendrán por lo menos un valor

de 95% para ésta métrica (Arahal, 2014).
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Los MAGs resultantes de éste trabajo parecen contribuir al descubrimiento de más

especies, lo que nos proporciona una mejor comprensión del estado filogenético de

la  familia.  Podemos  decir  que  años  después  de  que  se  estableciera  la  familia,

gracias a la metagenómica, conocemos más especies dentro de ésta, e incluso a la

más abundante en las plumas del pingüino de Magallanes.

4- Las capacidades metabólicas de los MAGs ensamblados  

Así como se pueden complementar los estudios metagenómicos con otros enfoques

ómicos, otra clase de estudios que pueden complementar el análisis de éstos datos

son los estudios funcionales, para tener una visión más integrada de la ecología

microbiana de la región que se estudia (Cavicchioli, 2007). Con base en la anotación

funcional  generada  en  éste  estudio,  los  MAGs  recuperados  de  las  plumas  del

pingüino de Magallanes tienen un comportamiento generalista, pues cuentan con

múltiples rutas metabólicas, que les permitiría poder desarrollarse en el ambiente

extremo de las plumas y poder alimentarse de la mayor parte de compuestos que

pueda haber en su entorno. De acuerdo con Mohsin et al., (2022), investigar los

roles  funcionales  de  los  taxones  bacterianos  podrían  ayudar  a  dilucidar  sus

contribuciones a la salud y enfermedad de las aves,  estudios futuros podrían utilizar

los taxones identificados en los MAGs de éste trabajo.

En lo que respecta a las rutas que se evaluaron en éste estudio, encontramos que

en  todos  los  MAGs  estuvieron  genes  de  la  glucólisis,  por  el  contrario,  la

gluconogénesis se encontró incompleta o ausente, lo que nos indica que utilizan la

glucosa como fuente de energía, pero la obtienen del medio. Por otra parte, éstas

bacterias optan por guardar reservas de energía, las cuales podrían ser las rutas de

3-hidroxipropionato, polihidroxibutirato, almidón y glucógeno (Hiramitsu & Doi, 1993;

Singh & Parmar, 2011; Zhu et al., 2021) que estuvieron en gran parte de los MAGs,

aunque  de  éstas  últimas  dos,  su  degradación  no  se  encontró  en  todos.  Sin

embargo,  encontramos  que  ciertos  MAGs  cuentan  con  la  glucoamilasa,  alfa-

amilasa, beta-glucosidasa, pululanasa y  oligogalacturónido liasa, éstas enzimas son

capaces de romper azúcares complejos en azúcares simples (Burns, 1991; Hii et al.,

2012; MacGregor, 1988; Mohanram, 2015; Sauer et al., 2000).
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El  ciclo  del  ácido  tricarboxílico  (TCA),  genes  anapleróticos,  múltiples  enzimas

necesarias para la cadena respiratoria y la ruta Entner-Doudoroff, la cual se refiere a

una  ruta  secundaria  del  catabolismo  de  la  glucosa  bajo  condiciones  aerobias

(Conway, 1992), se encontraron de manera muy incompleta o ausente en todos los

MAGs. Además,  la  ruta  Wood-Ljungdahl  de fijación del  carbono en organismos

anaerobios (Ragsdale & Pierce,  2008),  se encontró de manera incompleta,  pero

presente en todos. Mientras que una alternativa al ciclo de Krebs cuando las células

se encuentran en estrés oxidativo, la derivación de glioxilato (Dolan & Welch, 2018;

Kornberg,  1958),  estuvo presente  en 12 MAGs.  Cabe añadir  que la  fijación  del

nitrato y la ruta DNRA, importantes para la respiración anaerobia (Pandey et al.,

2020) se encontraron presenten en 15 MAGs; asímismo estuvieron múltiples rutas

que indican fermentacion, un proceso anaerobio (Tortora et al., 2007), pues estuvo

presente la formación de lactato, acetato, así como la formación y la oxidación de

etanol, al igual que la formación de formato a CO2 y H2. Todo esto sugiere que

estos organismos son principalmente anaerobios. 

Un solo MAG con la clasificación taxonómica de familia Burkholderiaceae y género

Paenalcaligenes  resultó tener completa las rutas del Ciclo de Calvin-Benson y la

enzima RuBisCo,  las  cuales  se  relacionan  con  la  fotosíntesis  (Jablonsky  et  al.,

2011),  lo  que podría  indicarnos que éste  es un organismo fotosintético,  aunque

ningún MAG presenta los fotosistemas. No obstante, la ruta reversa del ciclo del

ácido tricarboxílico (rTCA), se conoce por ser candidata como el primer metabolismo

autótrofo (Becerra et al., 2014) y estuvo presente en 11 de los MAGs; de igual forma

en 8 MAGs, se encontró la biosíntesis de sulfofolípidos, los cuáles están implicados

en el  transporte de electrones en la fotosíntesis (Benning et al.,  2008). De igual

forma, se encontró completa en 4 MAGs la biosíntesis de retinal, ruta característica

de las bacterias púrpura, las cuales utilizan luz como fuente de energía (Sumper et

al., 1976).

En lo que al ciclo del nitrógeno se refiere, encontramos que éstas bacterias son

potencialmente  capaces  de  realizar  algunos  de  los  pasos  necesarios  como  la

reducción de nitrito, reducción de óxido nitroso y en parte la fijación de nitrógeno.

Sin embargo, no pueden realizar todos los pasos, como en el caso de la oxidación

de amoniaco, ausente en todos los MAGs. 

44



Entre otras rutas de elementos distintos al  carbono, la reducción de arsénico se

encuentra  presente  en  todos  los  MAGs,  lo  que  convertiría  a  estas  bacterias

potencialmente  reductoras  de arsenato  (Anderson & Cook,  2004).  Asímismo,  se

encontraron  completas  en  todos  los  MAGs  rutas  características  de  organismos

sulforeductores, es decir aquellos organismos que son capaces de metabolizar el

azufre, este metabolismo se encuentra en microorganismos anaerobios (Castro et

al.,  2000),  confirmando  el  supuesto  anterior.  Aunque  cabe  mencionar  que otras

rutas parte del ciclo, como la desproporción del azufre, se encuentran ausentes.

Un tema de interés actualmente es la metanogénesis; es decir, la producción de

metano en un proceso anaerobio (Lyu et al., 2018). Ésta ruta se ha dado a conocer

principalmente  en  arqueas  y  existen  múltiples  vías  para  la  realización  de  dicho

proceso (Lyu et al., 2018). En este estudio, encontramos que la mayoría de las vías

estuvieron ausentes o incompletas en los MAGs, a excepción de la metanogénesis

vía  dimetilsulfido,  metanetiol,  metilpropanato  que  se  encontró  presente  en  seis

MAGs, asímismo, la metanogénesis vía trimetilamina se encontró presente en uno.

Además, la ruta de la serina se encontró casi completa en todos los MAG, ésta es

usada por bacterias metanotróficas (Hanson & Hanson, 1996); es decir bacterias

que  utilizan  el  metano  como  fuente  de  carbono.  Sin  embargo,  enzimas

características de éste proceso como la metanol deshidrogenasa, la coenzima M y

la coenzima B estuvieron ausentes o incompletas en todos.

Una característica reconocida en el dominio bacteriano son las biopelículas; para las

cuales es necesario el ácido colánico (Hanna et al., 2003), que se encontró en 8

MAGs y la proteina A de biopelículas en dos MAGs. Sin embargo, los genes para la

síntesis de la proteina PGA se encontraron ausentes o muy incompletos en todos

los MAGs, lo mismo ocurrió con el regulador de biopelículas BssS, los genes de la

sintésis de fimbrias curli y la capacidad de adhesión. Ésto podría indicarnos que no

son  capaces  de  formar  biopelículas  (Zardus  et  al.,  2008),  lo  cual  podría  ser

desventajoso, pues no podrían adherirse a las plumas del hospedero.

En lo que se refiere a la capacidad de un organismo de alterar sus componentes

genéticos  por  medio  de  tomar  ADN  del  exterior;  es  decir,  la  capacidad  de

transformación (Johnston et al., 2014), se encontró casi completa la ruta en 8 MAGs
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y algo incompleta en el resto, aunque los factores de competencia se encontraron

algo incompletos. Teleológicamente, suena razonable pensar en que las bacterias

optan por ésta alternativa, para poder seguir adaptandose rapidamente al ambiente

extremo de las plumas.

Un  proceso  vital  para  adaptarse  a  un  ambiente  extremo,  es  la  interacción  que

realizan  con  su  hospedero.  Observamos  en  los  MAGs  diversos  sistemas  de

secreción,  como  el  sistema  I,  II,  Sec,  la  proteína  SRP  y  Tat  que  permiten  el

transporte de proteínas y otros compuestos al exterior (Cabañas-Romero & Huerta-

Saquero,  2015).  El  sistema  de  secreción  tipo  I  transporta  proteínas  desde  el

citoplasma al  medio  extracelular  (Green  &  Mecsas,  2016),  el  sistema tipo  II  es

dependiente de las proteínas Sec o Tat y transporta proteínas desde el periplasma

hacía  el  medio  extracelular  (Green  &  Mecsas,  2016),  el  sistema  tipo  VI  puede

utilizarse como defensa o ataque tanto a células eucariontes o bacterianas (Green &

Mecsas, 2016). Estos datos parecen indicar que podría existir una “conversación”

molecular entre el microbioma y las plumas de los pingüinos de Magallanes.

Otra capacidad de adaptación que se encontró en éstas bacterias, es la quimiotaxis,

que es la migración de células hacia químicos que los atraen o el alejamiento de

algún  quimico  dañino  (Bright  &  Bulgheresi,  2010)  aunque  parece  que  estas

bacterias no se mueven mediante flagelos. La quimiotaxis una estrategia que puede

servir para resistir las defensas inmunes del hospedero (Bright & Bulgheresi, 2010),

lo que podría ayudar a combatir los efectos antimicrobianos de las secreciones de la

glándula uropigial. El Complejo C-P liasa y genes relacionados que se evaluaron

aquí, están implicados en la degradación de fosfonatos, comúnmente se encuentran

en bacterias del suelo y ambientes marinos (Stosiek et al., 2019), por lo que sería

congruente encontrarlos en los MAGs. No obstante, este no es el caso, indicando

que posiblemente, las bacterias habitando las plumas no provienen del ambiente,

sino más bien son pertenecientes al microbioma particular de las plumas.

En lo que respecta a la biosíntesis de vitaminas, encontramos que todos los MAGs

son  potencialmente  capaces  de  sintetizar  la  tiamina  o  vitamina  B1,  la  mayoria

potencialmente producen riboflavina o vitamina B2, pero pocos son los que podrían

sintetizar cobalamina o vitamina B12. Éstas vitaminas son esenciales para sintetizar
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ADN  y  ARN  (Roth  et  al.,  1996),  además   de  que  son  precursores  de  varias

coenzimas. Al no ser producidos por las bacterias en éste caso, se denominarían

factores  de  crecimiento  (Caycedo  Lozano  et  al.,  2021);  así  como  ciertos

aminoácidos para la síntesis de proteínas, para los cuales en éste caso particular,

la  histidina  estuvo  completamente  ausente  en  todos  los  MAGs,  la  glutamina

únicamente se encontró en dos de los MAGs y la valina se encontró muy incompleta

en la mayor parte, al igual que la leucina y la isoleucina.

5- Bacterias actuando como simbiontes de las plumas  

Un  número  amplio  de  estudios  acerca  de  la  simbiosis  han  sido  publicados

recientemenente (Kamagata & Narihiro, 2016), donde el concepto más popular de

éste  término  consiste  en  “la  convivencia  de  organismos  diferentes,

independientemente de los efectos de la interacción ” (Bright & Bulgheresi, 2010).

No obstante, éste concepto ha sido muy poco estudiado en organismos que habitan

un ambiente aislado cerca de los polos (Abirami et al., 2023). Además de que los

tipos  de  simbiosis  que  se  conocen  son  principalmente  entre  aquellos

microorganismos  viviendo  dentro  de  un  macroorganismo  (endosimbiosis

bacteriana), los cuáles influyen en la evolución de la vida (Abirami et al., 2023); pero

de  igual  manera  podrían  hacerlo  aquellos  que  habitan  sobre  otro  organismo

(ectosimbiosis). Ésta última asociación podría influir de manera fundamental en los

ciclos biogeoquímicos del  planeta, incluso aún más que los microorganismos sin

asociación a un hospedero (Beinart, 2019).

 

Estas asociaciones le pueden proporcionar beneficios a los microorganismos, pero

de  igual  forma  pueden  hacerlo  con  el  hospedero.  De  hecho,  se  han  descrito

observaciones acerca de las adaptaciones que puede desarrollar un hospedero para

seleccionar qué simbiontes son los que habitarán en él, proveyendoles espacio y

evitando la colonización de sus competidores (Beinart,  2019; Bright & Bulgheresi

2010;  Jacob  et  al.,  2018).  Los  resultados  de  éste  estudio  sugieren  que  las

comunidades microbianas  de las plumas del pingüino de Magallanes pueden estar

en  parte  influidas  por  la  adquisición  de  microorganismos  ambientales;  aunque

igualmente cuentan con un microbioma característico de la propia especie, siendo
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éste en gran parte compuesto por especies de la familia Moraxellaceae. Ésto último

es congruente con lo concluido en el estudio de Ochóa-Sánchez et al., (2023a).

De manera similar, en un estudio que caracterízó mediante secuenciación del 16S la

microbiota intestinal de pingüinos papúa (Pygoscelis papua), macarrones (Eudyptes

chrysolophus), rey (Aptenodytes patagonicus) y pingüino pequeño (Eudyptula minor)

se  encontró  a  la  familia  Moraxellaceae entre  las  predominantes  en  todas  las

especies (Abirami et al., 2023), lo que sugiere que éste clado está asociado con las

especies de pingüino. Futuras investigaciones podrían comprobar la veracidad de

ésto.

6- Implicaciones y aplicaciones  

El contar con nuevas secuencias completas de estas bacterias que al parecer no

han sido descritas,  mejorará la  comprensión de cómo es que se distribuyen las

familias  y  funciones  de  las  proteínas,  harán  más  fácil  los  análisis  de  procesos

evolutivos  como  transferencia  lateral  de  genes  y  permitirán  construir  árboles

filogenéticos  más precisos,  según  lo  mencionado  por  Kim y  Steinegger,  (2023).

Además,  el  conocer  la  taxonomía  de  éstos  microbios  puede  permitir  el

descubrimiento de sus asociaciones entre sí, para determinar terapias probióticas

para enfermedades (Wajid  et  al.,  2021)  o condiciones ambientales a las que se

exponen los pingüinos.

Una estrategia útil para aprovechar los resultados obtenidos sería la integración de

datos de otros enfoques “ómicos”, como es la metatranscriptómica, que captura y

obtiene la secuenciación del ARN en una muestra (Bashiardes et al., 2016). Ésta

integración puede generar conocimientos que no se observan solo con los datos del

genoma, pues podríamos ver qué genes son los que se transcriben activamente, y

es que otro sesgo de la secuenciación de genoma es que no es capaz de distinguir

entre los microbios que se encuentran vivos o muertos, observando el transcriptoma

podríamos ser capaces de distinguirlo (Breitwieser et al., 2019; Quince et al., 2017).

Asímismo,  la  metaproteómica  o  la  meta-metabolómica  podrían  ayudarnos  a

comprender aún más el rendimiento de las proteínas y metabolitos que están en

acción (Herold et al., 2020). Sin embargo, aún no está del todo claro cómo integrar
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todos los datos meta-ómicos dentro de un marco común (Cocolin et al., 2018), pero

en un futuro quiza se tenga una mejor comprensión.

Algo que recomiendan Quince et al., (2017) respecto a estudios de metagenómica,

es incorporar estudios longitudinales de muestras del mismo hábitat a lo largo del

tiempo, en lugar de estudios transversales, los cuáles son comúnes en este campo.

De manera semejante, Cassin-Sackett et al., (2019) mencionan que ésta clase de

estudios longitudinales ayudarían a buscar firmas de selección que correspondan a

cambios fenotípicos relacionados con el clima, de igual forma Levy et al.  (2020)

mencionan  que  ésta  clase  de  estudios  ayudarían  a  detectar  posibles  agentes

causantes de enfermedades y potenciar los esfuerzos de conservación. Ésto me

parece un enfoque que podría realizarse en el futuro con las plumas del pingüino de

Magallanes, pues al  comparar los datos obtenidos en éste trabajo con datos de

estudios  futuros,  podríamos encontrar  diferencias  temporales  que nos  ayuden a

monitorear como van cambiando las comunidades microbianas en el Estrecho de

Magallanes.

El conocimiento generado por la metagenómica puede ser utilizado para desarrollar

estrategias de conservación del medioambiente y su biodiversidad al comprender

mejor  la  ecología  microbiana  (Cavicchioli,  2007).  Estudios  posteriores  podrían

investigar  cómo  es  que  el  microbioma  afecta  la  capacidad  de  los  pingüinos  a

responder al entorno cambiante como menciona Bahrndorff et al. (2016); y es que

nosotros  tenemos  la  responsabilidad  de  no  solo  proteger  la  biodiversidad,  sino

también  de  conservar  lo  que  existe  actualmente  para  las  generaciones  futuras

(Boersma & Rebstock, 2014).

La  abundancia  de  las  secuencias  de  una  especie,  en  éste  caso  de  la  familia

Moraxellaceae, podrían indicar el número relativo de individuos que viven en la zona

o la abundancia relativa de microorganismos benéficos o neutrales en comparación

con especies patógenos (Cassin-Sackett et al., 2019). Además, es importante que

los estudios futuros consideren incorporar datos ambientales (Ramírez-Fernández et

al.,  2021). Por ejemplo, en el  estudio realizado por Swan et al. (2013), utilizaron

metagenomas  para  identificar  correlaciones  entre  parámetros  ambientales  y  la

abundancia de genomas específicos. Asimismo, sería de utilidad incluir la química y
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propiedades físicas de las plumas, así como del suelo de las madrigueras, y es que

hay evidencia de que algunos elementos químicos pueden acumularse de manera

diferente a lo largo de las plumas de pingüinos (Celis et al., 2023), así como tener

participación en el biotransporte de éstos elementos (Celis et al., 2023), por lo que

también sería buena idea tener en cuenta éstos hallazgos.

Otro  aspecto  que  podría  ser  estudiado,  y  que  de  hecho  es  parte  del  proyecto

general,  es  la  relación  entre  el  genoma  del  hospedero,  la  transcriptómica  y  la

metagenómica.  Con  esto  se  mapearán  los  genes  sobreexpresados  tanto  en  el

hospedero como en el microbioma. Estos datos son solo parte de la línea base; la

idea es que el proyecto pueda continuar varios años más comparando las variables

ambientales  con  los  cambios  en  el  holobionte  en  9  especies  de  Magallanes.

Teniendo en cuenta esto, incluir otro tipo de animales silvestres en la evaluación de

la influencia del entorno del microbioma de los pingüinos, también podría servir para

identificación  de  biomarcadores  de  la  salud  del  hospedero  y  el  ecosistema

(Graciette et al., 2023).

En lo que respecta al punto anterior sobre la salud del hospedero, la colonización

microbiana juega un papel directo en ésta (Engel et al., 2016; Kelly, et al., 2007).

Por lo que es indispensable conocer y comprender las comunidades microbianas

que habitan en el hospedero para detectar vulnerabilidades en la población, como

por ejemplo enfermedades (Rohrer et al., 2023). Para ejemplificar el uso que se le

podría dar a las secuencias obtenidas en éste trabajo, al ensamblar las muestras

metagenómicas  se  puede  conocer  el  viroma.  Múltiples  autores  recalcan  la

importancia de realizar más estudios metagenómicos sobre la diversidad viral, su

dinámica,  evolución  y  su  impacto  en  especies  silvestres,  no  únicamente  en

pingüinos (Hayer et al., 2021; Levy et al.,2020; Wang, W. et al., 2019).

Aún quedan muchos vacíos del conocimiento que llenar, carecemos de información

sobre la función de todos los genes en los taxones del árbol de la vida (Cassin-

Sackett  et  al.,  2019),  comprensión  total  sobre  cómo  es  que  las  poblaciones

reaccionan y se adaptan al clima, la pérdida de hábitat y otros factores estresantes

causados o no por actividades antropogénicas, como el cambio climático (Cassin-
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Sackett et al., 2019), información acerca de las correlaciones entre la abundancia de

genomas particulares y parámetros ambientales como temperatura. 

Entre  las  capacidades funcionales  que se  podrían  estudiar  con  ayuda de éstos

MAGs está la caracterización del resistoma, definido como la totalidad de los genes

que  codifican  la  resistencia  a  los  antimicrobianos  (RAM)  en  una  muestra

determinada (Rubiola et al., 2022). A pesar de que la caracterización del resistoma

por  medio de MAGs requiere de mucho tiempo,  potencial  computacional  y  gran

cobertura  del  genoma,  permite  una  detección  más  precisa  de  secuencias

codificantes  válidas  de ADN y  una mejor  exploración  del  contexto  genómico de

alrededor  (Rubiola  et  al.,  2022).  En  particular,  se  ha  demostrado por  medio  de

MAGs que la  familia  Moraxellaceae actúa  como reservorio  importante de genes

RAM en la leche cruda (Rubiola et al., 2022), quizá los MAGs clasificados dentro de

la misma familia en éste estudio tengan resultados consistentes con éste hallazgo.

Resultaría  interesante  adentrarse  aún  más  en  el  perfil  funcional  de  éstos

microorganismos, debido a que las bacterias de zonas frías y expuestas a radiación

ultravioleta son candidatas ideales para el  aislamiento de pigmentos que actúan

como  protectores  solares  extracelulares  o  para  su  uso  como  pigmentos

biodegradables  naturales  y  colorantes  (Doytchinov  et  al.,  2022).  Además,  otro

análisis  interesante  sería  conocer  cómo se relaciona el  perfil  funcional  de éstos

MAGs  con  parámetros  ambientales  como  oxígeno,  temperatura,  elementos

presentes en las plumas, ya que se ha visto que la capacidad funcional de muestras

metagenómicas marinas se  ve  relacionada con algunos parámetros  ambientales

específicos (Bik, 2014). Integrar el conocimiento de la diversidad y función de las

comunidades  bacterianas  con  parámetros  ambientales,  con  el  tiempo  permitirá

identificar las causas y efectos de los cambios en el ecosistema (Cavicchioli, 2015).
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Otras preguntas importantes a mi percepción y a la de los autores  Burley et al.,

(2022) son ¿qué causa la variación individual del hospedero en la composición de

especies  del  microbioma?  y  ¿cómo  la  composición  afecta  la  condición,  la

supervivencia y el éxito reproductivo de las aves?. Además, entender cómo afecta la

magnitud  de la  carga microbiana de las  plumas a  éstas  variables.  Todas éstas

preguntas podrían ser exploradas con ayuda de los datos de qué especies habitan

en  las  plumas  y  qué  genes tienen.  Ahora  que  contamos con la  información  de

referencia  sobre  la  composición  bacteriana  asociada  a  las  plumas  de  pingüino,

deberiamos poder reconocer qué especies están asociadas a la microbiota natural

del  pingüino  y  ayudarnos  a  dilucidar  el  potencial  funcional  de  éstos  perfiles

taxonómicos.
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CONCLUSIONES

En este estudio se buscó ensamblar, asignar la taxonómia y realizar una anotación

funcional de genomas ensamblados a partir de metagenomas (MAGs) secuenciados

de muestras del plumaje de pingüinos de Magallanes. Se obtuvieron 16 MAGs de

buena calidad y su clasificación taxonómica completa hasta el nivel de familia para

todos, a nivel de género únicamente 9 MAGs (56.25%) tuvieron clasificación y solo

un MAG (6.25%) logró ser identificado a nivel de especie. Además, se obtuvo una

anotación funcional de la presencia/ausencia de 178 rutas metabólicas para cada

MAG.

Se recuperaron 16 MAGs que pertenecen al dominio Bacteria, principalmente al filo

Pseudomonadota y diversas familias, pero principalmente Moraxellaceae. Además,

pocos  MAGs  lograron  obtener  clasificación  a  nivel  de  género  y  a  partir  de  su

anotación funcional podríamos mencionar que cuentan con una gran diversidad de

metabolismos,  pero  no  cuentan  con  algunos  genes  esenciales  como  son  los

aminoácidos de histidina y glutamina. Los resultados de la presencia de genes  que

indican una relación huésped-hospedero sugieren que las bacterias habitando las

plumas no provienen del ambiente, sino más bien son pertenecientes al microbioma

particular de las plumas.

Futuros  estudios  podrían  utilizar  estos  MAGs en  diversos  campos  como son  la

conservación del pingüino de Magallanes, descubrimiento de patógenos, ecología

microbiana,  el  descubrimiento de biodiversidad,  la  comprensión de la  asociación

entre  hospedero  y  sus microorganismos y  muchos otros  campos que están por

venir.
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Figura 4

Figura 3. Árbol filogenetico de los 16 MAGs resultantes

Figura 5

Figura 4. Árbol filogenético de 217 genomas de los clados Burkholderiaceae (morado),
Dermatophilaceae (rojo), Mammaliicoccus (amarillo), Moraxellaceae (violeta), Pseudogracilibacillus
(naranja), Venatoribacter (azul) y Weeksellaceae (verde) junto con los 16 MAGs (señalados con un
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Figura 6. a) Árbol filogenético y mapa de calor de los genes codificantes a rutas metabólicas
presentes en los MAGs 

Figura 6. b) Árbol filogenético y mapa de calor de los genes codificantes a rutas metabólicas
presentes en los MAGs
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Figura 6. c) Árbol filogenético y mapa de calor de los genes codificantes a rutas metabólicas
presentes en los MAGs 

Figura 6. d) Árbol filogenético y mapa de calor de los genes codificantes a rutas metabólicas
presentes en los MAGs 
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LISTA DE TABLAS
Tabla 1

Identificacion de
metagenoma

Muestras de las que
provienen

Isla Fecha de muestreo

MG1_Con_01_21 Pool  de  hisopos  pata,
plumaje de lomo y una pluma
completa de pecho

Contramaestre Enero  2021  (puesta  de
huevos y cría de juveniles)

MG2_Tu1_01_22 Pool  de  hisopos  pata,
plumaje lomo, plumaje pecho

Tuckers 1 Enero  2022  (puesta  de
huevos y cría de juveniles)

MG3_Tu2_01_22 Pool  de  hisopos  pata,
plumaje lomo, plumaje pecho

Tuckers 2 Enero  2022  (puesta  de
huevos y cría de juveniles)

 MG4_Con_02_22 Pool  de  hisopos  pata,
plumaje lomo, plumaje pecho

Contramestre Febrero  2022  (cría  de
juveniles)

MG6_Tu1_10_22 Plumas de lomo y pecho Tuckers 1 Octubre 2022 (cortejo)

 MG7_Tu2_10_22 Plumas de lomo y pecho Tuckers 2 Octubre 2022 (cortejo)

MG8_Rup_10_22 Hisopos frotados a distancia
del pingüino (pingüino estaba
dentro del nido)

Rupert Octubre 2022 (cortejo)

MG9_Rup_12_22 Plumas lomo y pecho Rupert Diciembre  2022   (puesta
de huevos)

MG10_Mon_12_22 Hisopos frotados a distancia
del pingüino (pingüino estaba
dentro del nido)

Monmouth Diciembre  2022  (puesta
de huevos)

MG13_Tu1_01_23 Plumas de lomo y pecho Tuckers 1 Enero  2023  (puesta  de
huevos y cría de juveniles)

MG14_Tu2_01_23 Plumas de lomo y pecho Tuckers 2 Enero  2023  (puesta  de
huevos y cría de juveniles)

MG16_Rup_01_23 Plumas lomo y pecho Rupert Enero  2023  (puesta  de
huevos y cría de juveniles)

MG17_Mon_01_23 Plumas lomo y pecho Monmouth Enero  2023  (puesta  de
huevos y cría de juveniles)

Tabla 1. Descripción de cada uno de los metagenomas  utilizados en éste estudio.
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Tabla 2 

Metagenoma Lecturas
Crudas 

Lecturas
recortadas

Lecturas
filtradas contra

genoma
humano

Lecturas filtradas
contra genoma

humano y pingüino

MG1_Con_01_21 24,176,600 14,975,120 14,906,780 813,137

MG2_Tu1_01_22 30,23,473 2,181,002 2,156,697 1,634,808
MG3_Tu2_01_22 24,823,439 18,810,217 18,727,075 18,640,489
MG4_Con_02_22 983,993 578,447 576,061 529,469
MG6_Tu1_10_22 22,460,665 14,326,414 14,320,989 14,292,679
MG7_Tu2_10_22 6,025,841 4,178,809 4,173,258 4,084,901
MG8_Rup_10_22 2,920,430 1,744,165 1,741,348 1,732,682
MG9_Rup_12_22 24,031,701 12,611,369 12,606,405 12,598,405
MG10_Mon_12_22 24,096,041 16,128,615 16,123,988 16,112,095
MG13_Tu1_01_23 23,470,172 14,743,860 14,738,275 14,466,206
MG14_Tu2_01_23 43,897,324 31,310,264 31,184,846 5,220,159
MG16_Rup_01_23 47,710,108 33,941,234 33,919,590 33,879,439
MG17_Mon_01_23 29,686,188 19,318,495 19,309,825 19,209,270

Tabla 2. Total de lecturas resultantes en cada paso del pre-procesamiento
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Tabla 3

MAG Isla Filo Clase Orden Familia Género Especie

MG6-4 Tuckers 1 Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Weeksellaceae Kaistella x

MG6-5 Tuckers 1 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae x x

MG3-2 Tuckers 2 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Paenalcalige
nes

x

MG14-1 Tuckers 2 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae x x

MG7-1 Tuckers 2 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae x x

MG13-2 Tuckers 1 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae x x

MG6-3 Tuckers 1 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae x x

MG3-1 Tuckers 2 Actinomycetota Actinomycetia Actinomycetales Dermatophilaceae Terracoccus x

MG16-3 Rupert Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae x x

MG3-3 Tuckers 2 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales DSM-6294 Venatoribact
er

x

MG17-3 Monmouth Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Psychrobact
er

x

MG17-4 Monmouth Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae x x

MG17-2 Monmouth Actinomycetota Actinomycetia Propionibacteria- 
les

Propionibacteria-
ceae

Arachnia x

MG1-1 Contrama-
estre

Bacillota Bacilli Staphylococcales Staphylococcaceae Mammaliico-
ccus

Mamma-
liicoccus 
sciuri

MG3-4 Tuckers 2 Bacillota Bacilli Bacillales Amphibacillaceae Pseudogra-
cilibacillus

x

MG13-4 Tuckers 1 Pseudomonadota Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Psychrobac-
ter

x

Tabla 3. Clasificación taxonómica de cada MAG.
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APÉNDICES
1- Pre-procesamiento de muestras  
#!/bin/bash

cd ../raw_fastq

for f in *_1.fastq.gz

do

n=${f%%_1.fastq.gz}

trimmomatic PE -phred33 -summary ${n}_p_summary -threads 32 \

${n}_1.fastq.gz  ${n}_2.fastq.gz \

${n}_1_p_tr.fastq.gz ${n}_1_p_un.fastq.gz \

${n}_2_p_tr.fastq.gz ${n}_2_p_un.fastq.gz \

ILLUMINACLIP:adapters.fa:2:30:10 LEADING:10 TRAILING:3 

SLIDINGWINDOW:4:30 MINLEN:36 HEADCROP:10

done

2- Mapeo a genoma humano y genoma de pingüino de Magallanes  
#!/bin/bash

# el siguiente paso crea el indice de el genoma de referencia

cd /ahul/home/bvazquez/pinguinos/reference_genomes/

for file in *.fasta; 

do

bowtie2-build $file ${file/.fasta/_host_DB}

done

# bowtie2 mapeo contra la base de datos del hospedero humano,

#mantener tanto las lecturas que alinearon y las que no

for file in /ahul/home/bvazquez/pinguino/trimm_sequences/*_1_tr.fastq.gz

do

    n=${file%%_1_tr.fastq.gz}

bowtie2 -p 8 -x humano_host_DB -1 ${n}_1_tr.fastq.gz -2 ${n}_2_tr.fastq.gz -S $

{n}_mapped_and_unmapped_human.sam

# convertir el archivo sam en bam (binario)

   samtools view -bS ${n}_mapped_and_unmapped_human.sam > 

${n}_mapped_and_unmapped_human.bam

   samtools view -b -f 12 -F 256 \

    ${n}_mapped_and_unmapped_human.bam \
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${n}_bothReadsUnmapped_human.bam

    # separar las lecturas en R1 y R2, en nuestro caso 1.fastq.tr.gz …

samtools sort -n -m 20G -@ 2 ${n}_bothReadsUnmapped_human.bam -o $

{n}_bothReadsUnmapped_human_sorted.bam

   samtools fastq -@ 8 ${n}_bothReadsUnmapped_human_sorted.bam \

 -1 ${n}_host_human_removed_R1.fastq.gz \

 -2 ${n}_host_human_removed_R2.fastq.gz \

 -0 /dev/null -s /dev/null -n

done

# ahora contra el genoma del pinguino

for file in *_R1.fastq.gz

do

    n=${file%%_1_tr.fastq.gz}

bowtie2 -p 8 -x penguin_host_DB -1 ${n}_R1.fastq.gz -2 ${n}_R2.fastq.gz -S $

{n}_mapped_and_unmapped_penguin.sam

    

    # convertir el archivo sam en bam (binario)

   samtools view -bS ${n}_mapped_and_unmapped_penguin.sam >

${n}_mapped_and_unmapped_penguin.bam

   samtools view -b -f 12 -F 256 ${n}_mapped_and_unmapped_penguin.bam $

{n}_bothReadsUnmapped_penguin.bam

    # separar las lecturas en R1 y R2, en nuestro caso 1.fastq.tr.gz ...

   samtools sort -n -m 20G -@ 2 

${n}_bothReadsUnmapped_penguin.bam -o $

{n}_bothReadsUnmapped_penguin_sorted.bam

   samtools fastq -@ 8 ${n}_bothReadsUnmapped_penguin_sorted.bam  

-1 ${n}_host_penguin_removed_R1.fastq.gz -2 

${n}_host_penguin_removed_R2.fastq.gz -0 /dev/null -s /dev/null -n

done
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3- Obtención de contigs  
#!/bin/bash

#ensamble con MEGAHIT

for file in *_host_human_removed_host_pinguino_removed_R1.fastq.gz

do

n=${file%%_host_human_removed_host_pinguino_removed_R1.fastq.gz}

   megahit -1 

${n}_host_human_removed_host_pinguino_removed_R1.fastq.gz 

-2 ${n}_host_human_removed_host_pinguino_removed_R2.fastq.gz -t 

64 -o ./${n}_megahit_output

done

#ensamble con SPADES

for f in *_host_human_removed_host_pinguino_removed_R1.fastq.gz

do

n=${f%%_host_human_removed_host_pinguino_removed_R1.fastq.g}

SPAdes-3.15.5-Linux/bin/spades.py --meta -1 

${n}_host_human_removed_host_pinguino_removed_R1.fastq.gz -2 

${n}_host_human_removed_host_pinguino_removed_R2.fastq.gz -t 40 

-o ${n}_metaspades_output

done

4- Comparación de ensambles  
#!/bin/bash

for file in *_spades_contigs.fasta

do

  n=${file%%_spades_contigs.fasta}

metaquast.py ${n}_megahit_contigs.fasta ${n}_spades_contigs.fasta -o $

{n}_quast_output

done

5- Binning  
#!/bin/bash

#binning con maxbin2

cd /ahul/home/bvazquez/pinguinos/spades_contigs/

/srv/home/urodriguez/pipeline_MAGS_metagenomas_2016_2020/maxbin_2
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for file in *.sam

do

n=${file%%.sam}

samtools view -bS ${n}.sam > ${n}_to_sort.bam

samtools sort ${n}_to_sort.bam -o ${n}.bam

samtools index ${n}.bam

done

for i in *.bam.abundance.txt

do

pileup.sh in=$i out=${i}.cov.txt

awk '{print $1"\t"$5}' ${i}.cov.txt | grep -v '^#' > ${i}.abundance.txt

n=${i%%.bam.abundance.txt}

run_MaxBin.pl -thread 24 -contig ${n}_spades_contigs.fasta -out ${n}_maxbin -abund

${n}.bam.abundance.txt

done

# binning con metabat2

#source ~/miniconda3/etc/profile.d/conda.sh

cd /ahul/home/bvazquez/pinguinos/spades_contigs/

/srv/home/urodriguez/pipeline_MAGS_metagenomas_2016_2020/metabat2

conda activate metabat

for i in *_spades_contigs.fasta; 

do

n=${i%%_spades_contigs.fasta}

runMetaBat.sh -m 2500 ${n}_spades_contigs.fasta ${n}.bam

 done

#binning con metaCOAG

for i in *_spades_contigs.fasta; 

do

n=${i%%_spades_contigs.fasta}

MetaCoAG --assembler spades --graph 

/ahul/home/bvazquez/pinguinos/spades_contigs/${n}_graph_file.gfa --contigs 

/ahul/home/bvazquez/pinguinos/spades_contigs/${n}_spades_contigs.fasta --paths 

/ahul/home/bvazquez/pinguinos/spades_contigs/${n}_paths_file.paths --abundance 
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/ahul/home/bvazquez/pinguinos/spades_contigs/${n}_abundance.tsv --output 

/ahul/home/bvazquez/pinguinos/binning/metaCOAG/

6- Refinamiento de bins  
#!/bin/bash

Rscript Binning_refiner.R /ahul/home/bvazquez/pinguinos/binning/bins 

/ahul/home/bvazquez/binning/pinguinos/refined_bins/

7- Obtención de MAGs  
#!/bin/bash

checkm data

checkm lineage_wf -- threads 4 -x fasta /ahul/home/bvazquez/pinguinos/binning/refined_bins 

/ahul/home/bvazquez/pinguinos/checkm

checkm qa  -- threads 4 -o 2 -f summary /ahul/home/bvazquez/pinguinos/checkm/lineage.ms   

/ahul/home/bvazquez/checkm > /ahul/home/bvazquez/pinguinos/checkm/output_quality.txt

8- Clasificación taxonómica  

#!/bin/bash

cd /ahul/home/bvazquez/pinguinos/gtdbtk

#source ~/miniconda3/etc/profile.d/conda.sh

conda activate gtdbtk

wget https://data.ace.uq.edu.au/public/gtdb/data/releases/release207/207.0/gtdbtk_data.tar.gz

tar -xvzf gtdbtk_data.tar.gz

export GTDBTK_DATA_PATH=/ahul/home/bvazquez/pinguinos/gtdbtk

gtdbtk classify_wf --genome_dir /ahul/home/bvazquez/pinguinos/binning/refined_bins --out_dir 

/ahul/home/bvazquez/pinguinos/gtdbtk --cpus 4

9- Anotación funcional  
#!/bin/bash

source ~/miniconda3/etc/profile.d/conda.sh

conda activate prokka

cd /ahul/home/bvazquez/pinguinos/mags

for F in *.fasta; do

  N=$(basename $F .fasta) ;
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  prokka --kingdom Bacteria --cpus 40  --locustag $N --outdir $N --prefix $N  $F

done

10- Obtención de genes ortólogos y árbol filogenético  
#!/bin/bash

source ~/miniconda3/etc/profile.d/conda.sh

conda activate orthofinder

cd /ahul/home/bvazquez/pinguinos/genomica_comparativa/pangenoma/mags

orthofinder -f genomas_faa -S diamond -M msa -t 40 -a 20 -n orthofinder_output

11- Identidad promedio de nucleótidos  
#!/bin/bash

source ~/miniconda3/etc/profile.d/conda.sh

conda activate fastani

cd /ahul/home/bvazquez/pinguinos/mags/

fastANI --fragLen 1000 -q genomas_fasta/MG7_binning_1.fasta --rl genomas_fasta/reference_list.txt -

o fastani.out

12- Matriz pangenómica  
#!/bin/bash

cd /ahul/home/bvazquez/pinguinos/mags/

/srv/home/bvazquez/get_homologues-3.4.3/get_homologues.pl -d ./gbk_files  -t 0 -M -n 40 -X -e

/srv/home/bvazquez/get_homologues-3.4.3/get_homologues.pl -d ./gbk_files  -t 0 -G -n 40 -X -e

/srv/home/bvazquez/get_homologues-3.4.3/get_homologues.pl -d ./gbk_files  -n 40 -X -e

/srv/home/bvazquez/get_homologues-3.4.3/get_homologues.pl -d ./gbk_files  -t 16 -M -e -n 40 -X

/srv/home/bvazquez/get_homologues-3.4.3/get_homologues.pl -d ./gbk_files  -t 16 -G -e -n 40 -X

/srv/home/bvazquez/get_homologues-3.4.3/get_homologues.pl -d ./gbk_files  -t 16 -e -n 40 -X

/srv/home/bvazquez/get_homologues-3.4.3/get_homologues.pl -d ./gbk_files  -n 40 -X -e -D

/srv/home/bvazquez/get_homologues-3.4.3/compare_clusters.pl -o matriz_mags -m -d 

./gbk_files_homologues/CandidatusVallotialariciataAd13-

081VallotiaGCA020541325_dmd_f0_0taxa_algOMCL_e1_

89



13- Obtención de rutas metabólicas presentes  
#!/bin/bash

source ~/miniconda3/etc/profile.d/conda.sh
conda activate kofamscan

cd /ahul/home/bvazquez/pinguinos/genomica_comparativa/pangenoma/mags/mags_fasta

for file in *.fasta ; 
do

exec_annotation --cpu 25 -p /srv/home/bvazquez/kofamscan_db/profiles/ -k
 /srv/home/bvazquez/kofamscan_db/ko_list -o ${file/.fasta/_kofam_out}  $file

done

/srv/home/bvazquez/miniconda3/envs/keggdecoder/bin/KEGG-decoder --input 
secuencia_genes_candidatos_kofam_out_2 -o 
secuencia_genes_candidatos_kofam_out_2_keggdecoder -v static

14- Tabla de rutas metab  ólicas presentes  

C = Completa, I = Incompleta, A = Ausente

Ruta MG1-1 MG3-4 MG17-3 MG3-2 MG6-5 MG13-2 MG14-1 MG16-3 MG17-4 MG6-3 MG7-1 MG3-1 MG6-4 MG17-2 MG3-3
MG13
-4

Glicolisis C C I I I I C I C C C I I I I I
Gluconogénesi
s A A I I I I C I C C C A I A I I

Ciclo TCA I I I I I I I I I I I I I I I I
NAD(P)H-
quinona 
oxidoreductasa I I I I I I I I I I I I I I I I

NADH quinona
oxidoreductasa I I I I I I I I I I I I I I I I
Na-NADH 
ubiquinona 
oxidoreductasa I I I I I I I I I I I I A I I I

ATPasa tipo F I I I I I I I I I I I I I I I I

ATPasa tipo V I I I I I I I I I I I I I I I I

Citocromo C 
oxidasa I I I I I I I I I I I I I I I I
Ubiquinol 
citocromo c 
reductasa C C I C A I I I I I I I A C I I
Citocromo o 
ubiquinol 
oxidasa I I I I I I I I I I I A A A A I
Citocromo aa3-
60 o 
menaquinol 
oxidasa I I I I I I I I I I I A A A A A

Citocromo c 
oxidasa tipo 
cbb3 I I C C I I I I I I I I A I C I
Complejo 
citocromo bd A A A A A I I I I I I I A I A A

RuBisCo A A A C A A A A A A A A A A A A

Ciclo Calvin 
Benson A A A C A A A A A A A A A A A A
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Ciclo TCAr C C A C C C C C C A C A A C C A
Wood-
Ljungdahl I I I I I I I I A I I I I I I I

3-
hidroxipropiona
to biciclico I I I I I I I I I I I I I I I I
4-
hidroxibutirato/
3-
hidroxypropion
ato I I I I I I I I I I I I I I I I

Pectinesterasa A A A A A A A A A A A A A A A A
Deacetilquitobi
osa 
deacetilasa A A A A A A A A A A A A A A A A

Glucoamilasa A A A A A A A A A A A C A C A A
D-
galacturonato 
epimerasa C C C C C C C C C C C C C C C C

Exo-poli-alfa-
galacturonosid
asa A A A A A A A A A A A A A A A A

Oligogalacturó
nido liasa A A A C C C C C C C C A C A A C

Celulasa A A A A A A A A A A A A A A A A

Exopoligalactu
nonasa A A C A A A A A A A A A A A A A

Quitinasa A A A A A A A A A A A A A A A A

Endoquitinasa 
básica B A A A A A A A A A A A A A A A A

Quitinasa 
bifuncional/ 
lisozima A A A A A A A A A A A A A A A A

Beta-N-
acetilhexosami
nidasa A A C C C A A A A A A C A C C C
D-
galacturonato 
isomerasa A A A A A A A A A A A A A A A A

Alfa-amilasa A C A A A A A A A A A C C C A A
Beta-
glucosidasa A A C C C A A A A A A C A C C C

Pululanasa A A A A A A A A A A A C C C A A
Oxidación de 
amoniaco

A A A A A A A A A A A A A A A A

Oxidación de 
hidroxilamina A A A C A A A A A A A A A A A A

Oxidación de 
nitrito C A A C A A A A A A A A A C A A

Reducción de 
nitrato 
disimulado C A A C A A A A A A A A A C A A

DNRA C C C C C C C C C C C A A C C C
Reducción de 
nitrito C C C C A C C C C C C C C C C C

Reducción de 
oxido nitrico A C C A A A A A A A A A A A A A

Reducción de 
oxido nitroso A C A A A C C C C C C A C A C A

Fijación de 
nitrógeno I I I I I I I I I I I I I I I I
Hidrazina 
deshidrogenas
a A A A A A A A A A A A A A A A A
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Hidrazina 
sintasa A A A I A I I I I I I I A A A A
Sulfato 
disimulatorio 
<> APS C C C C C C C C C C C C C C C C
Sulfito 
disimulatorio 
<> APS C C C C C C C C C C C C C C C C

Sulfito 
disimulatorio 
<> sulfuro C A A A C C C C C C C C A C C A

Oxidación de 
tiosulfato I I I I A I I I I I I I A I I I
Oxidación de 
tiosulfato 
alternativO 
tsdA C C C C A C C C C C C C A C C C

Oxidación de 
tiosulfato 
alternativo 
doxAD A A A A A A A A A A A A A A A A
Sulfuro 
reductasa 
sreABC I A I I I I I I I I I I I I A I
Tiosulfato/ 
polisulfido 
reductasa I I I I I I I I I I I I I I I I
Sulfhidrogenas
a I I C C C C C C C C C I I C I I

Desproporción 
de azufre A A A A A A A A A A A A A A A A

Sulfurdihoxige
nasa A C C C C C C C C C C A C C C C
Sulfito 
deshigrogenas
a A A A C A C C C A C C A A A A A

Sulfito 
deshigrogenas
a (quinona) I A I I I I I I I I I I I I I I

Oxidación de 
sulfuro C C C C C C C C C C C C C C C C

Asimilación de 
azufre C A A A C C C C C C C C A A C A

DMSP 
desmetilación C A C A A A C A A A C C C C C A
DMS 
deshidrogenas
a

I A A I A A A A A A A A A I A A

DMSO 
reductasa I I I I I I I I I I I I I I I I

NiFe 
hidrogenasa A A C C C C C C C C C C A C A A

Ferredoxina 
hidrogenasa C A A A A A A A A A A A A A A A
Hidrogenasa 
unida a 
membrana A A C A C C C C A C C C A C A A
Hidrogeno:quin
ona 
oxidoreductasa A A A A A A A A A A A C A C A A
Hidrogenasa 
reductora de 
NAD I I I C I C C C C C C C I C A I
Hidrogenasa 
reductora de 
NADP I I I I I I I I I I I I C I I I
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NiFe 
hidrogenasa 
Hyd-1 I I I I I I I I I I I I I I I A

Biosíntesis de 
tiamina C C I C C I I I C I I C I I C I

Biosintesis de 
riboflavina C I C C C C I C C C C I C A I C

Biosíntesis de 
cobalamina I I I I I I I I I I C I I I I I
Transpoprtador
de vitamina 
B12 I I I I I I I I I I I I I I I I

Transportador 
de tiamina I I I I I I I I I I I I I I I I

Transportador 
de urea I C C C I C C I I C C C I I I I

Transportador 
de fosfonato I I I I I I I I I I I I I I I I

Transportador 
de fosfato C C C C C C C C C C C C I C C C

Flagelo I I I I I I I I I I I I I I I I

Quimiotaxis I I I C C C C C C C C I I I C I

Metanogénesis
via metanol I I I I I I I I I I I I I A I I

Metanogénesis
via acetato I A I I I I I I I I I A A A I I
Metanogénesis
via 
dimetilsulfido, 
metanetiol, 
metilpropanoat
o I A C C C I I I I I C C I A C A

Metanogénesis
via metilamina A A A A A A A A A A A A A A A A
Metanogénesis
via 
trimetilamina A A A A A A A A A A A A A C A A
Metanogénesis
via 
dimetilamina I I I I I I I I I I I I I A I A

Metanogénesis
via CO2 I I I I I I I I I I I I I I I I

Coenzima B/ 
Regeneración 
de coenzima M I I I I I I I I I I I I I C I I

Reducción de 
coenzima M a 
metano A A A A A A A A A A A A A A A A
Metano soluble
monooxigenas
a I I I I I I I I I I I A A I I I
Metanol 
deshidrogenas
a A A I A I I I I I I I A A A I I
Alcohol 
oxidasa A A C A C C C C C C C C A A C C
Dimetilamina/
trimetilamina 
deshidrogenas
a C C C C C C C C C C C C C C C C

Fotosistema II A A A A A A A A A A A A A A A A

Fotosistema II I I I I I I I I I I I I I I I I

Complejo 
citocromo b6/f I I I I I I I I I I I I I I I I
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Centro de 
reacción 
anoxigénico 
tipo II A A A A A A A A A A A A A A A A
Centro de 
reacción 
anoxigénico 
tipo I I I I I I I I I I I I I I I I I

Biosíntesis de 
retinal C I I I I I I I I I I I C I I I
Retinal a partir 
de 
apocarotenoid
es A C A A A A A A A A A C A A A A
Entner-
Doudoroff I I I I I I I I I I I I I I I I

Ácido mixto: 
lactato A A C C C C C C C C C A A C A C

Ácido mixto: 
formato A A A A A A A A A A A A A A A A

Ácido mixto: 
formato a CO2 
y H2 I I I I I I I I I I I I I I I I

Ácido mixto: 
acetato C C C C C C C C C C C C C C C C
Ácido mixto: 
etanol, acetato 
a 
acetilaldehído C C C C C C C C C C C C C C C C
Ácido mixto: 
etanol, acetil-
CoA 
acetilldehído 
(reversible) C C C C C C C C C C C C C C C C
Ácido mixto: 
etanol, 
acetilaldehído 
a etanol A A I A I I I I I I I A A A I I
Ácido mixto: 
PEP a 
succinato via 
OAA, malato y 
fumarato I I I I C I I I I I I I I I I I

Degradación 
de naftaleno a 
salicilato I I I I I I I I I I I I I I I I

Proteina PGA 
de síntesis de 
biopelículas I I I I I I I I I I I I I I I I
Ácido colánico 
y regulador 
transcripcional 
de biopelículas C A A A A C C C C C C A A A A C

Regulador de 
biopelículas 
BssS A A A A A A A A A A A A A A A A

Ácido colánico 
y proteina A de
biopelículas C A A A A A A A A A A A A A C A

Biosíntesis de 
fimbrias curli A A I A A I I I I I I A A A A A

Adhesión A A A A A A A A A A A A A A A A
Componentes 
centrales 
relacionados 
con la 
competencia I I I I I I I I I I I I I I I I
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Componentes 
relacionados 
con las 
competencias I I I I I I I I I I I A I A I I

Factores de 
competencia I I I I I I I I I I I I I I I I

Derivación de 
glioxilato A A C C C C C C C C C A C C C A

Genes 
anapleróticos I I I I I I I I I I I I I I C I

Biosíntesis de 
sulfolípidos C C C A C I C I I I I C C C I A

Escisión de CP
liasa PhnJ A A A A A A A A A A A A A A A A

Complejo C-P 
liasa A A A A A A A A A A A A A A A A
Operon C-P 
liasa I I I I I I I I I I I I I I I I

Sistema de 
secreción tipo I I I I I I I I I I I I I I I I I
Sistema de 
secreción tipo 
III I I I I I I I I I I I I I I I I
Sistema de 
secreción tipo 
II I I I I I I I I I I I I I I I I
Sistema de 
secreción tipo 
IV I I I I I I I I I I I I I I I I
Sistema de 
secreción tipo 
VI I I I I I I I I I I I I I I I I

Sec-SRP I I I I I I I I I I I A I I I I
Objetivo de 
arginina 
gemela I A C C I C C I I C C I I I I C

Sistema de 
secreción tipo 
Vabc A I I I I I I I I I I A A A I I

Ruta de la 
serina/ 
asimilaión de 
formaldehído I I I I I I I I I I I I I I I I

Reducción de 
arsénico I C C C C C C C C C C C I C C C
Transportador 
de cobalto 
CbiMQ I I I A A C C C I C C A A I I I
Transportador 
de cobalto 
CbtA

A A A A C A A A A A A A A A A A

Transportador 
de cobalto 
CorA C A C C C C C C C C C C C C A C
Sustrato de 
níquel tipo 
ABC vinculante
Nik A A C C C C C C C C C A A A C C

Transportador 
de cobre CopA C C C C C C C C C C C C C C C C

Transportador 
de hierro 
ferroso FeoB C C C C C C C C C C C C C C C C
Sustrato de 
hierro férrico 
tipo ABC que 
se une a AfuA C A C C A C C C C C C C A C C C
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Transportador 
de Fe-Mn 
MntH C C C A C C C C C C C C C C A C

Histidina A A A A A A A A A A A A A A A A

Arginina C C C C C C C C C C C C C C C C

Lisina C C C C C C C C C C C C C C C C

Serina C C C C C C C C C C C C C C C C

Treonina C C C C C C C C C C C C C C C C

Asparagina C C C C C C C C C C C C C C C C

Glutamina A A A C A A A A A A A C A A A A

Cisteina C C C C C C C C C C C C C C C C

Glicina C C C C C C C C C C C C C C C C

Prolina C C C C C C C C C C C C C C C C

Alanina C C C C C C C C C C C C C C C C

Valina I I I I I I C C C C C I I I I I

Metionina C C C C C C C C C C C C C C C C

Fenilalanina C C C C C C C C C C C C C C C C

Isoleucina I I I I I I C C C C C I I I I I

Leucina I I I I C I C C C C C I I I I I

Triptofano C C C C C C C I C C C C C C C C

Tirosina C C C C C C C C C C C C C C C C

Aspartato C C C C C C C C C C C C C C C C

Glutamato C C C C C C C C C C C C C C C C

Degradación 
de PET I I I I I I I I I I I I I I I I

Síntesis de 
almidón/glucóg
eno I I I I I I I I I I I I I I I I
Degradación 
de 
almidón/glucóg
eno A C A A C C C C C C C C C C A A
Síntesis de 
polihidroxibutir
ato I I I I I I I I I I I C I I I I

Polifosfato 
bidireccional C I C C C C C C C C C C C C I C
Biosíntesis de 
columna de 
carotenoides C I I I I I I I I I I C C I I I
Producto final 
astaxantina C C C C C C C C C C C C C C C C

Producto final 
nostoxantina A A C A C C C C C C C C A A C C
Producto final 
diglucósido de 
zeaxantina

A A C A C C C C C C C A A A C C

Producto final 
mixoxantofilis I A I I I I I I I I I I I A I I

Biosíntesis de 
estafiloxantina I I I I I I I I I I I I I I I I

Ruta del 
mevolanato C C I I I I I I I I I I I C I I

MEP-DOXP C I I I I C C C I C I I I I C I
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GLOSARIO
3-hidroxipropianato: Compuesto químico intermedio en ciertas rutas metabólicas

de organismos, implicado en la síntesis de diversos productos biológicos.

16S: Molécula de ARN ribosomal utilizada para identificar y clasificar bacterias en

estudios de secuenciación genética.

Aceite uropigial: Sustancia oleosa producida por la glándula uropigial de las aves,

utilizada para el mantenimiento y protección del plumaje.

Acetato:  Sal  o  éster  del  ácido  acético,  producido  durante  la  fermentación  y  el

metabolismo de  lípidos  y  carbohidratos,  y  utilizado como fuente  de  energía  por

diversos organismos.

Acicalamiento:  Comportamiento  de  limpieza  y  arreglo  del  propio  cuerpo  o  del

cuerpo de otro individuo, común en animales para mantener la higiene y fortalecer

vínculos sociales.

Ácido colánico: Exopolisacárido producido por ciertas bacterias, que forma parte

de la matriz de las biopelículas.

Ácidos  nucleicos:  Macromoléculas  biológicas  que  incluyen  ADN  (ácido

desoxirribonucleico)  y  ARN  (ácido  ribonucleico),  responsables  de  almacenar,

transmitir y expresar la información genética en los organismos vivos.

ADN: Ácido desoxirribonucleico, molécula que contiene la información genética de

los seres vivos.

Aerobio: Organismo o proceso que requiere oxígeno para llevarse a cabo.

Alfa-amilasa: Enzima que cataliza la hidrólisis del almidón en azúcares simples.

Algoritmo: Conjunto de reglas o instrucciones definidas que permiten resolver un

problema o realizar una tarea específica de manera automatizada.
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Almidón:  Polisacárido  de  almacenamiento  compuesto  por  glucosa,  encontrado

principalmente en plantas, que sirve como reserva de energía.

Aminoácidos: Moléculas orgánicas que se combinan para formar proteínas y son

esenciales para diversas funciones biológicas.

Anaerobio: Organismo o proceso que ocurre en ausencia de oxígeno.

Anotación funcional: Proceso mediante el cual se asignan funciones biológicas a

genes  y  proteínas  identificados  en  una  secuencia  genética,  utilizando  bases  de

datos y herramientas bioinformáticas.

Antimicrobiano: Sustancia que mata o inhibe el crecimiento de microorganismos,

incluyendo bacterias, hongos y virus.

Árbol  de  la  vida:  Representación  gráfica  que muestra  las  relaciones evolutivas

entre  todas  las  especies  de  organismos  vivos  y  extintos,  ilustrando  cómo  han

divergido de un ancestro común a lo largo del tiempo.

Árbol filogenético: Diagrama que muestra las relaciones evolutivas entre diferentes

especies  u  otros  grupos  taxonómicos,  basadas  en  similitudes  y  diferencias

genéticas o morfológicas.

ARN: Ácido ribonucleico, una molécula polimérica que desempeña un papel crucial

en  la  transmisión  de  la  información  genética  y  la  síntesis  de  proteínas  en  los

organismos vivos.

Arqueas:  Dominio  de  microorganismos  unicelulares  que  son  similares  a  las

bacterias pero tienen diferencias genéticas y bioquímicas significativas.

Azúcares  complejos:  Carbohidratos  formados  por  largas  cadenas  de

monosacáridos, como el almidón y la celulosa.
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Azúcares  simples:  Carbohidratos  formados  por  una  o  dos  unidades  de

monosacáridos, como la glucosa y la fructosa.

Bacterias metanotróficas: Bacterias que utilizan metano como fuente de carbono y

energía.

Bacterias púrpura: Grupo de bacterias fotosintéticas que contienen bacterioclorofila

y pueden realizar fotosíntesis anoxigénica.

Bacterias:  Microorganismos  unicelulares  que  pueden  encontrarse  en  diversos

ambientes, algunos de los cuales son patógenos y otros beneficiosos.

Beta-glucosidasa: Enzima que cataliza la hidrólisis de los glucósidos en glucosa y

agliconas.

Binning:  Proceso  de  agrupar  fragmentos  de  ADN  secuenciados  (contigs)  en

conjuntos  que  representan  genomas  individuales  de  microorganismos  en  una

muestra metagenómica.

Biodiversidad: Variedad de formas de vida en la Tierra, que incluye la diversidad

de especies, genes y ecosistemas.

Bioinformática:  Disciplina  que  aplica  herramientas  computacionales  y  técnicas

estadísticas  al  análisis  y  comprensión  de  datos  biológicos,  especialmente

secuencias genómicas y proteómicas.

Biomarcadores:  Indicadores  medibles  de  procesos  biológicos,  fisiológicos  o

patológicos, utilizados en diagnóstico, pronóstico y seguimiento de enfermedades.

Biopelículas: Comunidades de microorganismos que se adhieren a superficies y se

rodean de una matriz extracelular que ellos mismos producen.
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Biosíntesis:  Proceso  mediante  el  cual  los  organismos  producen  moléculas

complejas a partir  de precursores simples, involucrando una serie de reacciones

enzimáticas.

Cadena respiratoria:  Serie de complejos proteicos y moléculas en la membrana

mitocondrial interna (en eucariotas) o en la membrana plasmática (en procariotas)

que transportan electrones y generan un gradiente de protones para producir ATP a

través de la fosforilación oxidativa.

Cambios  fenotípicos:  Modificaciones  observables  en  las  características  físicas,

fisiológicas  o  conductuales  de  un  organismo,  resultado  de  factores  genéticos  y

ambientales, así como de la interacción entre ambos. Estos cambios pueden ser

reversibles o permanentes y pueden ser adaptativos o no.

Capacidad  de  adhesión:  Habilidad  de  los  microorganismos  para  adherirse  a

superficies y formar biopelículas.

Capacidad de transformación: Habilidad de los microorganismos para incorporar

ADN exógeno y expresarlo en su genoma.

Catabolismo:  Conjunto  de reacciones metabólicas  que descomponen moléculas

grandes en más pequeñas, liberando energía.

Cepa:  Variante genética o  subgrupo dentro de una especie de microorganismo,

planta o animal, que puede tener características distintivas.

Ciclo Calvin-Benson: Serie de reacciones bioquímicas en las plantas y algas que

convierten el dióxido de carbono en compuestos orgánicos durante la fotosíntesis.

Ciclo del ácido tricarboxílico: También conocido como ciclo de Krebs o ciclo del

ácido cítrico, es una serie de reacciones químicas que generan energía a través de

la oxidación de acetil-CoA.
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Ciclo del nitrógeno:  Serie de procesos biológicos y químicos que convierten el

nitrógeno en diferentes formas químicas, esenciales para la vida en la Tierra.

Ciclos biogeoquímicos: Procesos naturales que reciclan los elementos químicos

esenciales para la vida (como carbono, nitrógeno y fósforo) entre el medio ambiente

(atmósfera, hidrosfera, litosfera) y los organismos vivos.

Clados: Grupos de organismos que comprenden un ancestro común y todos sus

descendientes.

Clase: Categoría taxonómica que agrupa a órdenes relacionados dentro de un filo.

Clasificación  taxonómica:  Sistema  de  organización  y  categorización  de

organismos  en  grupos  jerárquicos  basados  en  sus  similitudes  y  diferencias

evolutivas y genéticas.

Cobalamina:  Vitamina  B12,  necesaria  para  la  formación  de  glóbulos  rojos,  la

función neurológica y la síntesis de ADN.

Coenzima: Molécula orgánica no proteica que se une a una enzima y es esencial

para la actividad catalítica de esa enzima.

Complejo C-P liasa:  Enzima o conjunto de enzimas que catalizan la ruptura de

enlaces  carbono-fósforo  en  compuestos  organofosforados,  permitiendo  su

utilización o detoxificación.

Contaminación antropogénica: Contaminación del medio ambiente causada por

actividades humanas, como la emisión de gases industriales, el uso de pesticidas y

la acumulación de desechos.

Contaminación: Presencia de elementos no deseados o dañinos en un entorno o

muestra que pueden interferir con los resultados de un estudio.
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Contigs: Secuencias continuas de ADN que se ensamblan a partir de fragmentos

más cortos obtenidos durante la secuenciación.

Derivación de glioxilato: Ruta metabólica alternativa al ciclo del ácido cítrico que

permite a ciertos organismos utilizar compuestos de dos carbonos para sintetizar

carbohidratos.

Desproporción de azufre: Proceso en el que compuestos de azufre se oxidan y

reducen simultáneamente por microorganismos en condiciones anaeróbicas.

Dominio: Categoría taxonómica más alta, que agrupa a todos los seres vivos en

tres grandes grupos: Archaea, Bacteria y Eukarya.

Ecosistema: Unidad funcional compuesta por organismos vivos (biocenosis) y su

entorno  físico  (biotopo),  interactuando  juntos  como  una  unidad  en  un  ambiente

específico.

Ectoparásitos: Parásitos que viven en la superficie externa del hospedero, como

pulgas, garrapatas y piojos.

Ectosimbiontes: Organismos que viven en la superficie de otro organismo en una

relación simbiótica.

Endosimbiontes:  Organismos que viven dentro  de  las células o tejidos  de otro

organismo en una relación simbiótica.

Ensamble: Proceso de unir fragmentos de secuencias de ADN para reconstruir la

secuencia original completa del genoma.

Envejecimiento: Proceso natural de cambios biológicos y fisiológicos que ocurren

en un organismo a lo largo del tiempo, leading to gradual decline in physical and

functional abilities.

Especie:  Unidad  básica  de  clasificación  biológica,  definida  como  un  grupo  de

organismos capaces de reproducirse entre sí y producir descendencia fértil.
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Especies silvestres: Organismos que viven y se reproducen naturalmente en su

entorno original, sin intervención humana directa en su reproducción o hábitat.

Estrecho de Magallanes: Pasaje marítimo ubicado en el extremo sur de América

del  Sur,  que  conecta  el  océano  Atlántico  con  el  océano  Pacífico,  separando  el

continente sudamericano de la isla Grande de Tierra del Fuego. 

Estrés oxidativo: Condición en la que hay un desequilibrio entre la producción de

radicales libres y la capacidad del organismo para neutralizarlos, lo que puede dañar

células y tejidos.

Estudios  longitudinales:  Investigaciones  en  las  que  se  recopilan  datos  de  los

mismos sujetos  a lo  largo de un período prolongado de tiempo,  lo  que permite

observar cambios y tendencias a lo largo del tiempo.

Estudios  transversales:  Investigaciones  que  recopilan  datos  de  un  grupo  de

sujetos en un punto específico en el tiempo, lo que proporciona una instantánea de

la situación en ese momento.

Etanol: Alcohol producido por la fermentación de azúcares por levaduras y algunos

tipos de bacterias.

Factores de crecimiento: Sustancias, como vitaminas, aminoácidos y hormonas,

que son necesarias en pequeñas cantidades para el crecimiento y el desarrollo de

los organismos.

Fermentación: Proceso metabólico que convierte los azúcares en ácidos, gases o

alcohol en ausencia de oxígeno.

Fijación  de  nitrógeno:  Proceso  mediante  el  cual  ciertos  microorganismos

convierten el nitrógeno atmosférico (N2) en amoníaco (NH3), haciéndolo disponible

para  su  uso  biológico  en  la  síntesis  de  aminoácidos  y  otros  compuestos

nitrogenados.
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Fijación del carbono:  Proceso bioquímico mediante el  cual  las plantas, algas y

algunas  bacterias  convierten  el  dióxido  de  carbono  atmosférico  en  compuestos

orgánicos.

Fijación del nitrato:  Proceso mediante el cual algunos organismos convierten el

nitrato (NO3-) en amoníaco (NH3).

Filo: Categoría taxonómica que agrupa a clases relacionadas dentro de un dominio.

Fimbrias curli: Estructuras filamentosas en la superficie de ciertas bacterias que les

permiten adherirse a superficies y formar biopelículas.

Firmas de selección: Marcadores genéticos o patrones observados en el genoma

de una población que sugieren la acción de la selección natural sobre ciertos loci.

Éstas firmas pueden incluir variaciones en la frecuencia alélica, desequilibrios de

ligamiento o diferencias en la diversidad genética, entre otros.

Flagelos: Estructuras filamentosas y móviles en la superficie de ciertos organismos,

que les permiten nadar o moverse hacia o desde estímulos específicos.

Formato: Ion derivado del ácido fórmico, involucrado en varias rutas metabólicas

anaeróbicas  y  utilizado  por  ciertos  microorganismos  como  fuente  de  carbono  y

energía.

Fosfonatos:  Compuestos  orgánicos  que  contienen  un  enlace  carbono-fósforo,

utilizados por algunos microorganismos como fuente de fósforo.

Fotosíntesis:  Proceso  mediante  el  cual  las  plantas,  algas  y  algunas  bacterias

convierten la luz solar, el dióxido de carbono y el agua en glucosa y oxígeno.

Fotosistemas: Complejos proteicos en las membranas de las células fotosintéticas

que capturan la luz solar y la convierten en energía química durante la fotosíntesis.

Hay dos tipos principales: Fotosistema I (PSI) y Fotosistema II (PSII).
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Fracción estimada del genoma: Proporción del genoma completo de un organismo

que se ha podido ensamblar y caracterizar a partir de los datos de secuenciación.

Género: Categoría taxonómica que agrupa a especies relacionadas dentro de una

familia.

Genes anapleróticos: Genes que codifican enzimas involucradas en las reacciones

que reponen intermediarios del ciclo del ácido cítrico, esenciales para mantener la

función metabólica.

Genes esenciales:  Genes necesarios para la supervivencia de un organismo en

condiciones estándar.

Genes marcadores: Genes utilizados para identificar y rastrear organismos, células

o  procesos  específicos  en  estudios  genéticos  y  biotecnológicos,  debido  a  su

asociación con rasgos observables o características específicas.

Genes ortólogos: Genes en diferentes especies que se originaron a partir de un

ancestro común y generalmente conservan funciones similares.

Genes: Segmentos de ADN que contienen la información necesaria para la síntesis

de proteínas específicas u otras moléculas funcionales, y que son la unidad básica

de la herencia y la expresión génica.

Genoma:  Conjunto completo de material  genético de un organismo, que incluye

todos sus genes y secuencias de ADN.

Genómica  comparativa:  Rama  de  la  genómica  que  compara  los  genomas  de

diferentes especies u organismos para identificar similitudes y diferencias, lo que

ayuda  a  entender  la  evolución,  la  función  de  los  genes  y  la  organización  del

genoma.
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Genómica de amplicon: Técnica que se enfoca en la secuenciación de regiones

específicas del ADN, amplificadas mediante PCR, para el análisis de la diversidad

microbiana.

Genómica:  Estudio  de  los  genomas  completos  de  organismos,  incluyendo  su

estructura, función, evolución y mapeo.

Glándula uropigial: Glándula situada en la base de la cola de las aves, que secreta

el aceite uropigial utilizado en el cuidado del plumaje.

Glucógeno: Polisacárido de almacenamiento compuesto por glucosa, encontrado

en animales y hongos, que sirve como reserva de energía rápida en el hígado y los

músculos.

Glucólisis:  Ruta  metabólica  que  convierte  la  glucosa  en  piruvato,  produciendo

energía en forma de ATP.

Glutamina: Aminoácido no esencial que juega un papel crucial en el metabolismo

celular y en la síntesis de proteínas.

Histidina:  Aminoácido  esencial  que  participa  en  la  síntesis  de  proteínas  y  en

funciones enzimáticas.

Holobionte:  Unidad biológica formada por un organismo hospedador y todos los

microorganismos asociados que viven en simbiosis  con él,  incluyendo bacterias,

virus, hongos y otros microorganismos. 

Hospederos no canónicos: Organismos que albergan microorganismos, pero que

no son los típicamente estudiados.

Hospederos:  Organismos  que  albergan  a  otro  organismo,  como  parásitos,

mutualistas o comensales.

Isoleucina: Aminoácido esencial de cadena ramificada, necesario para la síntesis

de proteínas y la producción de energía.
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Lactato:  Compuesto  producido durante  la  fermentación  láctica y el  metabolismo

anaeróbico.

Lecturas  cortas:  Fragmentos  de  ADN  secuenciados  que  tienen  una  longitud

relativamente corta, generalmente producidos por tecnologías de secuenciación de

alto rendimiento.

Leucina: Aminoácido esencial de cadena ramificada, importante para la síntesis de

proteínas y la regulación del metabolismo.

Linaje: Grupo de organismos descendientes de un ancestro común, que comparten

características genéticas y evolutivas.

Macroorganismo:  Organismo  que  puede  ser  observado  a  simple  vista  sin  la

necesidad  de  un  microscopio,  debido  a  su  tamaño  relativamente  grande  en

comparación  con  los  microorganismos.  Los  macroorganismos  pueden  ser

unicelulares o multicelulares y abarcan una amplia gama de formas de vida, desde

plantas y animales hasta hongos y algas macroscópicas.

MAGs (Metagenome-Assembled Genomes):  Genomas ensamblados a partir de

datos  de  secuenciación  metagenómica,  que  representan  poblaciones  de

microorganismos presentes en una muestra ambiental.

Mapeo: Proceso de alinear secuencias de ADN secuenciadas contra una secuencia

de referencia para identificar similitudes y diferencias.

Matriz  pangenómica:  Representación  tabular  de  los  genes  presentes  en  el

pangenoma, mostrando qué genes están presentes o ausentes en cada cepa o

especie.

Meta-metabolómica:  Estudio  de  los  metabolitos  presentes  en  una  comunidad

microbiana a través del análisis de una muestra ambiental.
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Metabolismo autótrofo: Tipo de metabolismo en el cual los organismos producen

su propio alimento a partir de compuestos inorgánicos.

Metabolismo:  Conjunto  de  reacciones  químicas  que  ocurren  dentro  de  los

organismos para mantener la vida, incluyendo catabolismo y anabolismo.

Metabolitos:  Moléculas  pequeñas  y  diversas  producidas  por  los  procesos

metabólicos  de  los  organismos,  que  incluyen  compuestos  como  aminoácidos,

ácidos grasos, vitaminas, hormonas y productos secundarios de metabolismo. 

Metagenoma:  Conjunto  completo  de  material  genético  de  una  comunidad

microbiana presente en una muestra ambiental, como suelo, agua o el intestino de

un animal.

Metagenómica  Shotgun:  Técnica  de  secuenciación  que  permite  analizar  el

contenido  genético  total  de  una  muestra  ambiental,  secuenciando  fragmentos

aleatorios de ADN para identificar y caracterizar los microorganismos presentes.

Metanogénesis:  Proceso  biológico  de  producción  de  metano  por  arqueas

metanogénicas.

Metaproteómica:  Estudio  de  todas  las  proteínas  presentes  en  una  muestra

ambiental,  proporcionando  información  sobre  las  funciones  y  actividades  de  los

microorganismos presentes.

Metatranscriptómica:  Análisis  del  conjunto  completo  de  ARN  mensajero

(transcriptoma)  en  una  muestra  ambiental,  proporcionando  información  sobre  la

expresión génica de los microorganismos presentes.

Microbioma: Conjunto de microorganismos, incluyendo bacterias, arqueas, virus y

hongos, que habitan en un ambiente específico, como el cuerpo de un organismo o

una parte del mismo.
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Microbiota:  Conjunto  de  microorganismos  (bacterias,  arqueas,  hongos,  virus  y

otros) que habitan en un ambiente específico, como el intestino, la piel, el suelo o el

agua.

Microorganismo:  Organismo  de  tamaño  microscópico,  que  solo  puede  ser

observado  con  la  ayuda  de  un  microscopio.  Los  microorganismos  pueden  ser

unicelulares, como bacterias, arqueas, hongos y protistas, o multicelulares, pero aún

así demasiado pequeños para ser vistos a simple vista, como algunos tipos de algas

y protozoos.

N50: Estadística utilizada en ensamblaje genómico que indica el tamaño de contig

más pequeño en el conjunto de contigs más largos que suman al menos el 50% del

tamaño total del ensamblaje.

Nichos: Rol o posición que un organismo ocupa en un ecosistema, incluyendo su

hábitat y sus interacciones con otros organismos.

Nucleótidos: Unidad básica de los ácidos nucleicos (ADN y ARN), compuesta por

un azúcar, un grupo fosfato y una base nitrogenada.

Oligogalacturónido  liasa:  Enzima  que  cataliza  la  despolimerización  de

oligogalacturónidos, compuestos presentes en las paredes celulares de las plantas.

Organismo sulforeductor: Microorganismo que utiliza compuestos de azufre como

aceptores de electrones en su metabolismo.

Organismo:  Cualquier  forma  de  vida  individual,  que  puede  ser  unicelular  o

multicelular,  capaz  de  llevar  a  cabo  procesos  vitales  como  el  crecimiento,  la

reproducción y la respuesta a estímulos ambientales.

Organismos cultivables: Microorganismos que pueden ser aislados y crecidos en

condiciones de laboratorio utilizando medios de cultivo específicos.
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Oxidación de amoníaco: Proceso en el que el amoníaco (NH3) se oxida a nitrito

(NO2-) o nitrato (NO3-).

Pangenoma:  Conjunto completo de genes presentes en todas las cepas de una

especie, incluyendo genes esenciales y variables.

Plumaje:  Conjunto de plumas que cubren el cuerpo de un ave, utilizado para la

protección, el aislamiento térmico, la exhibición y el vuelo.

Polihidroxibutirato:  Polímero  biológico  producido  por  ciertos  microorganismos

como reserva de carbono y energía.

Pristino: Estado original o sin alteraciones de un ecosistema o muestra, que no ha

sido afectado por actividades humanas o contaminaciones externas.

Procesamiento  de  muestras:  Conjunto  de  técnicas  y  procedimientos  utilizados

para preparar muestras biológicas para su análisis.

Proteína: Macromolécula compuesta de cadenas de aminoácidos, que desempeña

funciones esenciales en el cuerpo, como la estructuración, el transporte, la catálisis

de reacciones químicas y la regulación de procesos biológicos.

Pululanasa:  Enzima que cataliza la  hidrólisis  del  almidón en maltosa y  glucosa

mediante la rotura de los enlaces glucosídicos.

Quimiotaxis:  Movimiento  dirigido  de  un  organismo  o  célula  en  respuesta  a  un

gradiente químico en su entorno.

Reducción  de  arsénico:  Proceso  biológico  o  químico  mediante  el  cual  los

compuestos de arsénico son transformados en formas menos tóxicas.

Reducción de nitrito:  Proceso en el  que el  nitrito (NO2-) se convierte en otros

compuestos,  como  amoníaco  (NH3)  o  nitrógeno  molecular  (N2),  generalmente

llevado a cabo por bacterias desnitrificantes en condiciones anaeróbicas.
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Reducción de óxido nitroso: Proceso en el que el óxido nitroso (N2O) se reduce a

nitrógeno  molecular  (N2),  parte  final  de  la  desnitrificación,  realizado  por  ciertas

bacterias en condiciones anaeróbicas.

Resistoma: Conjunto de genes de resistencia a los antimicrobianos presentes en

una  comunidad  microbiana,  que  pueden  transmitirse  entre  diferentes  especies

bacterianas y contribuir a la resistencia antimicrobiana global.

Retinal:  Pigmento fotosensible presente en los ojos de muchos organismos, que

participa en la conversión de la luz en señales eléctricas.

Riboflavina: Vitamina B2, importante para el metabolismo energético y la función

celular, y actúa como coenzima en diversas reacciones bioquímicas.

RuBisCo:  Enzima clave en la fotosíntesis que cataliza la fijación del  dióxido de

carbono atmosférico en compuestos orgánicos.

Ruta de la serina: Serie de reacciones metabólicas que convierten intermediarios

del ciclo del ácido cítrico en serina, un aminoácido.

Ruta  DNRA:  Reducción  de  Nitrato  a  Amoníaco  Disimilatoria,  es  un  proceso

microbiano en el cual los microorganismos utilizan el nitrato como aceptor terminal

de electrones, reduciéndolo a amoníaco en condiciones anaeróbicas.

Ruta metabólica: Serie de reacciones químicas interconectadas que ocurren en el

interior  de  una  célula  y  que  están  catalizadas  por  enzimas,  que  transforman

compuestos químicos en productos finales para mantener la vida y el crecimiento

celular.

Ruta secundaria:  Serie de reacciones metabólicas que se bifurcan de las rutas

principales del metabolismo, generalmente para producir metabolitos secundarios,

como  pigmentos,  compuestos  aromáticos  o  sustancias  de  defensa,  que  no  son

esenciales para el crecimiento celular pero tienen funciones específicas.
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Secuenciación  de  nueva  generación:  Técnica  de  secuenciación  de  ADN  que

permite  la  determinación  rápida  y  a  gran  escala  del  orden  de  nucleótidos  en

fragmentos de ADN, utilizando plataformas de secuenciación de alta capacidad y

eficiencia.

Secuenciación: Proceso de determinar el orden de los nucleótidos en una molécula

de ADN o ARN.

Simbiosis:  Relación  interactiva  y  duradera  entre  dos  organismos  de  diferentes

especies, que puede ser beneficiosa, perjudicial o neutral para ambos participantes.

Síntesis: Proceso de producción o creación de una sustancia o compuesto químico

a partir de sus componentes básicos o precursores, mediante reacciones químicas

controladas.

Sistemas de secreción:  Mecanismos utilizados por  las  células  para  transportar

moléculas, como proteínas y toxinas, desde el interior al exterior de la célula o hacia

otras células. En bacterias, hay varios tipos (I-VII), cada uno con su propio conjunto

de componentes y funciones específicas.

Software:  Conjunto  de  programas  de  computadora,  instrucciones  y  datos  que

permiten realizar diversas tareas en una computadora o dispositivo electrónico.

Sulfolípidos: Lípidos que contienen grupos sulfato, presentes en las membranas de

ciertos organismos, y que desempeñan roles en la estructura y función celular.

Terapia probiótica:  Uso de microorganismos vivos, como bacterias o levaduras,

con propiedades beneficiosas para la salud, para tratar o prevenir enfermedades.

Tiamina:  Vitamina  B1,  esencial  para  el  metabolismo  de  los  carbohidratos  y  el

funcionamiento del sistema nervioso.

Transcriptoma: Conjunto de todos los ARN mensajeros (ARNm) transcritos en una

célula, tejido o organismo en un momento dado, que refleja la actividad génica y los

procesos biológicos en curso.

112



Valina: Aminoácido esencial de cadena ramificada, involucrado en la construcción

de proteínas y en la provisión de energía a los músculos.

Viroma: Conjunto de virus presentes en un ambiente o en un organismo específico.

Virus: Agentes infecciosos submicroscópicos que requieren células huésped para

replicarse.

Vitamina:  Compuesto  orgánico  esencial  en  pequeñas  cantidades  para  el

crecimiento y la salud, que generalmente no puede ser sintetizado por el organismo

y debe obtenerse a través de la dieta.

Wood-Ljungdahl:  Vía  metabólica  anaeróbica  que  permite  a  ciertos

microorganismos utilizar el  dióxido de carbono (CO2) como fuente de carbono y

energía.

Zonas templadas: Regiones de la Tierra ubicadas entre los trópicos y los círculos

polares, caracterizadas por tener temperaturas moderadas y variadas estaciones,

con inviernos fríos y veranos cálidos.

113


