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SUMMARY 

Viruses are key players regulating microbial ecosystems. Exploration of viral assemblages is now 

possible thanks to the development of metagenomics, the most powerful tool for studying viral ecology. 

Unfortunately, several sources of bias lead to the misrepresentation of certain viruses within 

metagenomics workflows. The oral cavity is a major portal of entry for human viruses, but it is 

dominated by highly personalized and time-persistent bacteriophage assemblages. Most of them follow 

lysogenic life cycles, deploying complex strategies to manage bacterial homeostasis. Although bacterial 

dysbiosis underlies common oral pathologies, the cause of these bacteria replacements remains obscure, 

and it is theorized that bacteriophages might play an important role.  

In this thesis, we assessed the bias induced by viral enrichment and random amplification methods on 

mock assemblages of DNA viruses and human saliva viromes, using qPCR and deep sequencing. We 

observed that low-force centrifugation, 0.45μm filtration and iodixanol cushions preserved the original 

composition of nuclease-protected viral genomes. Comparison of unamplified and randomly amplified 

saliva viromes revealed that multiple displacement amplification induced stochastic bias from 

picograms of DNA template, but systematic bias from nanograms. This systematic bias was mainly due 

to under-amplification of sequences with extreme %GC, a negative bias shared with PCR-based methods 

that showed, in addition, high-coverage peaks in sequences with low linguistic complexity. Ordination 

plots of contig profiles showed overlapping of related amplified and unamplified saliva viromes and 

strong separation from unrelated saliva viromes. This result suggests that random amplification bias has 

a minor impact on beta diversity studies. 

In order to gain insight into the diversity of viruses in the oral cavity, and their contribution to maintain 

healthy bacterial communities, we addressed the largest metagenomic study of viruses reported to date 

for this ecosystem: 43 Gbp. Oral viromes were dominated by bacteriophages of the Caudovirales order, 

with a small percentage of eukaryotic viruses, including four new human viruses of the Anelloviridae 

and Papillomaviridae families. 444 nearly full-length viral genomes, grouped in 31 megaclusters, were 

poorly related to those in the databases. However, some of the most abundant and ubiquitous 

megaclusters were also found in other published oral viromes. Bacteria communities differs 

substantially between dental plaque and oral mucosa, whereas this difference was at the limit of the 

statistical significance for virus assemblages. No differences in the microbiomes and viromes were 

found between healthy individuals and patients affected by caries or recurrent aphthous stomatitis. 

Bacteriophage host-prediction by five consistent bioinformatic approaches revealed that Actinobacteria 

was the most frequent host in the oral cavity, in spite of its fourth position in 16S metagenomes of the 

same samples. Clustering of bacteriophages that infect the same phylum supports the importance of 

virus-host coevolution, and suggests that the host phylum is better taxonomic criteria than virus 

morphology for classification within the Caudovirales order. The identification of hundreds of lysins 

encoded by oral bacteriophages, together with their host-range prediction, might boost enzibiotics 

research as an alternative to antibiotics for restoring healthy oral microbiota.  
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RESUMEN 

Los virus juegan un papel clave en la regulación de los ecosistemas microbianos. La metagenómica nos 

permite explorar en detalle las comunidades de virus y es la herramienta más potente para estudiar su 

ecología. Desafortunadamente, varios de sus pasos introducen sesgos que alteran la composición 

original de estas comunidades. La cavidad bucal es el portal de entrada más importante para los virus 

humanos y está dominada por poblaciones de bacterias que difieren entre individuos pero persisten en 

el tiempo. La mayoría son lisogénicos y despliegan múltiples estrategias para mantener el equilibrio de 

las comunidades bacterianas. En algunas patologías frecuentes de la boca la microbiota está alterada y 

se desconoce si los bacteriófagos juegan un papel importante. 

En esta tesis evaluamos el sesgo introducido durante los pasos de enriquecimiento de virus y 

amplificación al azar de sus genomas en comunidades sintéticas de virus de ADN y en viromas de saliva 

humana. Los pasos de centrifugación a baja velocidad, filtración en 0,45µm y colchones de iodixanol 

preservan la composición original de virus. Sin embargo, la comparación de viromas de saliva antes y 

después de la amplificación reveló que la amplificación por desplazamiento múltiple de banda inducía 

un sesgo estocástico desde picogramos de ADN molde, y sistemático desde nanogramos. El sesgo 

sistemático en viromas de saliva se debió principalmente a la peor amplificación de secuencias con %CG 

extremos, un sesgo negativo que es compartido con todos los métodos basados en PCR, que a su vez 

muestran picos de alta cobertura en secuencias de baja complejidad lingüística. Un sistema de 

ordenación de viromas en base a las abundancias de contig compartidos mostró solapamiento de los 

viromas de saliva amplificados y no amplificados procedentes de la misma muestra y una fuerte 

separación de los procedentes de individuos distintos. Estos resultados sugieren que los sesgos de la 

amplificación apenas afectan a los estudios de diversidad beta. 

Con el objetivo de conocer mejor la diversidad de virus en la cavidad oral y cuál es su contribución al 

mantenimiento de comunidades bacterianas saludables, hemos abordado el estudio metagenómico de 

virus más importante que se ha hecho hasta la fecha para este ecosistema: 43 Gpb. Los viromas de la 

boca estaban dominados por bacteriófagos del orden Caudovirales, con un pequeño porcentaje de virus 

eucarióticos, incluyendo cuatro virus humanos nuevos de las familias Anelloviridae y Papillomaviridae. 

Los 444 genomas virales casi completos que hemos obtenido estaban lejanamente relacionados con los 

virus de las bases de datos y se agrupaban en 31 megaclusters. Algunos de los más abundantes y ubicuos 

en nuestros viromas, lo son también en otros viromas bucales publicados. Las comunidades bacterianas 

difieren sustancialmente entre placa dental y mucosa bucal, pero esta diferencia estaba en el límite de la 

significación estadística para los viromas. No encontramos diferencias en los microbiomas, ni en los 

viromas, de individuos sanos y afectados por caries o estomatitis aftosa recurrente. Empleando cinco 

aproximaciones bioinformáticas distintas para la predicción del hospedador de los bacteriófagos 

obtuvimos resultados consistentes, siendo Actinobacteria el hospedador más frecuente en la cavidad 

bucal, a pesar de ocupar sólo la cuarta posición en los microbiomas 16S de las mismas muestras. La 

agrupación de los bacteriófagos que infectan bacterias del mismo filo respalda la importancia de la co-

evolución entre virus y hospedadores, y sugiere que el filo del hospedador es un criterio taxonómico 
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mejor que la propia morfología de los virus para la clasificación de los Caudovirales. La identificación 

de cientos de lisinas codificadas en los genomas de los bacteriófagos bucales, junto con la predicción de 

su hospedador, podría impulsar la investigación de los enzibióticos, como alternativa a los antibióticos, 

para restaurar una microbiota bucal saludable. 
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INTRODUCCIÓN 

 

1. Microbiota humana 

Las comunidades de microorganismos representan un porcentaje significativo de la masa total de nuestro 

cuerpo, y en términos numéricos, las células procariotas de estos ecosistemas microbianos superan en 

diez veces el número de células humanas (Sender et al., 2016). Estas comunidades están formadas por 

microorganismos de las tres ramas del árbol de la vida: bacterias, eucariotas y arqueas, e incluyen 

también un número aún mayor de virus. En 2001 se utilizó por primera vez el término microbioma para 

nombrar a “la comunidad ecológica de microorganismos comensales, simbiontes y patogénicos que 

literalmente comparten nuestro espacio corporal” (Lederberg y McCray, 2001). Hoy en día, está más 

aceptado el término microbiota para definir a dicha comunidad de microorganismos, mientras que se 

utiliza microbioma para referirse al conjunto de genes de dicha comunidad (Clemente et al., 2012). 

Gracias al desarrollo de la metagenómica, impulsada por la aparición de las técnicas de secuenciación 

masiva, disponemos de un mejor conocimiento de la diversidad de microorganismos en ambientes como 

la piel (Oh et al., 2016), la placenta (Aagaard et al., 2014), el tracto respiratorio (Cui et al., 2014), la 

saliva (Nasidze et al., 2009), la mucosa oral (Dewhirst et al., 2010), la vagina (Goltsman et al., 2018) o 

el tracto gastrointestinal (Quigley, 2013). Esta diversidad varía en individuos sanos dependiendo del 

compartimento estudiado, encontrando entre 152 y 17.546 especies diferentes de bacterias en ojo e 

intestino, respectivamente (Lloyd-Price et al., 2016). Además de bacterias, la microbiota humana está 

compuesta por varias especies diferentes de arqueas (Dridi et al., 2011) y una importante diversidad de 

hongos, como los 40-80 géneros encontrados en algunas zonas de la piel (Findley et al., 2013). Otros 

constituyentes patogénicos y comensales habituales pero no tan frecuentes son los protozoos 

(blastocystis, parabasálidos, entamoeba y chilomastix principalmente) y los nemátodos (Parfrey et al., 

2014; Wade, 2013). 

La microbiota intestinal humana juega un papel fundamental en el metabolismo humano: permiten una 

absorción eficiente de los nutrientes (Krajmalnik-Brown et al., 2012), nos proporciona vitaminas como 

las del grupo B (folatos, riboflavina o vitamina B12) que no podemos sintetizar, producidas 

principalmente por bacterias ácido lácticas (Gu y Li, 2016), y es crucial para un correcto desarrollo del 

sistema inmunitario (Ximenez y Torres, 2017). Un claro indicador de la importancia de la microbiota 

en nuestra salud es la conexión entre una microbiota intestinal alterada y el desarrollo de enfermedades 

mentales como el Alzheimer (Kowalski y Mulak, 2019), esquizofrenia (Lv et al., 2017) o la depresión 

(Winter et al., 2018).  

Pese a superar en diez veces el número de microorganismos celulares, los virus siguen siendo el 

componente menos estudiado de la microbiota humana. Las comunidades virales asociadas a humanos 

están ampliamente dominadas por virus que infectan bacterias (bacteriófagos) (Breitbart et al., 2003). 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/QH6gS
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https://paperpile.com/c/hcl5SD/3R5h
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https://paperpile.com/c/hcl5SD/fJHDY
https://paperpile.com/c/hcl5SD/7ZURB
https://paperpile.com/c/hcl5SD/Y8yFq
https://paperpile.com/c/hcl5SD/bHqk3
https://paperpile.com/c/hcl5SD/MHT79
https://paperpile.com/c/hcl5SD/O0eFN
https://paperpile.com/c/hcl5SD/Hf0na+43Zii
https://paperpile.com/c/hcl5SD/Hf0na+43Zii
https://paperpile.com/c/hcl5SD/XMXts
https://paperpile.com/c/hcl5SD/Cnz5O
https://paperpile.com/c/hcl5SD/zdAHi
https://paperpile.com/c/hcl5SD/Qize4
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https://paperpile.com/c/hcl5SD/c2D1Y
https://paperpile.com/c/hcl5SD/ushgf
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La mayor parte de estos virus no han sido aún aislados y su papel en la regulación de las comunidades 

bacterianas no ha sido estudiado en profundidad. Junto a los bacteriófagos, existe también una menor 

proporción de virus patógenos humanos mejor caracterizados (Moustafa et al., 2017; Wylie et al., 2014). 

 

1.1. Metagenómica 

La metagenómica, impulsada por el desarrollo de tecnologías de secuenciación masiva de ADN, ha 

desempeñado un papel clave para conocer los microbiomas humanos. Tradicionalmente la obtención de 

información genética de las bacterias presentes en ecosistemas microbianos ha presentado dificultades 

derivadas de problemas para cultivar en laboratorio la inmensa mayoría de los microorganismos que 

existen en la naturaleza (hecho conocido como la “anomalía del contaje en placa”) (Staley y Konopka, 

1985), junto con el elevado coste de la secuenciación de ADN. Con el propósito de superar esta 

limitación surge la metagenómica como: “la aplicación de técnicas genómicas modernas para el estudio 

directo de comunidades de microorganismos en su entorno natural, evitando la necesidad de aislar y 

cultivar cada una de las especies que componen la comunidad” (Chen y Pachter, 2005). El primer estudio 

metagenómico de procariotas se llevó a cabo en aguas hidrotermales secuenciando el gen marcador que 

codifica por ARN ribosómico 5S (Stahl et al., 1984). Pocos años después se publicó el primer estudio 

metagenómico basado en la secuenciación del gen que codifica para el ARN ribosómico 16S (Schmidt 

et al., 1991; Woese, 1987). La secuenciación de amplicones de este gen marcador sigue siendo, a día de 

hoy, el método más empleado para explorar comunidades bacterianas. Posteriormente, la metagenómica 

funcional permitió identificar genes con funciones específicas presentes en bacterias no aisladas 

mediante la preparación de librerías de ADN provenientes de muestras naturales en plásmidos o en 

cromosomas artificiales de bacterias (BACs) (Handelsman et al., 1998). La secuenciación de estas 

librerías se denomina metagenómica shotgun o secuenciación de genoma completo (Breitbart et al., 

2002; Tyson et al., 2004; Venter et al., 2004). Existe en la actualidad cierta controversia acerca de si el 

término metagenómica debe ser empleado en exclusiva para la secuenciación directa de genomas 

fragmentados (metagenómica shotgun), al ser el único método que proporciona información de todos 

los genes de los genomas de la comunidad. Sin embargo, otros autores piensan que también es adecuado 

su uso para la secuenciación de genes marcadores como ARNr 16S, ya que este método proporciona 

información genética de la comunidad completa de microorganismos de un ambiente aunque esté basada 

en el estudio de un único gen conservado (Laudadio et al., 2018). El estudio metagenómico de las 

comunidades de virus (viromas) presenta una serie de dificultades adicionales a las de los 

microorganismos celulares. La principal es la ausencia de genes marcadores universales entre todas las 

familias virales, lo que obliga a la utilización de técnicas metagenómicas shotgun de secuenciación de 

genomas completos, una aproximación técnica y económicamente más costosa que requiere un análisis 

más complejo (Thurber et al., 2009). Además, debido al menor tamaño que tienen los genomas virales 

en comparación con los celulares, los protocolos de metagenómica de virus exigen una serie de pasos 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/lGcKW+jK32H
https://paperpile.com/c/hcl5SD/cgPV
https://paperpile.com/c/hcl5SD/cgPV
https://paperpile.com/c/hcl5SD/dOhoX
https://paperpile.com/c/hcl5SD/4cWJP
https://paperpile.com/c/hcl5SD/qwLkq+TKvYM
https://paperpile.com/c/hcl5SD/qwLkq+TKvYM
https://paperpile.com/c/hcl5SD/Djm1q
https://paperpile.com/c/hcl5SD/VTbIV+YZecn+Zqkb9
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https://paperpile.com/c/hcl5SD/g8xmQ
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iniciales de enriquecimiento de partículas virales y amplificaciones inespecíficas que pueden introducir 

sesgos en la composición de la comunidad (sección 2.3. de Introducción) (Parras-Moltó y López-

Bueno, 2018). Pese a ello, la metagenómica de virus está provocando una verdadera revolución en el 

campo de la virología, permitiendo vislumbrar la enorme diversidad genética de las comunidades 

naturales de virus, lo que representa un primer paso necesario para entender cómo los virus regulan las 

comunidades microbianas. Una ventaja sobre los metagenomas de bacterias es que, como consecuencia 

del menor tamaño de los genomas virales, es factible ensamblar varios genomas completos de virus 

directamente desde metagenomas, facilitando la identificación de nuevas especies. 

 

1.2. Secuenciación masiva 

El impulso definitivo de la metagenómica ocurrió a mediados de la década pasada, gracias al desarrollo 

de la secuenciación masiva o de siguiente generación (next generation sequencing, NGS). Estas técnicas 

se basan en la miniaturización y paralelización de las reacciones de secuenciación incrementando 

exponencialmente el número de secuencias obtenidas y reduciendo enormemente su coste económico 

(Shendure y Ji, 2008). Actualmente, la tecnología de secuenciación masiva más utilizada es la 

comercializada por Illumina®. Esta compañía ofrece una amplia variedad de plataformas de 

secuenciación por síntesis que permiten obtener, desde 4 millones de secuencias en los equipos iSeq 100 

System, hasta 20.000 millones de secuencias de los equipos NovaSeq 6000 System q 

(https://www.illumina.com/). Frente a las secuencias pareadas cortas (hasta 2x300pb) de alta calidad 

(>99,5% de fiabilidad) generadas por los secuenciadores de Illumina®, han surgido en los últimos años 

otras plataformas que hacen secuenciación de molécula única en tiempo real. Estas tecnologías 

proporcionan secuencias de menor calidad pero de mayor tamaño. Así, Pacific Biosciences (PacBio®, 

https://www.pacb.com/) genera 0,05-0,5 millones de secuencias por carrera con un tamaño medio de 

10-35 kpb. En cuanto a la calidad de las secuencias, éstas presentan un error medio de un 13%, que se 

corrige a través de la secuenciación repetida de la misma molécula, generando “lecturas circulares 

consenso cortas” con una calidad superior al 99% (Pootakham et al., 2017). Otra compañía que compite 

en el ámbito de secuencias de gran tamaño es Oxford Nanopore Technologies© 

(https://nanoporetech.com/). Esta compañía proporciona un número muy variable de secuencias, que al 

igual que PacBio®, presentan aún una baja fiabilidad de secuencia, pero que pueden llegar hasta los dos 

millones de nucleótidos (Payne et al., 2018) en equipos de muy pequeño tamaño conectados a un 

ordenador portátil o a un teléfono móvil (Quick et al., 2014). 

 

1.3. Impacto de la metagenómica en el estudio de la microbiota humana 

El uso de las técnicas de secuenciación masiva en estudios metagenómicos ha provocado una auténtica 

revolución en el conocimiento de la microbiota humana. Uno de los proyectos de metagenómica más 

importantes llevados a cabo hasta la fecha ha sido el Proyecto Microbioma Humano (HMP, (Human 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/t6zCH
https://paperpile.com/c/hcl5SD/t6zCH
https://paperpile.com/c/hcl5SD/UKDoy
https://www.pacb.com/
https://paperpile.com/c/hcl5SD/49Bgn
https://paperpile.com/c/hcl5SD/VFNGo
https://paperpile.com/c/hcl5SD/jlwQZ
https://paperpile.com/c/hcl5SD/va5TM
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Microbiome Project Consortium, 2012). Sólo en este proyecto se generaron 5.177 metagenomas 

humanos de hasta 14 ecosistemas diferentes de 242 individuos sanos distintos. Alguno de sus objetivos 

principales fueron: entender cuáles son los componentes microbianos que contribuyen a la fisiología 

normal de nuestro cuerpo en estado de salud, analizar la estabilidad de nuestra microbiota en el 

transcurso del tiempo, estudiar las diferencias entre la microbiota de individuos sanos o la existencia de 

un núcleo (core) microbiano común a todos los humanos (Nash et al., 2017; Turnbaugh et al., 2009). 

Desde entonces se han llevado a cabo un gran número de estudios comparativos de los microbiomas en 

individuos sanos y afectados por algún tipo de enfermedad que han desvelado en algunos casos 

importantes alteraciones en las comunidades de bacterias en situaciones de enfermedad (disbiosis). Por 

ejemplo, en obesidad se ha observado un aumento de Firmicutes en detrimento de Bacteroidetes (Ley 

et al., 2006), en cirrosis se ha observado un aumento de Streptococcus y Veillonella (Qin et al., 2014). 

También se ha detectado disbiosis en enfermedades como Crohn (Wang et al., 2016), diabetes (Qin et 

al., 2012) o incluso enfermedades mentales (Kowalski y Mulak, 2019; Lv et al., 2017; Winter et al., 

2018). Un objetivo común a muchos de estos estudios es la identificación de biomarcadores de 

enfermedad con valor clínico. En este sentido, un campo actualmente activo en investigación es la 

identificación con potentes herramientas estadísticas de determinados genes directamente en 

metagenomas shotgun como posibles biomarcadores de enfermedad (Wu et al., 2018). 

El enorme volumen de información generado en los estudios genómicos y metagenómicos ha propiciado 

el desarrollo de una gran variedad de herramientas bioinformáticas y métodos estadísticos para su 

análisis (Afgan et al., 2018; Caporaso et al., 2010; Package et al., 2000), así como la ampliación de las 

infraestructuras que mantienen las diferentes bases de datos online de secuencias y cuyo crecimiento ha 

sido exponencial desde la aparición de la secuenciación masiva (Benson et al., 2018; Chen et al., 2017; 

Glöckner et al., 2017) (Fig. 1). 

 

 
Figura 1. Evolución del número de secuencias contenidas en las bases de datos WGS (GenBank) 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/statistics/), RefSeq (GenBank) y SILVA (https://www.arb-silva.de/). 

Desde 1992, el número de nucleótidos depositados en el GenBank se ha duplicado aproximadamente cada 18 

meses. 
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2. Estudio de las comunidades virales 

Los virus constituyen el componente más abundante y genéticamente diverso de los ecosistemas 

microbianos, pero también el menos conocido. Se estima que la biosfera alberga 1x1031 partículas virales 

(Fuhrman, 1999; Suttle, 2007) que encierran una enorme diversidad genética, en su mayor parte 

desconocida (Angly et al., 2006). Pese a la visión negativa que les hemos atribuido por su capacidad de 

producir enfermedades en humanos, animales de ganadería y en cultivos de plantas, la inmensa mayoría 

de los virus que existen en la naturaleza son virus que infectan otros microorganismos. Los bacteriófagos 

son los principales constituyentes de estas poblaciones. Los bacteriófagos fueron descubiertos a 

principios del siglo XX (d’Herelle, 1917; Twort, 1915) y su estudio ha sido clave para alcanzar muchos 

de los hitos más importantes de la biología molecular (Salmond y Fineran, 2015). El papel que estos 

bacteriófagos desempeñan en el control de las comunidades de bacterias de nuestro cuerpo ha sido poco 

estudiado. 

 

2.1. Control de las comunidades microbianas por bacteriófagos 

El modelo más sencillo de regulación de la composición microbiana por virus es el conocido como 

Killing-the-Winner o “muerte del ganador”. Este modelo de interacción está basado en una relación 

depredador-presa en la que la actividad lítica de algunos virus controla la abundancia de aquellos 

hospedadores que superan un determinado umbral de densidad. De esta forma, consiguen amortiguar 

cambios drásticos en la población bacteriana manteniendo una alta diversidad (Rodriguez-Brito et al., 

2010; Winter et al., 2010). Este tipo de interacción tiene un papel muy importante en el control de 

comunidades microbianas en ambientes naturales, sin embargo, parece no ser tan importante en los 

ecosistemas microbianos asociados a humanos, ya que muchos viromas humanos están dominados por 

bacteriófagos de la familia Siphoviridae con un ciclo vital predominantemente lisogénico (Minot et al., 

2011; Reyes et al., 2010). En general, la relevancia del ciclo lisogénico de los bacteriófagos queda de 

manifiesto al observar que en torno a un 60-70% de todos los genomas bacterianos secuenciados 

contienen profagos (Casjens, 2003; Paul, 2008). La dinámica de interacción entre los bacteriófagos 

lisogénicos y sus hospedadores es mucho más compleja y variada que la de los virus exclusivamente 

líticos. Existen muchos ejemplos de relaciones de mutualismo donde los profagos pueden proporcionar 

a sus hospedadores una serie de genes que mejoran su viabilidad, como genes de resistencia a 

antibióticos (Quirós et al., 2014), genes de virulencia  como la toxina colérica codificada en el profago 

CTX integrado en el genoma de Vibrio cholerae (Waldor y Mekalanos, 1996), genes de la maquinaria 

fotosintética (Sharon et al., 2009), o del metabolismo de aminoácidos o azúcares, denominándose estos 

últimos como “genes metabólicos auxiliares” (Auxiliary Metabolic Genes, AMG) (Breitbart et al., 2007). 

Un ejemplo de la complejidad de este tipo de asociaciones es la transferencia horizontal de CRISPRs 

mediada por bacteriófagos, donde el hospedador puede adquirir inmunidad frente a otros bacteriófagos 

y el bacteriófago propaga un mecanismo de defensa contra bacteriófagos competidores (Minot et al., 
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2013, 2011). En términos globales, la relación entre lisogenia y densidad de hospedadores no está clara. 

Algunos estudios proponen que el estado de lisogenia es más frecuente a baja densidad de hospedador 

(Jiang y Paul, 1998; Paul, 2008), apoyando la idea del modelo Kill-the-Winner, donde la transición entre 

lisogenia y lisis se da por el aumento de la densidad de éstos. Sin embargo, estudios recientes proponen 

un modelo que explicaría la convergencia de una elevada proporción de bacteriófagos lisogénicos con 

densidades de hospedadores altas (Piggyback-the-Winner) (Knowles et al., 2016).  

Con respecto a la incidencia directa que los bacteriófagos pueden tener en la salud humana, se ha 

propuesto un mecanismo por el cual los bacteriófagos se disponen en las mucosas como barrera no 

inmunológica ante la posible colonización por bacterias patógenas (Barr et al., 2013). 

 

2.2. Metagenómica de virus 

Pese a que los virus dominantes en la mayor parte de los ambientes naturales son bacteriófagos, casi 

todos los esfuerzos de la comunidad científica se han centrado en estudiar virus eucarióticos que infectan 

humanos, animales o cultivos de plantas. Además, la caracterización de nuevos bacteriófagos ha estado 

tradicionalmente limitada por las dificultades para cultivar sus hospedadores. Como consecuencia, las 

comunidades de virus se han estudiado en menor profundidad que el resto de microorganismos celulares, 

y las bases de datos de genomas virales son las que tienen menos información. Por todo ello, la 

metagenómica ha tenido un gran impacto dentro del campo de la virología, permitiéndonos acceder a 

estas comunidades de bacteriófagos pobremente estudiadas (Angly et al., 2006; Reyes et al., 2010), así 

como identificar nuevos virus humanos, como nuevas variantes divergentes del virus ébola (Towner et 

al., 2008), nuevos rhabdovirus (Grard et al., 2012) o arenavirus (Briese et al., 2009). A diferencia de los 

microorganismos celulares, los virus no poseen un gen marcador universal conservado entre todas sus 

familias virales, por lo que el estudio de los viromas está basado en la secuenciación de genomas 

completos fragmentados (metagenómica shotgun). Teniendo en cuenta la gran cantidad de secuencias 

obtenidas en estos estudios de metagenómica shotgun con los sistemas de secuenciación NGS actuales, 

y el pequeño tamaño de los genomas virales en comparación con los genomas celulares, resulta 

relativamente fácil ensamblar de novo varios genomas completos de virus directamente desde 

metagenomas. 

En los últimos años hemos asistido a la publicación de numerosos estudios metagenómicos de virus 

procedentes de diferentes hábitats del cuerpo humano. Uno de los ecosistemas microbianos mejor 

estudiados mediante técnicas metagenómicas es el tracto intestinal. Los primeros estudios estimaron que 

la diversidad de bacteriófagos en este compartimento varía entre 10-984 genotipos diferentes (Minot et 

al., 2011; Reyes et al., 2010), donde las familias más representadas son Siphoviridae, Myoviridae, 

Podoviridae, en mucha menor proporción Microviridae, y un porcentaje muy menor de virus 

eucarióticos. Además, en estos trabajos se demostró que los viromas del tracto intestinal son muy 
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diferentes en su composición de bacteriófagos entre individuos adultos distintos, incluso entre gemelos 

monocigóticos (Reyes et al., 2010), aunque son similares durante la infancia (Lim et al., 2015; Reyes et 

al., 2015). Pese a la gran variabilidad del viroma intestinal entre adultos, también se ha podido identificar 

un núcleo de bacteriofagos compartidos (Broecker et al., 2017). Otra característica de estos viromas es 

que son estables en el tiempo (Reyes et al., 2010), aunque el tipo de dieta puede ser uno de los factores 

que explique su variabilidad entre individuos distintos (Minot et al., 2011). En este sentido, también se 

ha observado que estos viroma tienden a converger en individuos que conviven en la misma casa (Ly et 

al., 2016). Estudios recientes han observado que las comunidades virales pueden variar en enfermedades 

como Crohn o colitis ulcerosa, donde se ha observado un aumento en la diversidad de Caudovirales en 

paralelo a una reducción de la diversidad de sus hospedadores (Norman et al., 2015), o en infecciones 

crónicas de Clostridium difficile donde se ha observado una disminución de la riqueza de Caudovirales 

(Zuo et al., 2018). 

El estudio de la comunidad de virus de ARN ha sido abordado en numerosas ocasiones para buscar 

posibles agentes etiológicos de enfermedades derivadas del tracto intestinal. El primer estudio de 

viromas de ARN en heces humanas encontró que el virus mayoritario es un virus de plantas proveniente 

de la ingesta de alimentos (Pepper mild mottle virus) (Zhang et al., 2006). También se han detectado 

otros virus que pueden tener un impacto mayor en la salud del tracto intestinal como picornavirus y 

picobirnavirus en pacientes de diarrea (Holtz et al., 2014; Smits et al., 2014), y varios picornavirus en 

parálisis flácida (Victoria et al., 2009). Por el contrario, otros estudios han determinado que algunos 

virus como los norovirus puede ejercer una función homeostática en el intestino estimulando el correcto 

desarrollo de la microvellosidades intestinales y supliendo la función de bacterias comensales 

(Kernbauer et al., 2014). 

Aunque en menor profundidad, también se han estudiado los viromas de ADN de otros ecosistemas 

asociados a humanos. Los viromas de orina (Rani et al., 2016; Santiago-Rodriguez et al., 2015) están 

también dominados por bacteriófagos con una pequeña proporción de virus eucarióticos como 

papilomavirus, polyomavirus y anellovirus. El viroma de la piel está dominado por bacteriófagos de las 

familias Siphoviridae y Myoviridae con un importante repertorio de genes de virulencia y resistencia a 

antibióticos, así como genes indicativos de un ciclo vital predominantemente lisogénico. La piel también 

contiene una población minoritaria de virus eucarióticos como papilomavirus y Poxvirus (Hannigan et 

al., 2015). En sangre, se han empleado técnicas metagenómicas diversas que han permitido encontrar 

una gran abundancia de secuencias de virus de las familias Anelloviridae y Herpesviriridae, seguidas 

de otros  virus menos frecuentes como adenovirus, VIH, HTLV, los  virus de la hepatitis B y C, 

parvovirus B19 o el virus de la gripe (Breitbart y Rohwer, 2005; Furuta et al., 2015; Moustafa et al., 

2017). En muestras de ADN libre en sangre de personas tratadas con inmunosupresores y antivirales 

antes de recibir un trasplante de órganos se ha observado un aumento drástico en los niveles de 
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secuencias de anellovirus, pudiendo representar un marcador útil de inmunodepresión (De Vlaminck et 

al., 2013). 

 

2.3. Sesgos metodológicos en el estudio metagenómico de las comunidades de virus  

El estudio metagenómico de las comunidades virales requiere en muchos casos la aplicación de 

metodologías de enriquecimiento de partículas virales debido a la mayor cantidad de material genético 

procedente de organismos celulares. Desafortunadamente, estos procedimientos pueden alterar 

sustancialmente la composición original de las comunidades virales. Los protocolos de enriquecimiento 

más usados (Parras-Moltó y López-Bueno, 2018; Pride et al., 2011a; Thurber et al., 2009) se basan en 

centrifugaciones a baja velocidad, filtraciones con filtros de 0,22-0,45μm, ruptura de membranas 

celulares con cloroformo, gradientes de CsCl y tratamientos con nucleasas para la digestión de material 

genético no protegido. Alguno de estos pasos, como los gradientes de CsCl, sesgan las poblaciones 

virales hacia los bacteriófagos con colas (Castro-Mejía et al., 2015; Kleiner et al., 2015; Thurber et al., 

2009). El cloroformo rompe la membrana de los virus con envuelta (Willner et al., 2011) y la elección 

entre los filtros de 0,22 o 0,45μm durante la filtración tiene por un lado un efecto en el grado de 

contaminación bacteriana, pero por otro lado también influye en la eliminación de virus de gran tamaño 

como los miembros de las familias Poxviridae, Asfarviridae, Iridoviridae, Ascoviridae, Phycodnavirus, 

Mimiviridae y Marseilleviridae (Colson et al., 2013; Hoyles et al., 2014; Popgeorgiev et al., 2013), así 

como los llamados bacteriófagos Jumbo, con genomas de hasta 200 kpb (Yuan y Gao, 2017).  

Otro de los puntos críticos en la obtención de viromas es la cantidad de genomas virales de ADN y ARN 

obtenida, que en muchos casos está por debajo de las cantidades mínimas requeridas para la preparación 

de librerías de secuenciación masiva. Esta limitación es especialmente crítica cuando se trabaja con 

muestras procedentes de ambientes extremos (López-Bueno et al., 2009) o con determinadas muestras 

humanas (Breitbart y Rohwer, 2005; Parras-Moltó y López-Bueno, 2018). Para solucionar este problema 

se emplean métodos de amplificación inespecífica o aleatoria del ADN viral. Estos métodos también 

pueden introducir sesgos que alteren las proporciones relativas de virus presentes en la comunidad 

original. Entre los métodos más usados se encuentran la “amplificación de cebador único independiente 

de secuencia” (SISPA) (Breitbart y Rohwer, 2005; Froussard, 1992), que se basa en el uso de 

oligonucleótidos pseudo-degenerados de aproximadamente 20 nucleótidos con una región de 6-12 

nucleótidos aleatorios en el extremo 3’ y una región de secuencia conocida en el extremo 5’ que permite 

su posterior amplificación por PCR. Este tipo de amplificación puede generar un sesgo debido a la 

preferencia de su región constante por secuencias similares de la muestra. Otra de las técnicas más 

utilizadas es la llamada LASL (Breitbart et al., 2002), basado en la amplificación por PCR de librerías 

obtenidas por la ligación de marcadores específicos en los extremos de las secuencias (Angly et al., 

2006). Por último, otro de los métodos más utilizados es la amplificación por “desplazamiento múltiple 

de banda” (MDA) (Blanco et al., 1989; Dean et al., 2002), que a diferencia de los anteriores métodos 
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consiste en una amplificación isotérmica con cebadores aleatorios de 6 nucleótidos modificados y la 

polimerasa de alta fidelidad y procesividad del bacteriófago Φ29. Uno de los sesgos más conocidos de 

este método es la sobreamplificación de genomas circulares pequeños (Kim et al., 2008). 

 

3. Cavidad bucal humana 

La cavidad bucal constituye el punto de conexión entre el mundo exterior y los tractos respiratorio y 

gastrointestinal, siendo el principal portal de entrada de muchos patógenos. Las principales morfologías 

bacterianas se describieron en 1683 por Antonie van Leeuwenhoek utilizando lentes de aumento 

sencillas y muestras de placa dental (Anderson, 2016). Actualmente se estima que la boca alberga más 

de 1.000 especies bacterianas diferentes (Dewhirst et al., 2010), varios tipos de arqueas (Matarazzo et 

al., 2011; Vianna et al., 2006), protozoos (Belda-Ferre et al., 2012), y hongos (Ghannoum et al., 2010), 

además de entre 300 y 2.000 especies distintas de virus (Pride et al., 2011a). Estos microorganismos 

crecen en ambientes tan dispares como la mucosa oral o la placa dental, y están en continua 

comunicación por la acción de la saliva. Por otro lado, estas poblaciones están sujetas a profundos 

cambios fisicoquímicos, como la alteración del pH por la fermentación de los alimentos y la acción 

tamponadora de la saliva, la ingesta de alimentos muy variados o la exposición transitoria a compuestos 

como los del tabaco (Camelo-Castillo et al., 2015). Además, las poblaciones de microorganismos de la 

boca sufren disminuciones drásticas y periódicas derivadas de prácticas comunes de higiene oral como 

el cepillado y el enjuague con antisépticos (Dewhirst et al., 2010; Proctor y Relman, 2017; Wade, 2013). 

La alimentación juega un papel importante en el desarrollo de ciertas comunidades microbianas. Por 

ejemplo, el consumo de carbohidratos aumenta la concentración de Lactobacillaceae (Kato et al., 2017) 

o la de bacterias acidogénicas y acidúricas, como Streptococcus mutans (Morhart y Fitzgerald, 1976; 

Wade, 2013), considerada entonces como una de las causas primarias del desarrollo de caries. 

La microbiota asociada a la placa dental evoluciona con los años. La colonización del diente comienza 

en el nacimiento (Nelson-Filho et al., 2013), y durante la niñez el diente es colonizado en primer lugar 

por una gran variedad de bacterias del género Streptococcus (alrededor de un 80% del total de bacterias) 

(Nyvad y Kilian, 1987) como Streptococcus mitis y Streptococcus sanguinis, seguidos en menor 

proporción por Actinomyces (Li et al., 2004). En la edad adulta se pueden detectar hasta 15 filos distintos, 

donde predominan Fusobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes y 

Espiroquetas (Dewhirst et al., 2010). Se han detectado diferencias en la microbiota dental según el 

ambiente estudiado. Así, en la placa supragingival hay una mayor abundancia de Actinomyces y en placa 

subgingival de Prevotella (Ziouani et al., 2015). También se han observado diferencias importantes en 

la composición microbiana de la placa dental en función de la localización precisa de la pieza dental 

(Simón-Soro et al., 2013). En la mucosa oral de individuos adultos predominan bacterias del género 

Streptococcus seguidas de bacterias de los géneros Haemophilus, Neisseria, Prevotella y Veillonella 

(Bik et al., 2010). La saliva está formada por una mezcla de bacterias procedentes de todos los ambientes 
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de la boca, sin embargo su composición es más parecida a la de la mucosa oral que a la de la placa 

supragingival (Gomar-Vercher et al., 2018). 

 

3.1. Comunidades virales de la cavidad bucal humana 

La inmensa mayoría de los virus de la boca son bacteriófagos con cola del orden Caudovirales, 

principalmente de la familia Siphoviridae, que tienen un ciclo vital predominantemente lisogénico 

(Abeles et al., 2014), seguidos por bacteriófagos de la familia Myoviridae, de ciclo preferentemente 

lítico. Las comunidades de bacteriófagos de la boca son estables en el tiempo (Abeles et al., 2014; Ly et 

al., 2016) y muy diferentes entre individuos, ya que la mayoría de los virus son detectados en unos pocos 

individuos. Aunque tenemos un conocimiento menor comparado con los viromas del tracto intestinal, 

la boca también alberga algún bacteriófago y varios virus eucarióticos comunes entre individuos 

distintos (Pérez-Brocal y Moya, 2018; Wylie et al., 2014). En la cavidad bucal las comunidades de 

bacteriófagos de individuos que cohabitan tienden a converger (Ly et al., 2016; Robles-Sikisaka et al., 

2013), sugiriendo cierto grado de plasticidad. A pesar de que estudios anteriores demostraron una 

relación entre el viroma y el género del donante de la muestra (Abeles et al., 2014), estudios recientes 

con un mayor número de muestras estudiadas han visto que no existe una tendencia clara (Pérez-Brocal 

y Moya, 2018). El impacto del tratamiento con antibióticos en la comunidad de bacterias de la boca 

también provoca alteraciones importantes en sus comunidades de virus (Abeles et al., 2015). 

Pese a que las comunidades de virus de la cavidad bucal están dominadas por bacteriófagos, podemos 

encontrar algunos virus eucarióticos en proporciones bajas. En la mayoría de adultos es frecuente 

encontrar Roseolovirus (HHV-6 y HHV-7), papilomavirus, anellovirus y adenovirus (Pérez-Brocal y 

Moya, 2018; Wylie et al., 2014). 

 

3.2. Enfermedades de la cavidad bucal 

Desde hace mucho tiempo se sabe que algunas bacterias juegan un papel fundamental en el desarrollo 

de enfermedades frecuentes de la cavidad bucal como caries o periodontitis (Marsh, 2010). En alguno 

de estos casos su participación en el proceso de la enfermedad parece claro, como el caso de 

Streptococcus mutans y el desarrollo de caries (Fitzgerald y Keyes, 1960), siendo una de las primeras 

especies, junto con Streptococcus mitis, Streptococcus oralis o Streptococcus sanguinis, en colonizar el 

biofilm de placa dental (Jenkinson y Lamont, 2005; Marsh, 2004). De igual modo, el grupo de bacterias 

que conforman la triada roja (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis, Treponema denticola) 

juegan un papel fundamental en el desarrollo de periodontitis (Socransky et al., 1998). Estudios más 

recientes proponen que estas enfermedades pueden ser resultado de desequilibrios en las comunidades 

bacterianas, lo que implicaría a un número mayor de bacterias (Belda-Ferre et al., 2012; Hajishengallis, 

2015; Jenkinson y Lamont, 2005; Mira et al., 2017). Además, una mala salud bucal o alteraciones en la 

microbiota oral se ha relacionado también con algunas enfermedades sistémicas como úlceras y cáncer 
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de estómago (Ndegwa et al., 2018), o con enfermedades cardiovasculares (Kholy et al., 2015). En este 

sentido, se ha demostrado la participación directa en enfermedad coronaria de algunos bacteriófagos 

frecuentes en la cavidad bucal como Streptococcus mitis phage SM1, que expresa proteínas de adhesión 

a plaquetas y facilita la formación de biofilms de Streptococcus mitis, lo que acaba produciendo 

endocarditis (Willner et al., 2011). La detección de altos niveles de Streptococcus mitis en boca puede 

ser indicador también de cáncer pancreático (Farrell et al., 2012), o altos niveles de Capnocytophaga, 

Selenomonas, Veillonella y Neisseria en muestras de saliva pueden tener una relación con el desarrollo 

de cáncer de pulmón (Yan et al., 2015). Más recientemente se ha observado que Fusobacterium 

nucleatum, procedente previsiblemente de la cavidad bucal, está implicado en el desarrollo de cáncer 

colo-rectal (Kostic et al., 2013; Rubinstein et al., 2013; Thomas et al., 2019). A pesar de las 

implicaciones médicas y económicas que tienen las enfermedades de la cavidad oral, a día de hoy no 

existen tratamientos eficientes y no invasivos frente a estas afecciones. 

Aunque los hábitos alimenticios y la higiene oral determinan en gran parte la estabilidad de una 

microbiota oral sana (Morhart y Fitzgerald, 1976; Wade, 2013), se ha sugerido en algún caso y 

demostrado en otros, la presencia de algunas bacterias con potencial antagonista frente a las cariogénicas 

en personas que nunca han padecido caries (Belda-Ferre et al., 2012; Corby et al., 2005; López-López 

et al., 2017). 

 

3.2.1. Caries 

La caries es una enfermedad que afecta a cerca del 90% de la población mundial (Dye et al., 2015; 

Petersen, 2003), englobando un total de 3.900 millones de individuos con caries no tratadas (Marcenes 

et al., 2013), y constituye la enfermedad crónica más extendida entre los niños de entre 5 y 17 años a 

nivel global (Bagramian et al., 2009). La caries surge como resultado de la fermentación de 

carbohidratos por parte de bacterias acidogénicas que crecen en la placa supragingival de los dientes y 

la consiguiente selección y colonización de algunas bacterias acidófilas cariogénicas (Loesche et al., 

1975; Simón-Soro y Mira, 2015). 

Tradicionalmente se ha definido al género Streptococcus como el agente etiológico de la caries dental, 

especialmente a Streptococcus mutans y sobrinus, junto a Lactobacilli (van Houte, 1994). Sin embargo, 

gracias a la metagenómica, ahora sabemos que Streptococcus mutans solo supone un 0,1% de la 

comunidad bacteriana de la placa dental y es el causante de solo un 0,7-1,6% de las lesiones por caries 

(Gross et al., 2012; Simón-Soro et al., 2013). Las lesiones por caries se dan por la acción de un gran 

rango de especies bacterianas como las pertenecientes a Streptococcales, Latobacillus, Actinobacteria, 

donde destacan las Bifidobacterium, Veillonella, Prevotella, Atopobium o Corynebacterium (Aas et al., 

2008; Fejerskov, 2004; Simón-Soro y Mira, 2015) y ocasionalmente levaduras como Candida (Jean et 
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al., 2018). Esto convierte a la caries en una enfermedad polimicrobiana, donde una comunidad de más 

de un centenar de bacterias y algunas levaduras juegan un papel fundamental en su desarrollo.  

Individuos que nunca han sufrido caries carecen de Streptococcus mutans, pero presentan otras especies 

como Streptococcus parasanguinis, Abiotrophia defectiva, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis y 

Streptococcus sanguinis (Belda-Ferre et al., 2012), cuya colonización se ha sugerido que otorga 

protección frente al desarrollo de la caries (Aas et al., 2008). El mecanismo anticaries de estas bacterias 

no se conoce en todos los casos, pero una bacteria del género Streptococcus recientemente aislada de 

placa dental de individuos que nunca han desarrollado caries (Belda-Ferre et al., 2012), Streptococcus 

dentisani, es capaz de frenar el crecimiento de bacterias eminentemente cariogénicas como 

Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus o Prevotella intermedia al secretar al medio bacteriocinas 

específicas y frenar la caída drástica del pH mediante la producción de amonio desde arginina (Camelo-

Castillo et al., 2014; López-López et al., 2017). La viabilidad y eficacia de la administración como 

probiótico de esta bacteria está siendo actualmente evaluada en ensayos clínicos 

(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03522363). 

 

3.2.2. Periodontitis  

La periodontitis es una enfermedad polimicrobiana que causa la destrucción de los ligamentos y el hueso 

alveolar que soporta el diente, generando inflamación, dolor y en última instancia, la pérdida de las 

piezas dentales (Kinane et al., 2017). La periodontitis es una enfermedad que afecta a un 20-50% de la 

población adulta (Eke et al., 2015; Nazir, 2017). Tradicionalmente se ha determinado que son tres las 

especies bacterianas causantes de la periodontitis, conocidas como el “complejo rojo”: Porphyromonas 

gingivalis, Tannerella forsythensis y Treponema denticola (Socransky y Haffajee, 2005). De nuevo, la 

metagenómica ha ampliado el número de bacterias asociadas con esta enfermedad, entre las que se 

incluye Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Hajishengallis y Lamont, 2012) y bacterias de los 

géneros Anaeroglobus, Bulleidia, Desulfobulbus, Filifactor, Mogibacterium, Phocaeicola, Schwartzia, 

TM7 o Streptococcus (Camelo-Castillo et al., 2015). Aunque la causa de la disbiosis en estas 

comunidades bacterianas se desconoce por el momento, el aumento de la actividad lítica de 

bacteriófagos de la familia Myoviridae en el espacio subgingival podría desempeñar un papel importante 

en la enfermedad (Ly et al., 2014). También se ha sugerido la implicación de virus humanos como HHV-

4 y citomegalovirus (Jakovljevic et al., 2015; Zhu et al., 2015). 

 

3.2.3. Estomatitis aftosa recurrente 

La estomatitis aftosa recurrente (afta) es la enfermedad más común de la mucosa oral y la lengua. Su 

forma menor es la causante del 70-85% de los casos de aftas, presentándose como una o varias úlceras 

circulares con un margen eritematoso y un centro amarillo grisáceo que persisten durante 7-14 días 
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(Tarakji et al., 2015). Se desconoce su etiología, pero se han propuesto varios factores como posibles 

causantes, incluyendo factores locales (como un traumatismo), factores nutricionales (como la 

deficiencia de folato y el complejo de la vitamina B), factores inmunológicos, hormonales, estrés, 

alergias alimentarias y factores microbianos (Porter et al., 1998). La comunidad de bacterias de las aftas 

presenta una disminución de Firmicutes y un aumento de Proteobacteria (Hijazi et al., 2015). Aunque 

no existe consenso en la comunidad científica, también se han asociado con esta enfermedad algunos 

virus eucarióticos como HSV1, varicella-zoster, citomegalovirus o adenovirus (Natah et al., 2004; 

Pedersen y Hornsleth, 1993). 

 

3.2.4. Cáncer bucal 

Se conocen varios microorganismos de la cavidad bucal que pueden participar en el desarrollo de cáncer 

en la boca. Los papilomavirus de tipo 16 y 18 son los principales responsables de cáncer en cabeza y 

cuello (Kreimer et al., 2005). También se ha visto que en cáncer oral hay un incremento de ciertas 

bacterias como Capnocytophaga gingivalis, Prevotella melaninogenica y Streptococcus mitis (Mager et 

al., 2005), y más recientemente se han asociado estados de disbiosis en los que se produce un aumento 

de bacterias de los géneros Fusobacterium, Dialister, Peptostreptococcus, Filifactor, Peptococcus, 

Catonella y Parvimonas (Börnigen et al., 2017; Zhao et al., 2017). 

 

4. Uso terapeútico de los bacteriófagos o sus productos génicos 

4.1. Fagoterapia 

El uso clínico de mezclas de bacteriófagos para combatir enfermedades bacterianas se conoce como 

fagoterapia o terapia fágica. Debido a la continua adquisición de resistencias a antibióticos por parte de 

una gran variedad de bacterias patogénicas, la fagoterapia se presenta como una prometedora alternativa 

a los antibióticos. Sus orígenes se remontan al descubrimiento de los bacteriófagos, cuando uno de sus 

descubridores, Felix d'Herelle, propuso el uso de un bacteriófago para el tratamiento eficiente de la 

disentería, en 1919 (d’Herelle, 1917; Summers, 1999). Unos años más tarde se utilizaron bacteriófagos 

para tratar una infección de la piel producida por Staphylococcus (Bruynoghe et al., 1921). El 

descubrimiento de la alta eficacia de los antibióticos hizo que, en la década de los 40, las investigaciones 

basadas en fagoterapia pasaran a un segundo plano. Sin embargo, en Europa del Este, la terapia fágica 

se siguió utilizando con éxito para tratamientos frente a bacterias de los géneros Staphylococcus, 

Pseudomonas, Klebsiella y Escherichia, entre otras bacterias (Babalova et al., 1968; Bogovazova et al., 

1992; Carlton, 1999; Perepanova et al., 1995; Slopek et al., 1984, 1983; Weber-Dąbrowska et al., 2001). 

Debido a la aparición de bacterias con multirresistencias a casi todos los antibióticos disponibles, se han 

financiado numerosos proyectos de investigación en todo el mundo para explorar la eficacia de la 

fagoterapia en la clínica (Furfaro et al., 2018). La validez de la fagoterapia se ha demostrado en modelos 
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animales de infección con Staphylococcus aureus, incluyendo cepas resistentes a meticilinas (MRSA) 

(Grunenwald et al., 2018), Pseudomonas aeruginosa (Forti et al., 2018), Klebsiella pneumoniae (Chadha 

et al., 2017) y Acinetobacter baumannii (Cha et al., 2018). También se ha publicado algunos estudios 

con resultados prometedores en personas con infecciones de estas bacterias (Chan et al., 2018; 

Międzybrodzki et al., 2012; Schooley et al., 2017; Wright et al., 2009). 

En la actualidad, la fagoterapia se emplea en la industria alimentaria para el biocontrol de patógenos 

bacterianos. Por ejemplo, la Food and Drugs Administration (FDA) en Estados Unidos tiene aprobado 

el uso de bacteriófagos contra bacterias como Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Escherichia 

coli O157:H7 o Mycobacterium tuberculosis bajo la clasificación de “considerados como seguros” en 

las cadenas de producción y envasado de los alimentos (Coffey et al., 2010; Endersen et al., 2014; Monk 

et al., 2010; Nannapaneni y Soni, 2015). En clínica, a día de hoy, no existen productos o tratamientos 

basados en terapia fágica licenciados para su uso en enfermedades humanas en la Unión Europea o 

Estados Unidos. Sin embargo, hay registrados al menos 12 ensayos clínicos basados en el uso de 

bacteriófagos para el tratamiento de diferentes infecciones, en su mayoría desarrollados en Estados 

Unidos y Francia (https://clinicaltrials.gov/) (Furfaro et al., 2018), y estamos asistiendo a la aparición 

de decenas de empresas biotecnológicas relacionadas con la fagoterapia 

(http://www.companies.phage.org/). Algunos de los aspectos en los que se está trabajando actualmente 

en este campo son la modificación por ingeniería genética de los bacteriófagos para ampliar su rango de 

hospedador, redirigiendo, por ejemplo, bacteriófagos que infectan Escherichia coli hacia bacterias 

patogénicas como Yersinia pseudotuberculosis o Klebsiella 390 (Ando et al., 2015), el uso de mezclas 

complejas de bacteriófagos para superar la limitación del estrecho rango de hospedador de muchos de 

estos bacteriófagos, o el desarrollo de un marco de regulación adecuado para este tipo de terapias (Pirnay 

et al., 2018) como el propuesto en el proyecto europeo Phagoburn (Rose et al., 2014).  

La fagoterapia presenta una serie de ventajas frente al uso de antibióticos como son: una mayor 

especificidad, ya que muchos bacteriófagos tienen un rango de hospedador estrecho; la auto-

amplificación de las partículas virales; o la baja toxicidad en humanos. Entre sus desventajas podría 

estar el desarrollo de sistemas de defensa bacterianos específicos frente a estos bacteriófagos (Carlton, 

1999), a través de los CRISPRs. 

 

4.2. Tratamientos con proteínas bacteriolíticas codificadas en el genoma de bacteriófagos 

Las lisinas y las holinas son dos tipos de proteínas codificadas en el genoma de los bacteriófagos que 

trabajan en conjunción para lograr la lisis bacteriana y permitir la liberación de la progenie viral. Las 

lisinas, al igual que las lisozimas eucarióticas, rompen los enlaces que forma el peptidoglicano en las 

paredes bacterianas provocando el lisado de estas células por osmólisis. Estas enzimas pueden hidrolizar 

los enlaces entre los monosacáridos que forman el peptidoglicano (N-acetilglucosaminidasas y N-
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acetilmuramidasas), el enlace con la L-alanina de los péptidos que unen cadenas de peptidoglicanos (N-

acetilmuramoil-L-alanina amidasa) o los enlaces entre los aminoácidos de estos péptidos 

(endopeptidasas). Las holinas, por otro lado, son proteínas transmembrana que forman poros en la 

membrana de las bacterias permitiendo el acceso de las lisinas a la pared celular (Young, 1992). Además 

de estas proteínas implicadas en la lisis de las bacterias en las etapas finales del ciclo vital de los 

bacteriófagos, éstos presentan otras actividades enzimáticas asociadas a componentes estructurales de 

la cola de los viriones que producen una hidrólisis local de peptidoglicano durante la entrada de la 

partícula viral (Kanamaru et al., 2005). 

El uso potencial en clínica de las lisinas de los bacteriófagos como alternativa a los antibióticos, ha 

llevado a acuñar el término de enzibióticos (Nelson et al., 2001), y a varios grupos de investigación a 

explorar su actividad y especificidad contra determinadas bacterias (Schmelcher et al., 2012). Algunos 

de los primeros trabajos publicados describieron la capacidad de las lisinas de los bacteriófagos 

pneumococales Cp-1 y Dp-1, A511 y C1 para hidrolizar la pared celular de Streptococcus pneumoniae 

(García et al., 1987; Loeffler, 2001; Nelson et al., 2001; Sheehan et al., 1997) y Streptococcus pyogenes 

(Nelson et al., 2001), respectivamente. Estudios más recientes han demostrado la eficacia de alguna de 

estas lisinas de bacteriófagos en modelos animales (Grandgirard et al., 2008; Jado et al., 2003), 

mejorando el efecto de los antibióticos contra Streptococcus pneumoniae (Corsini et al., 2018; 

Rodriguez-Cerrato et al., 2007) o contra Clostridium difficile (Wang et al., 2015), incluso reduciendo la 

formación de biofilms bacterianos (Domenech et al., 2011; Szafrański et al., 2017). También se han 

obtenido resultados muy prometedores contra Bacillus cereus empleando lisinas del bacteriófago ℽ 

(Schuch et al., 2002), o contra Staphylococcus aureus (incluyendo MRSA) con la endolisina del 

bacteriófago ΦMR11 (Rashel et al., 2007) o la lisina del bacteriófago ΦH5 que lo elimina hasta niveles 

no detectables en leche pasteurizada (Gutiérrez et al., 2018; Obeso et al., 2008). Uno de los principales 

problemas del uso de lisinas es la falta de eficacia frente a bacterias gram-negativas, ya que su membrana 

externa de lipopolisacáridos impide su acceso a la pared de peptidoglicanos. El único caso documentado 

de acción sobre bacterias gram-negativas es el de la lisinas que actúan sobre Acinetobacter baumannii, 

posiblemente debido a su dominio C-terminal cargado positivamente que puede ayudar a atravesar la 

membrana externa (Lood et al., 2015). En este sentido, se han desarrollado lisinas recombinantes contra 

Pseudomonas aeruginosa que tienen fusionadas proteínas de desestabilización de lipopolisacáridos, 

denominadas artilisinas (Briers et al., 2014). Actualmente existen dos ensayos clínicos en humanos 

utilizando diferentes lisinas contra Staphylococcus aureus (Czaplewski et al., 2016). Uno de ellos 

emplea lisina CF-301 para el tratamiento de Staphylococcus aureus en endocarditis, el cual ha 

presentado resultados positivos en fase 2 y va a comenzar la fase 3 (Grunenwald et al., 2018; Indiani et 

al., 2019). Staphefekt XDR.300 es una solución antiséptica ya disponible en el mercado y efectiva contra 

MRSA en infecciones de piel humana y que deriva de la endolisina del bacteriófago SAP-1 de 

Staphylococcus aureus (https://www.staphefekt.com/en/). 
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OBJETIVOS 

 

La boca constituye el principal portal de entrada de patógenos y presenta una microbiota diversa, 

compleja y sometida a numerosos factores abióticos cambiantes. Pese a que cambios en la microbiota 

bucal se han asociado con algunas patologías frecuentes de este ecosistema como la caries, periodontitis 

y estomatitis aftosa recurrente, falta mucho para comprender qué desencadena dichas alteraciones. Pese 

a que los virus presentan múltiples mecanismos de regulación de las comunidades microbianas, los 

viromas de la boca humana han sido pobremente estudiados. La presente tesis doctoral trata de conocer 

mejor estas comunidades de virus en individuos con diferentes estados de salud y enfermedad, 

empleando diversas aproximaciones metagenómicas y herramientas bioinformáticas. Los objetivos 

específicos que nos planteamos fueron: 

 

1.- Evaluar los sesgos en la composición de las comunidades virales que se introducen durante los 

pasos de enriquecimiento de partículas virales y amplificación aleatoria de genomas en estudios 

metagenómicos de virus de ADN. 

 

2.- Caracterizar mediante técnicas metagenómicas las comunidades de virus de ADN de la mucosa 

bucal y la placa dental humana. 

 

3.- Estudiar posibles cambios en las comunidades virales de la placa dental y de la mucosa oral en 

enfermedades frecuentes de la cavidad bucal como caries y estomatitis aftosa recurrente. 

 

4.- Predecir mediante diversas herramientas bioinformáticas el hospedador bacteriano de los 

principales grupos de bacteriófagos de la cavidad bucal. 

 

5.- Identificar componentes clave del viroma bucal humano, como bacteriófagos o enzibióticos, 

que pudieran ser utilizados para restablecer ecosistemas bucales saludables.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. Trabajo en poyata (wet lab) 

1.1. Materiales 

1.1.1. Colección de virus para la construcción de una comunidad sintética 

La comunidad sintética se formó con siete virus de ADN de diferentes características genéticas y 

estructurales (Fig. 2): el virus Vaccinia cepa Western Reserve (WR) se caracteriza por ser un virus 

grande (250x360nm) con envuelta y fue cedido por el doctor Antonio Alcamí (Centro de Biología 

Molecular Severo Ochoa: CBMSO) tras una purificación en colchón de sacarosa; los bacteriófagos λ, 

cedido por Dionisio Ureña (CBMSO) y Φ29, proporcionado por la doctora Margarita Salas (CBMSO), 

presentan algunas de las características más comunes de los bacteriófagos mayoritarios, ya que 

contienen un ADN de banda doble y morfología de cabeza y cola. Estos virus se purificaron dos veces 

en gradientes de CsCl; el bacteriófago con estructura filamentosa M13 fue proporcionado también por 

la doctora Margarita Salas desde un gradiente de CsCl; el Circovirus porcino 2a (PCV2a), procedente 

de un sobrenadante de cultivo clarificado por centrifugación a baja velocidad, fue cedido por el doctor 

Joaquim Segalés (Centre de Recerca en Sanitat Animal. Universidad Autónoma de Barcelona). Estos 

dos últimos virus se caracterizan por presentar un genoma de ADN pequeño y circular; el Parvovirus 

diminuto de ratón cepa p (MVMp), proporcionado por el doctor José María Almendral (CBMSO), se 

caracteriza por tener un tamaño pequeño y un ADN lineal de cadena sencilla. Este virus se purificó 

mediante un gradiente de sacarosa y un gradiente isopícnico de CsCl; el adenovirus humano 5 (AdenoV) 

es un virus sin envuelta y con un genoma de ADN lineal bicatenario. Este virus fue cedido por la doctora 

Carmen San Martín (Centro Nacional de Biotecnología) y procedía de una doble purificación en 

gradientes de CsCl. 

 

1.1.2. Muestras de la cavidad bucal humana 

El protocolo de obtención de muestras de mucosa bucal, placa dental y saliva, y su posterior uso, fue 

explicado por personal cualificado (odontólogos en el caso de placa dental y estomatólogos en el caso 

de saliva y mucosa oral) a todas las personas que voluntariamente se presentaron al estudio. Las muestras 

fueron recogidas tras la firma de un consentimiento informado que contó con la aprobación de los 

comités de ética de la Universidad del País Vasco (UPV) y del Centro Superior de Investigación en 

Salud Pública (CSISP)-Fundación FISABIO de la Comunidad Valenciana. También se obtuvo un 

informe favorable del Comité de Ética de la Investigación de la Universidad Autónoma de Madrid (CEI-

31-792). 
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Figura 2. Representación gráfica de los siete virus que conforman las comunidades sintéticas. Las imágenes 

proceden de la web ViralZone (www.expasy.org/viralzone, SIB Swiss Institute of Bioinformatics (Hulo et al., 

2011)).  

 

1.1.2.1. Muestras de mucosa oral 

Las muestras de mucosa fueron extraídas de individuos sin relación de parentesco por los doctores Asier 

Eguía y José Manuel Aguirre Urizar (Departamento de Estomatología II de la UPV). Estas muestras 

procedían de pacientes que padecían Estomatitis Aftosa Recurrente (EAR) y de individuos sanos. 

Debido a la etiología desconocida de la enfermedad y ante la posibilidad de que existan causas distintas, 

se recogieron muestras exclusivamente de pacientes con aftas simples (dos a cuatro episodios anuales) 

y menores (5-10 mm de tamaño) en epitelio no queratinizado. Se descartaron aquellos pacientes o 

individuos sanos con indicación o sospecha de: 

- Enfermedades autoinmunes relacionadas con aftas complejas: enfermedad de Behcet, lupus 

eritematoso sistémico, síndrome de Reiter, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y enfermedad 

celíaca. 

http://www.expasy.org/viralzone
https://paperpile.com/c/hcl5SD/UGT1t
https://paperpile.com/c/hcl5SD/UGT1t
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- Alteraciones hematológicas: síndromes mielodisplásicos, neutropenia cíclica, síndrome PFAPA 

(fiebre periódica que se asocia a faringitis, adenopatías y aftas orales recurrentes) y síndrome 

de Sweet. 

- Inmunodeficiencias (como la infección por VIH). 

- Lesiones de origen infeccioso: virales (como herpes o virus boca-mano-pie) o bacterianas. 

- Enfermedades mucocutáneas: liquen plano, pénfigo y penfigoide. 

- Neoplasias. 

- Traumatismo bucal (como el uso de prótesis, quemaduras o mordeduras). 

- Periodontitis. 

- Gingivitis severa. 

- Candidiasis. 

- Procesos febriles en el último mes. 

- Procesos infecciosos en vías respiratorias o sistema digestivo en el último mes. 

- Toma de antibióticos en el último mes. 

 

Para la recolección de las muestras de mucosa oral de individuos sanos se frotó un hisopo (Catch-All™ 

Sample Collection Swabs, Epicentre) por la zona vestibular izquierda, derecha e inferior de la boca 

durante unos 10 sg, con cuidado de no tocar piezas dentales. En el caso de pacientes con EAR, se 

tomaron muestras por contacto directo y repetido del hisopo con la úlcera o afta, evitando en la medida 

de lo posible el sangrado. Cada hisopo se sumergió en 800 μl de tampón SM 1x (50 mM Tris pH 7,5, 

100 mM NaCl y 10 mM MgSO4) suplementado con sacarosa al 20% y se agitó presionando contra las 

paredes del tubo para asegurar que la muestra se transfiriera al fluido durante 30 sg. El tampón y la 

sacarosa fueron previamente filtrados con filtros de jeringa con un tamaño nominal de poro de 0,22µm 

(PVDF syringe filters, Millipore). Las muestras se preservaron congeladas a -20ºC hasta su llegada al 

CBMSO y a -80ºC hasta su utilización. La sacarosa minimiza el impacto de la descongelación sobre las 

cápsidas virales como pudimos comprobar en estudios previos de cuantificación de genomas virales 

protegidos de la acción de nucleasas en preparados congelados con y sin sacarosa (datos no mostrados).  

 

1.1.2.2. Muestras de placa supragingival 

Las muestras de placa dental de pacientes sin relación de parentesco fueron extraídas por los doctores 

Alex Mira y Áurea Simón (CSISP-FISABIO). Estas muestras procedían de pacientes que sufrían caries 

activa (individuos enfermos) y de individuos que no habían sufrido nunca una caries registrada 

clínicamente (individuos sanos). Las muestras se recogieron utilizando una cureta de metal para extraer 

la placa supragingival de varias piezas hasta conseguir masa suficiente. En las muestras de individuos 

con caries se evitó tocar directamente la zona afectada por caries. La cureta se sumergió en 400 μl de 

tampón SM 1x con sacarosa al 20% previamente filtrados y se agitó con fuerza durante 5 sg para facilitar 
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la dispersión del material biológico en el tampón. Las muestras se preservaron congeladas a -20ºC hasta 

su llegada al CBMSO y a -80ºC hasta su utilización. 

Los criterios de exclusión de estas muestras fueron: 

- Haber tomado antibióticos durante el último mes. 

- Padecer enfermedades orales como periodontitis. 

- No tener al menos 28 piezas dentales naturales. 

- Haberse cepillado los dientes en las 24h previas al muestreo. 

 

1.1.2.3. Muestras de saliva 

Se recogieron muestras de saliva de los mismos individuos que proporcionaron muestras de mucosa 

oral. Se depositaron aproximadamente 3 ml de saliva no estimulada de cada individuo en tubos cónicos 

y estériles de polipropileno de 15 ml (FalconTM) y se diluyeron en tres volúmenes de tampón SM 1x 

filtrados con el fin de evitar la colmatación de los filtros y la inversión de fases durante la fenolización 

posterior. Las muestras de saliva se recogieron sin estimulación porque ésta induce sesgos en la 

composición de la comunidad microbiana (Gomar-Vercher et al., 2018) A continuación, se realizaron 

tres ciclos de 15 sg de vortex y hielo para evitar el sobrecalentamiento que podría afectar a la estabilidad 

de las cápsidas virales, respectivamente. Las muestras se preservaron congeladas a -20ºC hasta su 

llegada al CBMSO y a -80ºC hasta su utilización. 

Adicionalmente, se prepararon dos mezclas a partir de salivas de siete y nueve individuos aparentemente 

sanos con el objetivo de tener suficiente material como para abordar directamente la preparación de 

librerías de secuenciación masiva sin amplificación al azar. Seis muestras de saliva de ambas mezclas 

procedían de las mismas personas y fueron tomadas con un intervalo de una semana. 

  

1.2. Métodos 

1.2.1. Cuantificación de genomas virales mediante PCR cuantitativa y preparación de 

comunidades sintéticas  

1.2.1.1. Preparación de estándares para PCR cuantitativa 

La determinación del número de genomas virales contenidos en partículas intactas de siete virus de ADN 

(WR, λ, Φ29, M13, MVMp, AdenoV y PCV2a) se hizo mediante PCR cuantitativa utilizando estándares 

de concentración conocida. Los estándares usados consistieron en una serie de plásmidos que contenían 

alguna región clonada de cada genoma viral. Estos plásmidos fueron cedidos, en la mayoría de los casos, 

por los mismos grupos que proporcionaron los preparados virales. El estándar de WR consistió en un 

plásmido pcDNA3-V5His (Invitrogen) con el gen B18R de Vaccinia WR clonado entre las dianas KpnI 

y XbaI; el estándar de AdenoV era un plásmido pUC19 que tiene clonado el gen pIII de Adenovirus 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/aebLB


MATERIALES Y METODOS 

 
33 

humano 5; el estándar del parvovirus MVMp era un plásmido pSVtk que tiene clonado la región de los 

genes estructurales de MVMp; el estándar de PCV2a tiene clonado el genoma completo del virus en la 

diana SacII del plásmido pCR2.1TOPO (Invitrogen); los estándares de Φ29 y λ se construyeron en 

nuestro grupo por Ana Rodríguez Galet a partir de los fragmentos de restricción Hind III de 1.150 y 564 

nucleótidos respectivamente, que se clonaron en ambos casos en el mismo sitio de restricción del 

plásmido pcDNA_3 (Invitrogen). El estándar del bacteriófago M13, a diferencia de todos los anteriores, 

consistió en un producto de PCR de 645 nucleótidos obtenido usando los oligonucleótidos M13 

primer_F HindIII y M13 primer_R EcoRV (Anexos - Oligonucleótidos). Todos los estándares 

consistentes en plásmidos fueron linearizados con enzimas de restricción de sitio único (Fig. 3). 

 

 

Figura 3. Gel de agarosa con los estándares linearizados 

usados para la determinación del número de genomas 

protegidos por cápsidas o envueltas intactas de siete 

virus de ADN. El plásmido con el fragmento del genoma 

de MVMp se linearizó con el enzima de restricción BamHI, 

el plásmido con el fragmento de PCV2a se linearizó con el 

enzima XhoI y los plásmidos con los fragmentos de 

genoma de WR, AdenoV, λ y Φ29 se linearizaron con 

XbaI. Para nuestro estudio utilizamos AdenoV y no 

AdenoV’. Los marcadores moleculares fueron los genomas 

de los bacteriófagos λ y Φ29 digeridos con HindIII. 

 

 

 

Todos los estándares fueron cuantificados mediante NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific) y Quant-

iT™ PicoGreen® dsDNA Assay. Los oligonucleótidos empleados en las PCR cuantitativas se diseñaron 

con el programa Primer3Plus (Untergasser et al., 2012) con los siguientes parámetros: 18-22 

nucleótidos, temperatura de alineamiento de 58-62ºC, homopolímeros de tres nucleótidos máximo y 

tamaños de amplificación de 80-150 pb (Anexos - Oligonucleótidos). 

 

1.2.1.2. Cuantificación por PCR cuantitativa 

Para la cuantificación de los genomas virales presentes en partículas virales intactas de cada preparado 

de virus se hizo un tratamiento con una mezcla de nucleasas previo a la extracción de los genomas 

virales con proteinasa K, SDS y fenol/cloroformo (ver descripción pormenorizada de estos tratamientos 

en la siguiente sección). La amplificación por PCR cuantitativa de los genomas purificados y de los 

estándares se realizó en placas de 384 pocillos acopladas a dos termocicladores diferentes: (i) ABI 

PRISM 7900HT SDS usando el fluoróforo QuantiTect SYBR1 Green PCR Kit (Qiagen, Courtaboeuf, 

France), y siguiendo las instrucciones del fabricante. El volumen final de reacción fue de 10 μl y el 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/7xcW
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protocolo de temperaturas consistió en una desnaturalización inicial a 95ºC 15 min, seguido por 40 ciclos 

de desnaturalización a 94ºC 15 sg, alineamiento a 60ºC 30 sg y elongación a 72ºC 30 sg; y (ii) CFX384 

Touch thermocycler (BioRad) usando el fluoróforo SsoFast EvaGreen Supermix (BioRad), y siguiendo 

las instrucciones del fabricante. El volumen final de reacción fue de 10 μl y el protocolo de temperaturas 

consistió en una desnaturalización inicial a 95ºC 30 sg, seguido por 40 ciclos de desnaturalización a 

95ºC 5 sg y alineamiento-elongación a 60ºC 5 sg. Para cada punto se hicieron triplicados técnicos y para 

cada pareja de oligos se añadió un control negativo con agua en lugar de ADN. La evaluación de la 

especificidad del proceso se realizó mediante la monitorización de un ciclo de desnaturalización a 95ºC 

durante 5 sg sobre el producto final amplificado, en ambos casos. 

 

 
Figura 4. PCR cuantitativa desde cantidades conocidas de cada uno de los estándares de siete virus de ADN. 

Se representa la relación lineal entre el logaritmo del número de moléculas empleadas y el número de ciclos 

necesarios para detectar un determinado nivel de amplificación (Ct: cycle threshold). 

 

 

Finalmente, los resultados fueron analizados en el software SDS 2.4 (Applied Biosystem). La 

cuantificación absoluta de los genomas virales resultantes se realizó mediante interpolación en la recta 

obtenida con las diluciones seriadas de los estándar (Fig. 4). Las PCRs de los estándares tuvieron una 

eficiencia en torno al 91,21-105,82% en rangos dinámicos de 5-7 órdenes logarítmicas, y con valores de 

R2 por encima de 0,996. La presencia de contaminaciones en las PCR cuantitativas se determinó 
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mediante curvas de desnaturalización (melting). Los análisis se representaron de forma gráfica 

utilizando el paquete ggplot2 (Wickham, 2016) de R v3.2.3 (R Core Team (2017), 2017). 

1.2.2. Preparación de comunidades virales sintéticas  

Para la preparación de comunidades virales sintéticas se hicieron mezclas balanceadas con igual 

cantidad de material genético procedente de los siete virus de ADN, preparadas en tampón SM 1x. Para 

ello, se determinó la concentración de genomas virales en partículas intactas por PCR cuantitativa (ver 

apartado anterior) y se mezclaron cantidades equivalentes de ADN hasta un total de 20 ng de ADN viral 

en la primera comunidad sintética y 120 ng en la segunda. En 

esta última solo se pudo incluir un número de moléculas de 

PCV2a equivalente a 0,88 ng por agotamiento del único 

preparado disponible.  

 

Figura 5. Esquema de los pasos seguidos para la obtención de 

viromas orales. Se representa de forma secuencial la extracción de 

muestras, la purificación de genomas virales, la amplificación al 

azar del material genético y la secuenciación masiva. La figura es 

una modificación de publicada en el capítulo del libro The Human 

Virome (Parras-Moltó y López-Bueno, 2018). 

 

 

1.2.3. Enriquecimiento de partículas virales y purificación 

de genomas virales  

Las muestras de la cavidad bucal y las comunidades sintéticas 

se procesaron siguiendo un protocolo sencillo de 

enriquecimiento de partículas virales y posterior extracción 

del material genético protegido por cápsidas o envueltas 

virales. El protocolo completo se encuentra publicado con 

más detalle en el capítulo del libro The Human Virome 

(Parras-Moltó y López-Bueno, 2018) (Fig. 5). 

 

1.2.3.1. Centrifugación y filtración 

A cada una de las muestras procedentes de placa dental y 

mucosa se le añadió un volumen de tampón SM 1x con el 

objetivo de diluir la concentración de sacarosa y evitar 

problemas durante los pasos de extracción con fenol y 

cloroformo, ya que habíamos previamente comprobado que 

la fenolización de un tampón con 20% de sacarosa provocaba 

la inversión de las fases. A continuación, las muestras se 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/q3wZ5
https://paperpile.com/c/hcl5SD/dXCi8
https://paperpile.com/c/hcl5SD/t6zCH
https://paperpile.com/c/hcl5SD/t6zCH
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agitaron mediante tres ciclos de vortex durante 20 sg e incubación a 4ºC para evitar el 

sobrecalentamiento. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 3.000 g durante 10 min y el 

sobrenadante se transfirió a tubos estériles de 1,5 ml de baja unión a proteínas, cierre seguro y libre de 

ADN humano y nucleasas (Eppendorf). Este paso se repitió con el objetivo de tener una muestra lo más 

libre posible de bacterias. La filtración se realizó usando filtros de 0,45μm (PVDF syringe filters, 

Millipore) para permitir el paso de algunos virus de gran tamaño, siendo conscientes de que estos filtros 

no eliminan la totalidad de las bacterias de pequeño tamaño. 

Para evaluar la eficiencia de la centrifugación y filtración en la eliminación de bacterias, cultivos puros 

de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Roseobacter litoralis se incubaron a 37ºC con agitación 

hasta alcanzar una densidad óptica de 0,6 a 600 nm. En los dos primeros casos se usó medio LB (Bacto-

triptona 10 g/L, extracto de levaduras 5g/L y NaCl 10 g/L) y en el caso de Roseobacter litoralis se utilizó 

medio Marine broth 2216. Alícuotas de 1 ml se centrifugaron según el protocolo indicado anteriormente 

y/o se filtraron a través de filtros de 0,45μm (PVDF syringe filters, Millipore). El número de bacterias 

viables formadoras de colonias resultantes se cuantificó mediante plaqueo en placas petri con medio LB 

semisólido (agar al 1,8% p/v) para Escherichia coli y Staphylococcus aureus, y en medio Marine brooth 

2216 suplementado con agar al 1,5% p/v para Roseobacter litoralis. 

 

1.2.3.2. Concentración en colchones de iodixanol 

Las muestras de diluyeron en tampón SM 1x filtrado hasta un volumen de 12 ml en tubos de 

ultracentrifugación de 17 ml (Thinwall, Ultra-Clear, transparente. Beckman). Con la ayuda de una 

pipeta Pasteur de vidrio estéril se depositaron 3 ml de iodixanol al 15% p/v (OptiPrepTM) en el fondo de 

cada tubo. A continuación, y también con una pipeta Pasteur, se depositaron en el fondo del tubo 0,5 ml 

de iodixanol al 50% p/v, evitando la mezcla de ambas fases. Los tubos se centrifugaron a 18.000 g 

durante 16 h a 4ºC en un rotor Beckman SW41Ti. Las partículas virales se recuperaron desde la interfase 

15-50% de iodixanol. Las muestras de mezclas de saliva se procesaron en tubos de 38,5 ml de 

polialómero (Beckman) escalando las cantidades anteriormente mencionadas y usando el rotor TST 

28.38 (Kontron). 

 

1.2.3.3. Extracción de genomas virales de ADN 

Los sedimentos de la ultracentrifugación en colchones de iodixanol se resuspendieron en tampón de 

nucleasa 1x (10 mM tris pH 7,5, 10 mM MgCl2, 2 mM CaCl2) y se trataron con el siguiente cóctel de 

nucleasas: 250 U/ml de DNAse I (Roche), 250 U/ml de nucleasa S7 (Roche) y 100 μg/ml de RNAse A 

(Roche) a 37ºC durante 30 min. La reacción se detuvo incubando con agitación 5 min con 20 mM de 

EDTA y 2 mM de EGTA. A continuación, se rompieron las cápsidas y envueltas virales con un 

tratamiento a 37ºC 45 min con proteinasa K a 200 μg/μl (Roche) y SDS al 0,5%. El ADN se extrajo con 

un volumen de fenol (Merck Millipore) equilibrado en 10 mM de Tris-HCl a pH 7,5, agitación con 
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vortex durante 30 sg y centrifugación en minifuga a 8.000 g 4 min a temperatura ambiente. Con cuidado 

de no tocar las paredes del tubo, se recogió la fase acuosa en tubos estériles de 1,5 ml. De igual forma, 

se repitió este paso utilizando un volumen de fenol-cloroformo (1:1) y posteriormente utilizando un 

volumen de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1). El material genético purificado se precipitó 

añadiendo 0,1 volúmenes de NaAc 3M pH 5,6, 20 μg de glicógeno de mejillón (Roche), y 2,5 volúmenes 

de etanol absoluto (Merck Millipore). Tras precipitar durante al menos 8 h a -80ºC, las muestras se 

centrifugaron a 12.000 g 30 min y se lavaron usando etanol al 70% preparado con agua ultrapura libre 

de nucleasas (Ambion) dos veces. Los sedimentos resultantes se secaron a temperatura ambiente cinco 

minutos y se resuspendieron en 20 μl de Tris-HCl 15 M pH 7,5 preparado con agua ultrapura libre de 

nucleasas (Ambion). 

 

1.2.3.4. Cuantificación de material genético extraído 

El ADN purificado se cuantificó utilizando la tecnología PicoGreen® (Invitrogen) en el Parque 

Científico de Madrid (PCM; Campus de Cantoblanco) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 

utilización de fluoróforos nos permite detectar cantidades de ADN por debajo de 1-5 ng/μl, que es el 

límite de detección de los métodos espectrofotométricos como NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific). 

 

1.2.4. Métodos de amplificación al azar de genomas virales 

La aplicación de métodos de amplificación al azar nos permite obtener cantidades de ADN suficientes 

para afrontar la preparación de librerías de secuenciación masiva a partir de muestras donde, por 

limitaciones técnicas, no podemos obtener suficiente material. 

 

1.2.4.1. Amplificación independiente de secuencia con un oligonucleótido único (SISPA) 

Este método de amplificación inespecífica está basado en una PCR que utiliza oligonucleótidos 

pseudodegenerados con una región de secuencia conocida en su extremo 5´ y una región degenerada de 

6-12 nucleótidos en su extremo 3´ (Anexos - Oligonucleótidos). 

En una primera etapa se incorporó el oligonucleótido pseudodegenerado de forma inespecífica en los 

genomas mediante dos rondas consecutivas de extensión durante 1 h a 37ºC del ADN con el fragmento 

Klenow de la ADN polimerasa I (NEBiolabs) utilizando 1 μl de una mezcla de dNTPs (10 mM cada 

uno), 60 pmol de uno de los oligonucleótidos pseudodegenerados, 2 μl de tampón Klenow 10x, 3,5 

unidades de Klenow y agua ultra-limpia para RT-PCR (Ambion) hasta un volumen final de 20 µl. Entre 

las dos rondas de extensión se incubó a 75ºC 10 min para desnaturalizar y se suplementó de nuevo con 

la misma cantidad de Klenow.  

En la segunda etapa de la amplificación se empleó 1-10 µl del producto de la primera etapa para hacer 

una PCR específica con un nuevo oligonucleótido que contenía exclusivamente la secuencia 5´ 
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conservada del oligonucleótido pseudodegenerado. En el caso de la amplificación de ADN viral desde 

muestras de mezclas de salivas, pero no en el caso de las comunidades sintéticas, se utilizaron cócteles 

de cinco oligonucleótidos con 1-4 nucleótidos degenerados adicionales en su extremo 5´ para facilitar 

el proceso de identificación de los distintos agregados de secuencias idénticas que ocurren durante la 

secuenciación masiva en equipos de Illumina® (Wu et al., 2015). La PCR contenía 10 μl de tampón 5x 

del enzima Q5 de alta fidelidad (NEBiolabs); 1 μl de MgCl2 25 mM; 1,5 μl de la mezcla de dNTPs 10 

mM; y 4 μl del oligonucleótido universal correspondiente 0,8 mM, 1,4 unidades de polimerasa Q5 y 

agua ultra-limpia RT-PCR hasta un volumen final de 50 µl. El protocolo de temperaturas de esta PCR 

consistió en una desnaturalización inicial a 98ºC 2 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 98ºC 

10 sg, alineamiento a 65ºC 30 sg y elongación a 72ºC 75 sg, seguido de una elongación final de 72ºC 

150 sg. Se utilizó un termociclador MJ Mini™ Thermal Cycler (BioRad). El resultado de la 

amplificación se analizó por electroforesis en un gel de agarosa al 1% (p/v), cargando 5 μl del producto 

de PCR. Una vez analizado, las muestras se cargaron en un nuevo gel y las bandas con tamaños entre 

0,8 y 1,5 kpb se cortaron usando cuchillas desechables para minimizar contaminaciones cruzadas. El 

ADN contenido en las bandas cortadas se extrajo con el kit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) 

siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. La muestra finalmente se eluyó en 30 μl de Tris-HCl 

15 M pH 7,5 preparado con agua ultrapura libre de nucleasas (Ambion). 

 

1.2.4.2. Amplificación por desplazamiento múltiple de banda (MDA) 

Debido a sus características de alta procesividad y fidelidad de copia, la polimerasa del bacteriófago 

Φ29 juega un papel fundamental en varios métodos de amplificación al azar. En esta tesis se han 

empleado dos protocolos de amplificación al azar que emplean esta enzima pero difieren en el método 

de cebado. En el primero se utilizan hexanucleótidos degenerados modificados para evitar su 

degradación por las actividades exonucleasas del enzima (kit Illustra Ready-To-Go GenomiPhi™ V2 y 

V3 ADN Amplification Kits; GE HealthCare). En el segundo, los oligonucleótidos cebadores son 

suministrados por la primasa de Thermos thermofilus que se incluye junto a la polimerasa de Φ29 en la 

propia reacción (kit TruePrime™ WGA Kit; Sygnis Biotech). 

Para las amplificaciones que emplearon los kits de Illustra Ready-To-Go GenomiPhi™, se siguieron las 

recomendaciones del fabricante utilizando desnaturalización térmica y dejando progresar la 

amplificación isotérmica a 30ºC durante 2 h y 30 min. Las amplificaciones con los kits TruePrime™ se 

llevaron a cabo siguiendo las recomendaciones del proveedor, que incluyen desnaturalización química 

y prolongando la elongación isotérmica a 30ºC durante 3 h. Los productos de las amplificaciones se 

precipitaron añadiendo 150 μl de etanol absoluto e incubando a temperatura ambiente 15 min. Luego se 

centrifugaron a 12.000 g 2 min y se lavaron dos veces con etanol al 70%. Esta precipitación reduce la 

cantidad de sales, nucleótidos y hexámeros aleatorios. Los sedimentos secos se resuspendieron en 50 μl 

de Tris-HCl 15 mM pH 7,5. Las amplificaciones resultantes se corrieron en un gel de agarosa al 0,7% 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/tc4RR


MATERIALES Y METODOS 

 
39 

junto a un control negativo donde se sustituye la muestra por agua. Debido a que MDA acaba 

amplificando concatémeros de hexanucleótidos, consideramos como una amplificación positiva solo 

aquellas muestras que mostraban un producto de amplificación mayor que el observado en el control 

negativo. Por otro lado, para ayudar a la cuantificación del material genético amplificado y deshacer la 

estructura compleja a la que da lugar la amplificación por Φ29, los productos de amplificación se 

incubaron 5 min a 50ºC. La cuantificación se hizo usando Picogreen, que detecta específicamente ADN 

bicatenario, ya que los restos de hexanucleótidos alteran la cuantificación cuando se emplean técnicas 

espectrofotométricas. 

 

1.2.5. PCR semicuantitativa para la estimación de la contaminación bacteriana 

Para estimar el nivel de contaminación bacteriana que tenían productos amplificados al azar se analizó 

en cada caso la cantidad relativa del gen que codifica por el ARNr 16S mediante PCR con 

oligonucleótidos específicos (Anexos - Oligonucleótidos) (Frank et al., 2008). Para ello, se 

amplificaron diluciones seriadas de los productos de MDA siguiendo el protocolo de PCR descrito en el 

anterior trabajo: las muestras se desnaturalizaron a 95ºC 5 min y se sometieron a 25 ciclos de 1 min de 

desnaturalización a 95ºC, un paso de alineamiento a 51ºC 1 min y una extensión a 72ºC y 105 sg. 

Finalmente se realizó una extensión final a 72ºC durante 10 min. Los productos de amplificación de 

1.496 pb se separaron en geles de agarosa al 1%. Como control positivo del nivel de contaminación 

bacteriana se usó una muestra disponible en el laboratorio y que presentaba un nivel de contaminación 

en torno al 10% de las secuencias según se había podido demostrar previamente por secuenciación 

masiva. La intensidad de las bandas de nuestros metagenomas en relación a la de este control fue 

utilizada como medida del grado aproximado de contaminación de nuestras muestras. 

  

1.2.6. Purificación del ADN total asociado al sedimento bacteriano 

Los sedimentos bacterianos provenientes del primer paso de centrifugación a baja velocidad para el 

enriquecimiento de virus se utilizaron para extraer ADN total y obtener microbiomas. Para ello, se 

resuspendieron en 500 μl de tampón de lisis 1x (Tissue cell Lysis Solution; MasterPureTM Kit 

EpicenterR), se les aplicó vortex 5 min a máxima velocidad y se incubaron a 37ºC durante 30 min con 

dos mg/ml de lisozima (Sigma-Aldrich). A continuación, se incubaron con 200 µg/ml de proteinasa K a 

65ºC 15 min y, tras enfriar en hielo 3 min, se añadieron 300 μl de MPC Protein Precipitation Reagent 

(MasterPureTM kit; EpicenterR), se agitaron 10 min y centrifugaron a 14.000 rpms en minifuga 10 min 

a 4ºC. Finalmente, el ADN libre en el sobrenadante se precipitó con un volumen de isopropanol y se 

lavó dos veces con etanol al 70% antes de resuspenderlo en 30 μl de Tris-HCl 15 mM pH 7,5 preparado 

con agua ultrapura y libre de nucleasas (Ambion). 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/PXieA
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1.2.7. Secuenciación shotgun de genomas completos (WGS) 

El ADN viral purificado y amplificado, y el ADN total proveniente de los sedimentos bacterianos, se 

fragmentó en tamaños de 700-900 pb mediante sonicación con Biorruptor Plus (Dioganode). A 

continuación, se prepararon librerías NEBNext Ultra (NEBiolabs) en el PCM, incluyendo cinco ciclos 

de amplificación por PCR para las muestras que se secuenciaron por MiSeq y ocho ciclos para las 

muestras de HiSeq. Todas las muestras secuenciadas se caracterizaron por poseer un tamaño de inserto 

grande, en torno 850-1000 pb, por lo que tras los ciclos de amplificación de las librerías se realizó una 

extensión final de 40 sg. Las moléculas de las librerías amplificadas con el tamaño deseado se extrajeron 

de geles de agarosa antes de la secuenciación. La secuenciación de los viromas se realizó en equipos 

MiSeq de Illumina® usando el kit MiSeq Reagent Kit v3: 600 ciclos que proporciona lecturas pareadas 

de 300 pb con una profundidad de 1,5-2 millones de lecturas por viroma, mientras que las muestras de 

ADN total (microbiomas) se secuenciaron en equipos HiSeq2500 de Illumina® con el kit HiSeq Rapid 

SBS Kit v2: 500 ciclos logrando lecturas pareadas de 2x250pb con una profundidad de 15-20 millones 

de lecturas por carrera. Durante la preparación de las librerías, a cada muestra se le añadió una secuencia 

identificativa única (etiqueta o barcode) que permitió separar posteriormente las secuencias según su 

origen. 

Para la secuenciación de microbiomas con la tecnología Pacbio (RS II) se utilizó el kit completo 

recomendado por la casa comercial (Pacific Biociences): SMRTbell™ Template Prep Kit, DNA 

Polymerase Binding Kit, MagBead Kit y AMPure® PB beads. Previo al paso de secuenciación, 

realizamos un paso para la selección de fragmentos grandes utilizando dos estrategias diferentes 

dependiendo de la masa de partida de nuestras muestras. Aquellas muestras con más de 750 ng de masa 

fueron tratadas con BluePippin, mientras que las muestras con menor cantidad de ADN de partida fueron 

tratadas con bolas magnéticas de Ampure (Beckman). En ambos casos se seleccionaron fragmentos >5 

kpb. Esta tecnología de secuenciación proporcionó unas 100.000 secuencias por celda con un tamaño 

medio de inserto de 6 kpb y un tamaño de lectura medio de 16 kpb. 

Finalmente, hemos participado en la fase beta de pruebas del secuenciador Minion de Oxford Nanopore. 

La preparación de las librerías se realizó a partir del ADN total amplificado con MDA siguiendo el 

protocolo previamente descrito (Ip et al., 2015), que a su vez estaba basado en el protocolo original del 

fabricante (Genomic DNA Sequencing Kit code SQK–MAP005). Tras 24 h de reacción de 

secuenciación se obtuvo un número muy bajo de secuencias con una longitud media de 4-10 kpb por lo 

que se decidió no continuar con esta tecnología. 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/Rw3jY
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1.2.8. Estudio metagenómico de la comunidad bacteriana mediante secuenciación del gen 

marcador ARNr 16S 

Utilizando como molde el ADN total purificado de los sedimentos bacterianos, se amplificó el gen que 

codifica por el ARNr 16S a través de una PCR anidada de dos pasos. En el primer paso se amplificó 

desde la posición 341 a la 805 utilizando los oligonucleótidos Pro341-F y Pro805-R (Takahashi et al., 

2014). A estos se les unió en su región 3’ una pareja de secuencia adaptadoras: CS1FsL-Pro341f y 

CS2FsL-Pro805R (Anexos - Oligonucleótidos). Las amplificaciones se realizaron siguiendo el 

protocolo descrito en el trabajo anteriormente mencionado: desnaturalización inicial a 98ºC 30 sg, 25 

ciclos de 10 sg de desnaturalización a 98ºC, un paso de alineamiento a 55ºC 30 sg y una extensión a 

72ºC 30 sg finalizando con una única elongación final a 72ºC 2 min. En nuestro caso utilizamos el 

enzima Q5 Hot Start High-Fidely (NEBiolabs), 5 pmol de cada oligonucleótido y la PCR se hizo en un 

termociclador MJ Mini™ Thermal Cycler (BioRad). A continuación, realizamos una dilución 1/150 de 

los productos de PCR para reducir la concentración de los oligonucleótidos del paso anterior y utilizamos 

6,5 μl de esta dilución para amplificar con otros 10 ciclos adicionales de PCR pero incorporando a la 

reacción 5 pmol de los oligonucleótidos P5Cs1 y un oligonucleótido de la serie P7bcCs2 para cada 

muestra. Este oligonucleótido incorpora una secuencia identificativa única (barcode) para cada producto 

de PCR (Anexos - Oligonucleótidos). Una mezcla equimolar de todos estos productos de PCR 

marcados se preparó tras su cuantificación en bioanalizador usando chips ADN7500 (Agilent). Esta 

mezcla de amplicones se secuenció en equipos MiSeq de Illumina® tras preparar una librería usando el 

kit MiSeq Reagent Kit v3: 600 ciclos y se obtuvieron secuencias pareadas 2x300pb. 

 

1.2.9. Clonaje de genomas completos de virus del papiloma humano 

Las secuencias de dos genomas completos de nuevos papilomavirus humanos se amplificaron por PCR 

con oligonucleótidos específicos diseñados con Primer3Plus (Anexos - Oligonucleótidos) y la 

polimerasa PrimeSTAR GXL ADN Polymerase (Clontech) que permite la amplificación de grandes 

fragmentos de ADN (hasta 10 kpb). Se siguieron las instrucciones del fabricante: 30 ciclos de 98ºC 

durante 10 sg de desnaturalización, 60ºC de 15 sg de anillamiento y 68ºC de elongación 1 min/kpb. De 

esta manera se obtuvieron productos de PCR que se extrajeron de geles de agarosa al 1% (p/v) con el 

kit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen), eluyendo en 50 μl de Tris-HCl 10 M pH 8,5. 

Para el caso del producto de PCR que incluye el genoma completo de Papilloma HPV207 añadimos una 

cola de adeninas a su extremo 3´ incubando a 72ºC 20 min con 5 μl de tampón ThermoPol 10x (NEB# 

B9004), 1 mM de dATP, 0,2 μl de Taq polimerasa (NEB) y agua ultrapura libre de nucleasas (Ambion) 

hasta un volumen de reacción de 50 μl. Posteriormente, este producto de PCR se extrajo desde gel de 

agarosa y se ligó con el vector pGEM-T Easy Vector (Promega), siguiendo las instrucciones del 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/8hmlf
https://paperpile.com/c/hcl5SD/8hmlf
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proveedor, durante 1 h a 16ºC y 30 min a temperatura ambiente. Por otro lado, el producto de 

amplificación del genoma completo de HPV208 fue clonado directamente con el vector pSpark V 

(Canvax) siguiendo las instrucciones del fabricante, durante 60 min a 22ºC.  

Los productos de la ligación se transformaron en bacterias ultracompetentes XL10-Gold (Agilent) 

mediante choque térmico y se sembraron en placas LB-Ampicilina (100 µg/ml) con Xgal (20mg/ml). 

Varias colonias blancas que habían incorporado el inserto se crecieron a 37ºC con agitación en 5 ml de 

LB-Ampicilina toda la noche. La miniprep de las células se realizó con el kit ZR Plasmid Miniprep 

(Zymo Research cat no. D4015) siguiendo las instrucciones del fabricante. La presencia de inserto se 

comprobó por tratamiento con las enzimas NcoI y XbaI para pGEM-t y BamH1 para pSpark V y 

electroforesis en geles de agarosa. La integridad de los extremos de los genomas clonados se comprobó 

por secuenciación Sanger utilizando los oligonucleótidos T7 y SP6 para pGEM-tEasy y M13 forward y 

reverse para pSpark V (Anexos - Oligonucleótidos). Los plásmidos se enviaron a HPV Information 

Centre, Karolinska Institutet (Suecia) para la confirmación de su secuencia por Sanger y asignación de 

un nombre en el caso de corresponderse a nuevos tipos de papilomavirus humanos. 

 

2. Análisis bioinformático 

2.1. Materiales 

2.1.1. Cluster de cómputo 

La mayor parte de los análisis bioinformáticos de esta tesis se realizaron utilizando el cluster de cómputo 

administrado por el Servicio de Bioinformática, y más recientemente por el servicio de Informática del 

CBMSO. Los recursos disponibles para los usuarios de este cluster son:  

- 11 CPUs de 8 núcleos con 8 GB de RAM. 

- 6 CPUs de 8 núcleos de 16 GB de RAM. 

- 20 CPUs de 24 núcleos de 24 GB de RAM. 

- 3 CPUs de 16 núcleos con 24 GB de RAM. 

- 4 CPUs de 64 núcleos con 512 GB de RAM. 

- Sistema de archivos con más de 91 TB de capacidad de almacenamiento. 

 

2.1.2. Metagenomas secuenciados 

Un total de 69 viromas y microbiomas fueron secuenciados utilizando equipos de secuenciación: 48 

viromas en equipos MiSeq (Illumina®), 15 microbiomas en equipos HiSeq2500 (Illumina®), y 6 

microbiomas en equipos PacBio (RSII). Adicionalmente, se secuenciaron 31 amplicones del gen 

marcador ARNr 16S mediante la tecnología MiSeq (Illumina®). En el caso de MiSeq y HiSeq se 

generaron secuencias pareadas contenidas en archivos digitales con extensión .fastq (R1 y R2), mientras 

que para PacBio® se generaron archivos con las lecturas crudas y otros archivos con las lecturas 
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ensambladas en contigs, todas en archivos con formato .fastq. Estas lecturas constituyen el material de 

entrada de nuestros análisis bioinformáticos. El software utilizado para la secuenciación y el análisis 

primario fue MiSeq Control Software (MCS) (Illumina®), mientras que el análisis secundario y la 

generación de los archivos .fastq se realizó con el software MiSeq Reporter Software (MRS) (Illumina®). 

La calidad de cada posición de las secuencias (phred score) está codificada según el código “Illumina 

1.8+ Phred+33”, donde la calidad de las lecturas va de 0 a 41. Las secuencias correspondientes a cada 

metagenoma fueron separadas atendiendo a sus identificadores (barcodes). En el caso de las secuencias 

procedentes de equipos MiSeq y HiSeq2500 de Illumina® la separación se hizo sin permitir errores en 

las etiquetas de cada metagenoma, originando metagenomas denominados M0. La elección de trabajar 

con muestras M0 se debe a que en estudios previos habíamos observado un grado significativo de 

contaminación cruzada entre muestras que se corrieron juntas en una misma carrera. Este problema se 

conoce como “sangrado de muestra”, y consiste en la asignación errónea de las lecturas según el barcode 

(Mitra et al., 2015). La decisión de trabajar con lecturas M0 nos hizo perder casi un 5% de las secuencias, 

pero redujo a menos de la mitad la contaminación cruzada entre metagenomas. 

 

2.2. Métodos 

Para el análisis de los viromas y microbiomas obtenidos en la anterior sección, desarrollamos un flujo 

de trabajo bioinformático que englobaba: preprocesado, ensamblaje de las lecturas, clasificación y 

anotación de los contigs resultantes, agrupación, estudios de diversidad alfa y beta y predicción de sus 

hospedadores (Fig. 6). 

 

2.2.1. Preprocesado 

2.2.1.1. Eliminación de secuencias de muy baja calidad 

El PCM tiene un flujo de trabajo para la entrega de los resultados de secuenciación masiva en equipos 

de Illumina® que incluye la eliminación de secuencias de muy baja calidad que están marcadas con una 

Y identificativa en su cabecera. Este protocolo solo se aplica a secuencias M1 y no a secuencias M0 

como las usadas en esta tesis, así que este paso lo tuvimos que hacer nosotros. Estas secuencias se 

eliminan automáticamente tras el proceso de demultiplexado. 

 

2.2.1.2. Limpia de los adaptadores en los metagenomas obtenidos mediante SISPA 

En los metagenomas que se generaron a partir de una amplificación SISPA se hizo un demultiplexado 

adicional en función del oligonucleótido empleado cuya secuencia fue posteriormente recortada 

incluyendo las 6-12 posiciones inespecíficas de su extremo 3´. Utilizamos el paquete de funciones 

Biopieces (Hansen, s. f.) con las funciones find_adaptor, para buscar en tres pasos consecutivos los 15 

primeros nucleótidos del extremo 5’, los 15 nucleótidos centrales y los 15 nucleótidos terminales del 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/nTIup
https://paperpile.com/c/hcl5SD/O6eyc
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extremo 3´ de cada oligonucleótido utilizado en SISPA permitiendo 1-2 errores, y la función 

clip_adaptador para recortarlas, generando un nuevo archivo con extensión .fastq como salida. 

 

 
Figura 6. Flujo de trabajo global para el análisis bioinformático de los metagenomas de boca humana. 

 

2.2.1.3. Filtración por calidad de secuencia 

Las secuencias se filtraron según su calidad utilizando el software Prinseq 0.19.3 lite (Schmieder y 

Edwards, 2011). Prinseq se compone de un conjunto de herramientas que permite recortar o eliminar 

secuencias en función de una puntuación numérica de la calidad de cada posición denominada phred 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/Cepu2
https://paperpile.com/c/hcl5SD/Cepu2
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quality score y que está codificada en el archivo .fastq. Con este programa eliminamos todas aquellas 

secuencias con más de 1% de Ns (–ns_max_p 1) o 3 Ns (–ns_max_n 3), se aplicó un filtro de 

complejidad basado en entropía que elimina secuencias por debajo de un umbral 50 de complejidad (–

lc_method entropy –lc_threshold 50), se recortaron los extremos de cada secuencia si no alcanzaban un 

umbral de calidad media de 20 en ventanas de 2 nucleótidos con un paso de ventana de 1 nucleótido (–

trim_qual_window 2 –trim_qual_step 1). Finalmente, solo aquellas secuencias con una longitud mínima 

de 100 nucleótidos (-min_len 100) y una calidad media global de 20 (-min_qual_mean 20) fueron 

consideradas para los siguientes análisis. Las secuencias de alta calidad generadas se almacenaron en 

archivos de salida multifasta sin calidad, con formato .fasta. 

 

2.2.1.4. Eliminación de secuencias de genomas contaminantes conocidos 

Utilizamos el alineador Bowtie2 (Langmead y Salzberg, 2013), para buscar lecturas contaminantes que 

potencialmente pudieran encontrarse en nuestros metagenomas, como secuencias del genoma humano 

(Genome Reference Consortium Human Build 37, GRCh37), vectores y plásmidos (UniVec; Junio 2014) 

o el genoma del bacteriófago ΦX174 (NC_001422.1). Este último genoma se utiliza como control 

interno por los sistemas de secuenciación de Illumina®. Se eliminaron las secuencias que alineaban bajo 

parámetros estrictos (--np 0 --n-ceil L,0,0.02 --rdg 0,6 --rfg 0,6 --mp 6,2 --score-min L,0,-0.2), que 

equivale a un 96% de identidad aproximadamente incluyendo inserciones y deleciones, a lo largo de la 

longitud total de la lectura. Se utilizó el comando --un para guardar solo aquellas lecturas que no 

alineaban con los genomas y bases de datos contaminantes. A estas secuencias se las designó secuencias 

de alta calidad sin contaminación conocida. 

 

2.2.2. Estimación de los niveles de contaminación bacteriana  

Se prepararon submuestras de 10.000 lecturas aleatorias desde los archivos de alta calidad sin 

contaminación conocida de cada metagenoma mediante la función random_records de Biopieces. Estas 

secuencias se compararon mediante BLASTn (Boratyn et al., 2012) contra la base de datos de 16S SILVA 

en su versión de Septiembre de 2014 (Pruesse et al., 2007). Los resultados obtenidos en formato tabular 

(-outfmt 8), se filtraron para eliminar aquellos resultados con un e-value < 1x10-10. El porcentaje de 

secuencias relacionadas con ARNr 16S para cada viroma se comparó con el obtenido para microbiomas 

obtenidos con ADN total para estimar el grado de contaminación. 

 

2.2.3. Estimación de la composición taxonómica de las comunidades virales 

Mediante la herramienta random_records de Biopieces se generaron archivos de 50.000 lecturas 

aleatorias a partir de los archivos de alta calidad sin contaminación conocida de cada metagenoma. Estos 

paquetes de lecturas se alinearon con BLASTx contra la base de proteínas no redundantes nr (Pruitt et 

al., 2005) del GenBank. Los resultados obtenidos con un e-value < 1x10-03 se categorizaron a nivel de 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/hbvk6
https://paperpile.com/c/hcl5SD/3yfwH
https://paperpile.com/c/hcl5SD/mdPr5
https://paperpile.com/c/hcl5SD/AZx7U
https://paperpile.com/c/hcl5SD/AZx7U
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dominio. Utilizando las mismas submuestras, se evaluó la composición de familias virales de cada 

viroma mediante BLASTx contra la base de datos de proteínas virales PHAST en su versión de Agosto 

de 2017 (Zhou et al., 2011). Esta base de datos incluye las proteínas virales almacenadas en el GenBank 

y las proteínas virales encontradas en profagos caracterizados por la herramienta del mismo nombre. 

Solo aquellas secuencias con similitudes con proteínas de PHAST con e-value < 1x10-03 y score mínimo 

de 50 fueron categorizadas utilizando la herramienta MEGAN v4.70.4 (Huson et al., 2016). Basándose 

en el mejor resultado de la secuencia más parecida, esta herramienta genera árboles taxonómicos a 

distintos niveles. 

 

2.2.4. Estudio de diversidad alfa 

El estudio de la diversidad alfa se realizó con la herramienta Phage Communities from Contig Spectrum 

(PHACCS, (Angly et al., 2005)). Esta herramienta utiliza la información contenida en el espectro de 

secuencias ensambladas en contigs para modelar la estructura de una comunidad viral y predecir su 

diversidad. Para ello, submuestras R1 de 100.000 lecturas de alta calidad y sin contaminación conocida 

de 300 pb fueron generadas con random_records del paquete Biopieces y se ensamblaron con el 

programa Minimo (AMOS v3.1.0) (Treangen et al., 2011). Este ensamblador de novo está basado en la 

teoría de grafos conocida como Overlap-Layout-Consensus y se usó con los parámetros por defecto: 

98% de identidad y 35 nucleótidos de solapamiento mínimo. El tamaño y la abundancia media de los 

contigs se calculó con la herramienta Genome relative Abundance and Average Size (GAAS) (Angly et 

al., 2009), y el espectro de frecuencia de lecturas en contigs se calculó con la herramienta Circonspect 

(Angly et al., 2006). Con los datos procedentes de cada una de las herramientas calculamos la diversidad 

alfa con PHACCS utilizando los parámetros por defecto. Los resultados se expresaron en forma de índice 

de Shannon y riqueza estimada de especies. 

 

2.2.5. Ensamblaje de novo 

2.2.5.1.  Eliminación de secuencias huérfanas y ordenación de lecturas pareadas 

Los ensambladores basados en la teoría de grafos conocida como De Bruijn Graph permiten la 

reconstrucción de genomas completos o parciales (contigs) a partir de las lecturas secuenciadas. Uno de 

los ensambladores utilizados en esta tesis (SPAdes) requiere como dato de entrada, un archivo con las 

lecturas pareadas R1 y R2 alternadas en un único multifasta. Por ello, se buscaron y eliminaron aquellas 

secuencias no apareadas (huérfanas), cuya pareja había sido eliminada en anteriores pasos de 

preprocesado. Utilizamos el script PairsOrphansGood_fasta_v2.py, desarrollado por Ramón Peiró en 

el servicio de Genómica del CBMSO, para buscar en la cabecera de las secuencias información 

coincidente, y generar un nuevo archivo con las secuencias R1 y R2 alternadas y sin secuencias 

huérfanas. Las secuencias restantes se condensaron en un único archivo donde aparecían las secuencias 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/f8kNg
https://paperpile.com/c/hcl5SD/KbQPz
https://paperpile.com/c/hcl5SD/LQ79p
https://paperpile.com/c/hcl5SD/J2OiN
https://paperpile.com/c/hcl5SD/Cnyau
https://paperpile.com/c/hcl5SD/Cnyau
https://paperpile.com/c/hcl5SD/ojogy
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pareadas R1 y R2 alternadas, mediante el script Interleave.py v0.1 (desarrollado por Mikael Karlsson, 

2012). 

 

2.2.5.2. Ensamblaje de novo basado en De Bruijn Graph 

Para la reconstrucción de contigs desde los viromas y microbiomas, en esta tesis se han empleado dos 

ensambladores basados en De Bruijn Graph: CLC Genomics Workbench v7.0.3 (Qiagen) y SPAdes 

v3.11.1 (Bankevich et al., 2012), los cuales trabajan con subsecuencias de varias longitudes definidas 

(k-mers). 

- CLC se empleó para el estudio de los viromas de mucosa bucal, placa dental y saliva. Las 

lecturas de alta calidad sin contaminación conocida de cada metagenoma se ensamblaron con 

este ensamblador de forma independiente con los parámetros por defecto, pero manteniendo 

solo los contigs >500 pb. Para el cálculo de la cobertura se estableció como parámetros de 

alineamiento un 97% de identidad en un 85% de solapamiento mínimo. Los viromas 

secuenciados por MiSeq y HiSeq se ensamblaron utilizando esta metodología. 

- Por otro lado, SPAdes se utilizó para realizar un ensamblaje cruzado de submuestras de 500.000 

secuencias pareadas R1+R2 de cada uno de los viromas utilizados en el estudio de los sesgos 

durante los procesos de purificación y amplificación. Se utilizaron los parámetros por defecto y 

k-mers con un tamaño de 27, 55, 77, 99 y 127 nucleótidos. 

 

2.2.5.3. Estudio de los perfiles de cobertura 

Cada contig generado en los viromas y microbiomas en esta tesis fue analizado para la obtención de una 

serie de parámetros y características como:  

1. Los perfiles de cobertura de cada uno de los contigs se obtuvieron alineando las lecturas con 

Bowtie2 utilizando parámetros estrictos (ver descripción anterior). Los mapas de alineamiento 

se extrajeron con samtools (mpileup) y se representaron en R utilizando la función plot. 

2. Para el cálculo del perfil de complejidad lingüística nos basamos en la aproximación de Trifonov 

(Trifonov E.N., 1990) la cual relaciona la frecuencia de aparición de cada una de las bases que 

componen el ADN respecto a su frecuencia esperada. El cálculo se realizó en ventanas de 50 

nucleótidos y pasos de 20 nucleótidos, usando el script propio Trifonov_Complex.pl (Anexos - 

Script I). 

3. El estudio de sitios de unión preferente de los oligonucleótidos SISPA a secuencias específicas 

de nuestros contigs se hizo buscando subsecuencias de 8-15 nucleótidos dentro de los últimos 

15 nucleótidos del extremo 3’ de cada oligonucleótido. Para ello se desarrolló un script propio: 

Busqueda_Primers_Mapeo_SISPA.pl (Anexos - Script II). 

4. Para calcular el grado de homogeneidad de cobertura a lo largo de cada contig dentro de cada 

metagenoma se elaboraron curvas de Lorenz (Motley et al., 2014), que representan el porcentaje 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/1G1sd
https://paperpile.com/c/hcl5SD/cPCWM
https://paperpile.com/c/hcl5SD/iPEt6
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acumulado de lecturas por posición del metagenoma. Un crecimiento lineal es indicativo de una 

mayor homogeneidad de cobertura a lo largo de la secuencia. 

5. El porcentaje de CGs se calculó para cada contig en ventanas no solapantes de 100 nucleótidos 

y los perfiles se representaron con plot, del paquete graphics de R. 

6. Se calculó la correlación de Pearson y el coeficiente de variación entre los perfiles de cobertura 

de aquellos contigs con una cobertura media > 100x en cada uno de los metagenomas que fueran 

objeto de comparación. 

 

2.2.6. Clasificación taxonómica de los contigs 

2.2.6.1. Asignación a dominios 

Para clasificar los contigs de los viromas como virales o bacterianos en función de su contenido génico 

se desarrolló un script propio, llamando ParseadorBLAST.pl v1.21 (Anexos - Script III). Para limitar 

el número de contigs fragmentados o poco abundantes consideramos sólo aquellos que cumplían al 

menos uno de los siguientes criterios: 

1. Longitud mínima de 3.000 nucleótidos y cobertura 15x. 

2. Longitud mínima de 10.000 nucleótidos y cobertura 4x.  

Los contigs resultantes, denominados de aquí en adelante “contigs largos”, se anotaron con el programa 

Prodigal v2.6.3 (Hyatt et al., 2010) utilizando parámetros por defecto. Los genes predichos o pautas de 

lectura abiertas (Open Reading Frames: ORFs) se compararon mediante BLASTx contra la base de datos 

de proteínas nr del GenBank. Sólo se consideraron aquellos resultados con un e-value < 1x10-03. Para 

que un contig fuera clasificado como bacteriano, éste debía cumplir los siguientes dos requisitos: 

1. Al menos el 80% de sus ORFs deberían encontrar una similitud en la base de datos con una 

proteína que no contuviera dentro de su nombre phage, virus o capsid o el nombre del organismo 

haga referencia directa a un virus. 

2. La cobertura del contig debía ser menor a 100x, ya que un contig bacteriano procedente del 

genoma de una bacteria con un tamaño mínimo de 1 millón de nucleótidos y cobertura media 

100x supondría al menos que el 15% de las secuencias del viroma son de esa bacteria, y esto 

había sido descartado previamente gracias al análisis del contenido en el gen 16S.  

Aquellos contigs que no cumplían con estos criterios fueron analizados para ver si cumplían los criterios 

para ser contigs virales: 

1. Al menos un 5% de los ORFs con resultados significativos por BLASTx contra la base de 

datos nr debían tener como mejor resultado una proteína que contuviera dentro de su nombre los 

términos phage, virus, capsid o que el nombre del organismo haga referencia directa a un virus. 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/5O6Vm
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2. Los contigs que no cumplían los requisitos para ser clasificados como bacterianos o virales 

se alinearon mediante Bowtie2 con lecturas provenientes de cinco viromas humanos previamente 

publicados (Ly et al., 2014; Pride et al., 2011a; Reyes et al., 2010; Robles-Sikisaka et al., 2013; Willner 

et al., 2009) y que habían sido obtenidos tras filtración en 0,22µm y purificación en gradientes de cloruro 

de cesio. Este procedimiento garantiza la ausencia de contaminación bacteriana. Los contigs con más 

del 40% de su longitud cubierta por secuencias alineadas bajo parámetros estrictos de estos viromas se 

consideraron contigs virales. 

Los contigs que no cumplían ninguno de estos requisitos se anotaron como contigs no clasificados. 

 

2.2.6.2. Asignación taxonómica de los contigs virales 

Los ORFs de los contigs virales obtenidos con Prodigal se compararon mediante BLASTx con la base 

de datos de proteínas virales PHAST. Para asignar estos contigs a la especie viral más cercana disponible 

en las bases de datos se consideraron solo los primeros cinco resultados significativos (e-value < 1x10-

03) de cada ORF (siempre y cuando su e-value no superara en más de un 10% al e-value del mejor 

resultado obtenido, en cada caso). La asignación correspondió a la especie viral con mayor cantidad de 

resultados entre todos sus ORF. 

 

2.2.7. Agrupación de contigs en clusters 

Los contigs virales se agruparon en clusters siguiendo varias aproximaciones:  

1. Alineamientos y agrupación por Nucmer-MUMmer3 (Kurtz et al., 2004). Nucmer es un 

alineador que permite identificar regiones con diferente grado de similitud entre contigs. En este 

caso se agrupararon en el mismo cluster los contigs que alineaban con >80% de identidad y una 

longitud mínima de solapamiento de 1.000 nucleótidos. 

2. El método basado en Markov Cluster Algorithm (MCL) (Enright et al., 2002), es un algoritmo 

de agrupación de secuencias no supervisado basado en la simulación de conexiones en grafos, 

en el que los nodos más próximos representan aquellas parejas de contigs con una mayor 

similitud. En nuestro caso, las similitudes se calcularon mediante BLASTn (e-value < 1x10-05) 

entre parejas de contigs. Sólo aquellos nodos con tres o más conexiones internodos fueron 

representados. 

La representación gráfica de estas conexiones entre contigs se hizo utilizando Cytoscape v3.3.0 

(Shannon et al., 2003), que permite la visualización y edición de redes. 

 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/biVm4+9qdf8+EoQE7+PLvwV+BEyH8
https://paperpile.com/c/hcl5SD/biVm4+9qdf8+EoQE7+PLvwV+BEyH8
https://paperpile.com/c/hcl5SD/Wn9Gj
https://paperpile.com/c/hcl5SD/lKmVL
https://paperpile.com/c/hcl5SD/h82zR
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2.2.8. Estudio de la diversidad beta 

2.2.8.1. Obtención de tablas BIOM (abundancia de especies) 

En esta tesis se han generado dos tipos de tablas de abundancias de especies o tablas BIOM (Biological 

observation matrix):  

1. Para el estudio de los sesgos introducidos durante los pasos de purificación y amplificación al 

azar se hicieron ensamblajes cruzados de viromas de saliva. A continuación, se alinearon 

submuestras con 1.2000.000 secuencias de cada uno de los metagenomas contra los contigs 

usando Bowtie2 (Langmead y Salzberg, 2013) y parámetros estrictos (96% de similitud).  

2. Para el estudio de los viromas de mucosa y placa dental, éstos se ensamblaron por separado y 

se agruparon en clusters mediante Nucmer tal y como se describe en el apartado anterior. A 

continuación, se alinearon submuestras de 850.000 lecturas de cada viroma contra los contigs 

virales con Bowtie2 bajo parámetros estrictos. 

En ambos casos los resultados generados en formato .sam se procesaron con samtools (Li et al., 2009). 

Esta herramienta permite transformar los archivos .sam a archivos .bam (samtools view), ordenar las 

secuencias alineadas del archivo .bam (sort), mostrar el número de lecturas que mapean a cada contig 

(mpileup) y calcular el perfil de cobertura por nucleótido para cada contig (idxstats). Las lecturas 

alineadas a los contigs de un mismo cluster se sumaron y el resultado se normalizó por el tamaño en 

kilobases de cada contig (o el tamaño medio de los contigs del cluster) y por millón de lecturas (RPKM, 

reads per kilobase per million of reads).  

 

Debido a que conocemos la existencia de una contaminación cruzada entre las lecturas de distintas 

muestras, decidimos eliminar el posible fondo de aquellos contigs alineados con 1-2 lecturas, 

considerándolos como 0. Cada contig no agrupado o cada cluster se consideró como una “Unidad 

taxonómica operativa” (Operational taxonomic unit, OTU) y la tabla de abundancias de OTUs se trató 

como una tabla BIOM. 

 

2.2.8.2. Cálculo de distancias entre viromas y sistemas de ordenación 

A partir de las tablas de abundancias de OTUs virales aplicamos distintos métodos de cálculo de 

distancias y métodos estadísticos para estudiar el grado de conexión entre los viromas. En esta tesis 

hemos usado como medidas de distancias: la disimilitud de Sørensen-Dice (Sørensen, 1948) (𝑑 = 1 −

2|𝑋∩𝑌|

|𝑋| + |𝑌|
), que solo considera la presencia y ausencia de OTUs compartidas, y la disimilitud de Bray-

Curtis (Bray y Curtis, 1957) (𝑑 = 1 −
2𝐶𝑖𝑗

𝑆𝑖 + 𝑆𝑗
), que tiene en cuenta las abundancias de OTUs. Estas 

distancias se representaron en un plano mediante el sistema de ordenación Non-metric multidimensional 

scaling (NMDS) del paquete vegan (Oksanen et al., 2011), de R. Las diferencias estadísticas entre 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/hbvk6
https://paperpile.com/c/hcl5SD/cV0aY
https://paperpile.com/c/hcl5SD/HMtF
https://paperpile.com/c/hcl5SD/tyeAy
https://paperpile.com/c/hcl5SD/OMzbE
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ambientes y condiciones de salud y enfermedad se evaluaron mediante PERMANOVA (Permutation 

anova) (Anderson y Walsh, 2013), que es adecuada para distribuciones de datos que no cumplen con 

los criterios de normalidad como la mayor parte de las distribuciones de especies estudiadas en ecología.  

Por último, para explorar cuáles eran las OTUs que presentaban una distribución diferencial en función 

de una determinada condición ambiental (tipo de muestra o estado de salud) aplicamos dos métodos: 

Wilcoxon (también conocido como Mann-Whitney), que es un test no paramétrico que sirve para 

descartar la hipótesis nula de que dos grupos de datos son iguales; y metagenomeSeq, que es una función 

propia del paquete Qiime (Caporaso et al., 2010), la cual incorpora el modelo fitZIG para distribuciones 

infladas con ceros. Este sistema modela la distribución de conteos como una mezcla de dos 

distribuciones, una centrada en cero y una distribución normal. Los parámetros para este modelo mixto 

se estiman con un algoritmo de esperanza-maximización acoplado a un test estadístico t. 

 

2.2.8.3. Árbol proteómico de bacteriófagos 

El árbol proteómico se elaboró a partir de aquellos contigs que se consideraron completos o casi 

completos. Los criterios seguidos para seleccionar estos contigs fueron:  

1. Contigs cuyo tamaño guardara una relación de al menos un 70% al tamaño del genoma del virus 

asignado en el apartado 2.2.6.2. 

2. Contigs de naturaleza circular. Para ello, se emplearon dos estrategias: el programa Minimus 

(AMOS v3.1.0) (Treangen et al., 2011) comprueba si los extremos del contig son solapantes, y 

el script ClosetheCircle.pl (desarrollado por David Abia del servicio de Bioinformática del 

CBMSO), que ejecuta dos BLASTn consecutivos entre las lecturas del metagenoma y los 

extremos de los contigs ensamblados para determinar si son circulares.  

Una vez seleccionados los contigs, añadimos al estudio 233 genomas completos de bacteriófagos 

relacionados por secuencia con nuestros contigs virales y 49 genomas de bacteriófagos de subfamilias 

de Caudovirales de referencia como control interno de la agrupación. Comparamos dos a dos todos estos 

genonas mediante tBLASTx y aquellos resultados con un e-value < 1x10-05 y con una identidad mínima 

de un 35% sobre una longitud mínima de alineamiento de 45 aminoácidos se consideraron significativos. 

Con estos alineamientos calculamos una distancia basada en una variante de la distancia Sørensen-Dice 

(Sørensen, 1948) empleada en trabajos previos (López-Pérez et al., 2017; Mizuno et al., 2013), pero con 

modificaciones. Así, en lugar de utilizar los valores de score de un BLASTn entre los contigs, tuvimos 

en cuenta el logaritmo en base 10 de los nucleótidos alineados entre los contigs según la fórmula: 𝑑 =

1 −
𝑙𝑜𝑔10 𝐴

𝑙𝑜𝑔10 𝐵
, donde A es el menor número de pares de bases alineadas en ambas direcciones, y B 

representa el tamaño del menor de los dos contigs. El proceso completo se automatizó mediante el script 

propio Famio_Breadth.pl (Anexos - Script IV). Una vez obtenida la tabla de distancias calculamos un 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/TkSzX
https://paperpile.com/c/hcl5SD/YQLHQ
https://paperpile.com/c/hcl5SD/J2OiN
https://paperpile.com/c/hcl5SD/HMtF
https://paperpile.com/c/hcl5SD/bHMrE+HbHvi
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árbol proteómico mediante el algoritmo de Neighbor joining, el cual se encuentra contenido en el 

paquete Phylip v3.6.9.7 (Plotree y Plotgram, 1989). El árbol proteómico se guardó en formato .newick. 

y la representación gráfica se hizo con Dendroscope v3.5.7. (Huson y Scornavacca, 2012). 

Este método se comparó con un método similar recientemente publicado y disponible en el servicio 

online ViPTree (Nishimura et al., 2017) que se basa también en el cálculo de la distancia Sørensen-Dice. 

Esto justifica la agrupación correcta en ambos métodos de los miembros de referencia de varias 

subfamilias dentro del orden Caudovirales (Fig. 7). 

Los contigs y genomas de referencia agrupados en las mismas ramas del árbol proteómico se juntaron 

en un nivel de agregación superior denominado megacluster. 

 

 

Figura 7. Comparación de los árboles proteómicos de bacteriófagos generados con ViPTree y el script propio 

Famio_Breadth.pl. Se muestra la agrupación coherente de ambos métodos de virus pertenecientes a varias 

subfamilias (indicados con el mismo color) dentro del orden Caudovirales. 

 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/Hmmz
https://paperpile.com/c/hcl5SD/LlcWb
https://paperpile.com/c/hcl5SD/Bn7Dy
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2.2.9. Estudios filogenéticos basados en genes virales conservados 

Los genes de interés contenidos en contigs virales junto con los más relacionados o representativos 

encontrados en las bases de datos mediante BLAST se alinearon con la herramienta de alineamiento 

múltiple ClustalOmega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Sievers et al., 2011), que 

proporciona resultados de porcentaje de nucleótidos o aminoácidos alineados para cada pareja de 

secuencias y la información de alineamiento múltiple en archivos con formato .aln. El resultado se 

procesó con el programa Jalview (Waterhouse et al., 2009) que permite la visualización y edición manual 

de los alineamientos y genera un árbol filogenético mediante el algoritmo Neighbor joining en formato 

.newick. Alternativamente usamos el programa Mega 5 (Tamura et al., 2011) o el paquete phangorn 

(Schliep, 2011) de R para generar árboles de máxima verosimilitud. Los árboles filogenéticos se 

visualizaron en Dendroscope v3.5.7. 

2.2.10. Estudios de sintenia 

Varios representantes de alguno de los megaclusters se alinearon entre sí y con el genoma de referencia 

del bacteriófago más cercano utilizando la herramienta BLASTn. Los resultados con un e-value < 1x10-

03 se visualizaron mediante la aplicación EasyFig 2.2.3. (Sullivan et al., 2011) utilizando parámetros de 

visualización por defecto. Esta herramienta aplica un código de color en función del porcentaje de 

identidad de cada alineamiento. 

 

2.2.11. Búsqueda de lisinas y holinas 

Utilizando los resultados obtenidos en la comparación con la base de datos nr del GenBank para cada 

ORF de cada contig viral (e-value < 1x10-03), se seleccionaron aquellos genes relacionados con lisinas 

y holinas. Para ello, se tomaron como positivos aquellos resultados que contuviesen dentro del nombre 

de las proteínas los términos lysin, endolysin, cell wall hydrolase, endopeptidase o amidase en el caso 

de las lisinas, y holin en el caso de las holinas. 

 

2.2.12. Predicción de hospedador 

Hemos utilizado cinco aproximaciones para predecir los potenciales hospedadores bacterianos de los 

contigs virales. 

1- La primera asume que el hospedador anotado del virus más cercano por BLASTx contra nr coincide 

con el hospedador real del contig a un determinado nivel taxonómico. Se utilizó como virus más 

relacionado en las bases de datos el asignado en el apartado 2.2.6.2. 

2- La segunda es la comparación de perfiles de tetranucleotídicos entre contigs virales y genomas de 

bacterias orales disponibles en la base de datos Human Oral Microbiome Database (HOMD)  

(http://www.homd.org/). Para ello, se calcularon las frecuencias tetranucleotídicas con el script propio 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://paperpile.com/c/hcl5SD/KCdXF
https://paperpile.com/c/hcl5SD/eJ5th
https://paperpile.com/c/hcl5SD/4J8Ds
https://paperpile.com/c/hcl5SD/J87Sg
https://paperpile.com/c/hcl5SD/9gWLq
http://www.homd.org/index.php?&name=seqDownload&type=G
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Calculo_frecuencias_nucleotidicas.R (Anexos - Script V) y a continuación se calculó la correlación de 

Pearson entre todos los perfiles de tetranucléotidos. Aquellas conexiones entre contigs virales y bacterias 

con una correlación de Pearson mayor de 0,96 fueron consideradas como positivas. La validación de 

este criterio se hizo comparando los perfiles de tetranucleótidos de bacteriófagos y sus hospedadores 

conocidos mediante correlaciones de Pearson. Para ello, seleccionamos 679 profagos descargados de 

ProphageDB en Marzo de 2017 y 1.926 genomas de bacteriófagos que infectan 439 bacterias bucales 

(cuyos genomas completos se descargaron del Human Oral Microbiome Database en Marzo de 2017) 

(Fig. 8). Tolerando un 10% de falsos positivos consideramos válida una correlación de Pearson >0.94 

para la asignación de hospedador a nivel de familia, >.93 a nivel de Orden, >0.89 a nivel de Clase y 

>0.84 a nivel de Filo. El cálculo se hizo utilizando un script propio en R. 

 

 

 

 

Figura 8. Sistema de 

evaluación de la correlación 

entre el número de 

asignaciones taxonómicas 

idénticas y la correlación de 

Pearson entre parejas de 

genomas de bacteriófagos-

profagos y las bacterias que se 

sabe que infectan. 

 

 

 

 

 

3- La tercera aproximación se basa en la búsqueda de genes metabólicos propios de genomas bacterianos 

en los contigs virales, asumiendo que estos genes podrían tener su origen en bacterias relacionadas con 

sus hospedadores. Para ello, se estudió la función de los genes a través de modelos de Markov ocultos 

(Hidden Markov Models: HMM), mediante la herramienta eggNOG 

(http://eggnogdb.embl.de/#/app/emapper) (Huerta-Cepas et al., 2017, 2016), que engloba a las bases de 

datos de matrices de resultados de HMM: pfam, KEGG y COG (Finn et al., 2016; Kanehisa et al., 2017, 

2016; Kanehisa y Goto, 2000; Tatusov et al., 2000) y proporciona  las asignaciones más probables. 

Siguiendo un método de puntuación propio basado en la cantidad de resultados logrados para cada 

función y grupo funcional, el sistema predijo una serie de funciones metabólicas. Los genes cuya función 

asignada fue “genes metabólicos” se compararon mediante BLASTx contra la base de datos nr (e-value 

< 1x10-50) para identificar la bacteria más relacionada en la base de datos y probable hospedador del 

contig que contenía el gen metabólico. 

http://eggnogdb.embl.de/#/app/emapper
https://paperpile.com/c/hcl5SD/nJZI8+8iG3W
https://paperpile.com/c/hcl5SD/XSq5F+SE5VM+34ZBf+2O6GD+UsJID
https://paperpile.com/c/hcl5SD/XSq5F+SE5VM+34ZBf+2O6GD+UsJID
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4- La cuarta aproximación se basa en el estudio de las secuencias de integración de los bacteriófagos 

lisogénicos: attPs. Las regiones attP guardan similitud de secuencia con algunas secuencias de ARN 

transferente bacteriano conocidas como attB, ya que son los sitios donde se integran. Utilizando la 

aplicación tRNAscan-SE v1.23 (Lowe y Eddy, 1997) se identificaron algunas de estas posibles 

secuencias de integración, desvelando a la vez el tipo de hospedador en el que podrían eventualmente 

integrarse. La taxonomía asociada a cada attP se determinó mediante BLASTn contra la base de datos de 

nucleótidos nt, requiriendo un alineamiento mínimo de 35 nucleótidos y una identidad del 90%. 

5- La última estrategia consistió en el análisis de secuencias CRISPRs presentes en los contigs de los 

microbiomas de HiSeq y PacBio®. Utilizamos la herramienta CRISPRCasFinder (Abby et al., 2014; 

Couvin et al., 2018; Grissa et al., 2007), bajo parámetros por defecto. Esta herramienta online busca 

secuencias repetidas contiguas de tamaño variable separadas por diferentes secuencias con un tamaño 

medio de 35 nucleótidos (espaciadores). La secuencia de estos espaciadores puede proporcionar un 

registro histórico de los virus con los que esa bacteria ha tenido contacto en el pasado y nos permite por 

tanto establecer relaciones virus-hospedador. Solo tuvimos en cuenta aquellos CRISPRs con al menos 4 

espaciadores, ya que un número menor pueden resultar falsos positivos (Kupczok et al., 2015). La 

secuencia de los espaciadores se comparó con la colección de contigs virales para identificar cuáles 

habían podido infectar en el pasado las bacterias secuenciadas mediante HiSeq o PacBio®. Se 

consideraron positivos los alineamientos entre  los contigs virales y los separadores de los CRISPRs de 

cada metagenoma que tenían una cobertura mínima de alineamiento del 95% de la longitud del separador 

y una identidad del 95% (Shmakov et al., 2017). La asignación taxonómica del contig bacteriano que 

contenía el CRISPR se hizo por BLASTx frente a la base de datos nr con un e-value < 1x10-03).  

 

2.2.13. Análisis metagenómico basado en el gen marcador para ARNr 16S 

Los amplicones 16S procedentes de las muestras de sedimento bacteriano fueron analizados con el 

paquete de herramientas Qiime (Caporaso et al., 2010). Las secuencias R1 y R2 se asociaron a las 

distintas muestras en base a sus etiquetas o barcodes identificativos. A continuación, se ensamblaron en 

una sola secuencia a partir de sus extremos solapantes con el script fastq-join 

(https://github.com/brwnj/fastq-join) (Aronesty, 2013), permitiendo un porcentaje máximo de diferencia 

del 20% (-p 20), y se elaboró un archivo map_file con la información necesaria para que Qiime ejecutara 

sus funciones. Este archivo se validó con el script validate_mapping_file.py. Posteriormente, a través 

del script pick_open_reference_otus.py, se generó una tabla BIOM con la información de todas las 

secuencias agrupadas en OTUs mediante el sistema uclust (Edgar, 2010) y la información de referencia 

de todos los genomas agrupados al 97% (archivo .biom). Esta tabla se cargó en R y se analizó con el 

paquete phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013) para calcular disimilitudes Bray-Curtis y representar los 

metagenomas en un sistema de ordenación NMDS. 

 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/3bFsC
https://paperpile.com/c/hcl5SD/4ytJS+kgUbF+JPuJW
https://paperpile.com/c/hcl5SD/4ytJS+kgUbF+JPuJW
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1. Estudio de los sesgos introducidos durante el enriquecimiento de partículas virales y la 

amplificación inespecífica de sus genomas 

La introducción de sesgos durante los estudios metagenómicos de las comunidades de virus es un 

problema conocido que compromete la extracción de datos cuantitativos y limita la obtención de 

conclusiones biológicas. Para comprender mejor las causas de estos sesgos y el impacto que pudieran 

tener en los estudios de comparación entre comunidades, en esta tesis doctoral nos propusimos estudiar 

una comunidad sintética de composición conocida y una comunidad natural de saliva humana a lo largo 

de las distintas etapas de un protocolo sencillo de enriquecimiento de partículas virales y amplificación 

inespecífica de sus genomas. 

 

1.1. Evaluación de los sesgos en comunidades sintéticas de virus de ADN  

Para este estudio se prepararon dos comunidades sintéticas (en adelante comunidades control) formadas 

por siete virus de ADN con características morfológicas y tipos de genomas diferentes, tratando de 

reflejar la diversidad natural de virus de ADN asociados a ecosistemas humanos (Tabla 1). 

  Morfología Genoma Proporción teórica (%) 

Virus Familia Estructura 
Diámetro 

(nm) 
Tipo 

Tamaño 

(kpb) 

Comunidad 

sintética 1 

Comunidad 

sintética 2 

Virus Vaccinia 

Western 

Reserve (WR) 

Poxviridae Envuelta, 

virión en forma 

de ladrillo 

250x360 ADNbc 

lineal 

194,7 14,28 16,65 

Bacteriófago λ 
(Lambda) 

Siphoviridae Sin envuelta, 

cabeza-cola 
60 ADNbc 

lineal 

48,5 14,28 16,65 

Adenovirus 

humano 5 

(AdenoV) 

Adenoviridae Sin envuelta, 

pseudo-cápsida 

T=25 

90 ADNbc 

lineal 

35,9 14,28 16,65 

Bacteriófago 

Φ29 (Phi29) 

Podoviridae Sin envuelta, 

cabeza-cola 
54 ADNbc 

lineal 

19,3 14,28 16,65 

Fago M13 

(M13) 

Inoviridae Sin envuelta, 

filamentoso 
7x700- 

2.000 

ADNmc 

circular 

6,4 14,28 16,65 

Virus diminuto 

del ratón p 

(MVMp) 

Parvoviridae Sin envuelta, 

cápsida T=1 
23 ADNmc 

lineal 

5,1 14,28 16,65 

Circovirus 

porcino 2a 

(PCV2a) 

Circoviridae Sin envuelta, 

cápsida T=1 
17 ADNmc 

circular 

1,8 14,28 0,075 

Tabla 1. Características de los virus incluidos en las comunidades sintéticas. ADNmc: ADN monocatenario, 

ADNbc: ADN bicatenario. 

 

Un aspecto importante en el diseño de protocolos de enriquecimiento de partículas virales es la 

eliminación de células y de material genético libre. Sin embargo, decidimos no incluir bacterias en 

nuestras comunidades control, al observar en experimentos previos que la centrifugación a baja 

velocidad y filtración en filtros de 0,45μm de cultivos puros de Escherichia coli, Staphylococcus aureus 

y Roseobacter litoralis provocaba una reducción de 7-8 órdenes de magnitud en el número de colonias 

viables. 
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Para preparar comunidades control con cantidades equivalentes de material genético de cada uno de los 

siete virus de ADN se estimó el número de genomas protegidos de la acción de nucleasas por PCR 

cuantitativa. De esta manera evitamos la sobrestimación de genomas de virus cuyas estructuras pudieran 

verse dañadas durante los pasos de purificación o preservación del preparado viral. Por otro lado, la 

PCR cuantitativa permite cuantificar de forma eficiente genomas de virus de ADN de cadena sencilla, 

los cuales se detectan mal mediante técnicas de tinción (Holmfeldt et al., 2012) frecuentemente 

empleadas en la cuantificación de los componentes de comunidades sintéticas. Estas comunidades 

control con cantidades balanceadas de los siete genomas de virus de ADN se alicuotearon y duplicados 

o triplicados biológicos de éstas se analizaron mediante PCR cuantitativa (cada uno de ellos con 

triplicados técnicos) antes y después de ser sometidas por separado a varios protocolos de 

enriquecimiento viral y amplificación al azar de sus genomas. En algunos experimentos se evaluó el 

efecto de varios de estos protocolos combinados. 

Como se aprecia en la Figura 9, las proporciones de los genomas de los siete virus protegidos de la 

acción de las nucleasas eran parecidas en términos generales. Sin embargo, la comunidad control 1 

mostró una inesperada baja proporción de genomas virales de Vaccinia WR con respecto al resto de 

virus (0,26% de media), probablemente debido a problemas durante su conservación a 4ºC, que podrían 

haber afectado a la integridad de su estructura. De igual modo, la comunidad control 2 mostró una 

esperada baja representación de PCV2a debido al agotamiento del único preparado disponible de este 

virus (0,11% de media) (Fig. 9A,B). De forma general, las centrifugaciones a baja velocidad y las 

filtraciones redujeron la cantidad de algunos genomas virales protegidos (Fig. 9C,D). Entre ellos destaca 

la caída de 27-150 veces en el número de genomas del virus de gran tamaño Vaccinia WR tras la 

centrifugación a baja velocidad, y de más de 500 veces en dos de las tres réplicas tras la filtración en 

0,22μm en el caso de la comunidad control 2. Estos sesgos negativos causan una reducción drástica en 

la abundancia relativa de este virus (22,1-41,8% a 1,4-2,0%) (Fig. 9B). De igual manera, el número de 

genomas del virus Vaccinia WR cayó a niveles casi indetectables durante las centrifugaciones y 

filtración en 0,22μm de la comunidad control 1 (Fig. 9C). También detectamos que los virus de pequeño 

tamaño (M13, MVMp y PCV2a) se vieron más afectados de forma general por los pasos de 

centrifugación, y en menor medida, por las filtraciones y el colchón de iodixanol, que el resto de los 

virus de mayor tamaño (Lambda, Phi29 y AdenoV). Las diferencias en el efecto de la centrifugación 

entre estos dos grupos de virus resultaron estadísticamente significativas (p-value = 0.00082, Mann-

Whitney), y la combinación de algunos de estos protocolos de purificación en la comunidad control 2 

redujo la cantidad de virus pequeños en un rango de 6,2 a 10 veces. De entre todos los protocolos de 

enriquecimiento utilizados, la concentración de partículas virales mediante colchón de iodixanol fue el 

paso del protocolo que mejor preservó la composición original de las comunidades control, incluido el 

virus Vaccinia WR. 

 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/0JVOn
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Figura 9. Impacto del enriquecimiento viral y la amplificación al azar de los genomas virales en la 

composición de las comunidades control. Las proporciones relativas de los siete virus de ADN (Lambda = 

bacteriófago λ; WR = Vaccinia WR; Phi29 = bacteriófago Φ29; AdenoV = adenovirus humano 5; M13 = 

bacteriofago M13; MVMp = Parvovirus diminuto de ratón cepa p; PCV2a = Circovirus porcino 2a) de la 

comunidad control 1 (A) y la comunidad control 2 (B) fueron evaluadas por PCR cuantitativa antes y después de 

cada tratamiento de forma independiente o combinados. Dos o tres réplicas independientes se evaluaron para cada 

muestra y se anotaron con números del 1 al 3. Las cantidades de genomas relativos a la muestra control sin tratar 

se muestra para la comunidad control 1 (C) y 2 (D). Las proporciones de genomas virales después de las 

amplificaciones al azar relativizadas a las proporciones de la comunidad sin tratar se muestran para la comunidad 

control 1 (E) y 2 (F). Los siguientes identificadores se utilizaron para designar el tratamiento empleado: Control: 

comunidad viral control sin tratar; C: dos pasos de centrifugación consecutivos a 3.000 g 10 min; 0,45 y 0,22: 

tamaño de poro expresado en μm usado durante la filtración con jeringa; I: colchón de iodixanol; MDA: 

amplificación por desplazamiento múltiple de banda con el kit de GenomiPhi™ V2; MDA_WD, amplificación 

por desplazamiento múltiple de banda sin paso de desnaturalización; SISPA, Amplificación independiente de 

secuencia con un oligonucleótido único. En todos los casos los genomas virales de las comunidades tratadas y no 

tratadas se extrajeron tras incubación con nucleasas que eliminan material genético no protegido por cápsidas o 

envueltas. 

 

Tal y como se había publicado previamente (Kim y Bae, 2011), la amplificación al azar mediante MDA 

provocó la sobrerrepresentación de genomas pequeños circulares de ADN de cadena sencilla (M13 y 

PCV2a). Así el genoma del bacteriófago M13 aumentó su abundancia relativa de 1,7-3,6 a 3-7,2 veces 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/skHSa
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en las comunidades control 1 y 2, respectivamente, mientras que PCV2a tuvo una sobreamplificación 

de 3,2-7,1 y 9,1-14,7 veces en las comunidades control 1 y 2, respectivamente. Como era de esperar, la 

ausencia de desnaturalización durante el protocolo de MDA evitó la hibridación de oligonucleótidos a 

las moléculas de cadena doble de ADN, aumentando los sesgos hacia genomas de cadena sencilla 

circulares (MDA_WD, Fig. 9A). Por el contrario, el genoma lineal de cadena sencilla del virus MVMp 

mostró una bajada pronunciada de hasta 500 veces en su abundancia relativa, lo que ocurría de forma 

consistente en los cinco experimentos de amplificaciones MDA ensayados. Este sesgo negativo también 

fue detectado para el genoma del virus AdenoV aunque en menor medida. 

A diferencia de las amplificaciones MDA, SISPA preserva bastante bien la composición de las 

comunidades control. La única excepción fue AdenoV, el cual presentó una disminución en sus 

proporciones relativas en las tres réplicas experimentales en un rango de 2,94 a 23,6 veces. La pérdida 

del número de copias de AdenoV en las dos estrategias alternativas de amplificación empleadas, y de 

MVMp durante la amplificación mediante MDA, requiere de un estudio en mayor profundidad. 

 

1.2 Evaluación del sesgo introducido por protocolos de amplificación al azar en viromas de saliva 

humana  

A partir de una muestra formada por la mezcla de saliva de varias personas evaluamos los sesgos 

introducidos por los diferentes protocolos de amplificación al azar de ADN. Mediante secuenciación 

masiva en equipos MiSeq (Illumina®) obtuvimos nueve viromas procedentes de esta mezcla, incluyendo 

un viroma sin amplificar (Unamp1), seis viromas generados mediante amplificación con dos kits 

comerciales de MDA (GenomiPhi™: MDA_G1-4; y TruePrime™: MDA_T1-2) y otros dos con SISPA 

(SISPA1-2). Estos viromas contenían un promedio de 1.566.548 lecturas, que tras el filtrado por calidad 

se quedaron en 1.490.980 lecturas de media por viroma (1.097.629-2.011.102 lecturas). 

 

1.2.1. Sesgo estocástico en la amplificación por MDA a partir de picogramos de ADN molde 

En la Figura 10A se muestran 277 contigs obtenidos a partir de un ensamblaje cruzado de medio millón 

de lecturas de cada viroma y cuya abundancia relativa había aumentado o disminuído al menos 50 veces 

en los viromas amplificados en comparación con Unamp1. Los viromas de MDA amplificados desde 1 

ng mostraron patrones de contigs sesgados similares entre sí, con una influencia mínima del factor 

tiempo de extensión durante la amplificación de GenomiPhi™ (2,5 h y 10 h en MDA_G1 y MDA_G2, 

respectivamente) o de la estrategia elegida para el cebado de la polimerasa (GenomiPhi™: MDA_G1, y 

TruePrime™: MDA_T1). Por el contrario, en las muestras amplificadas desde 10 pg de molde 

(MDA_G3, MDA_G4, y MDA_T2) se registró un incremento notable en el número de contigs sesgados, 

que mostraban además patrones muy diferentes entre sí. También observamos que el perfil de contigs 

sesgados en las muestras de MDA difiere notablemente de aquellos encontrados en los viromas de 

SISPA. Estos resultados muestran que las amplificaciones desde bajas cantidades de ADN no solo 
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introducen más sesgo, si no que incrementan su variabilidad entre réplicas obtenidas con procedimientos 

muy parecidos. 

   Mejor resultado BLASTx  Extremos solapantes 

Contig
 

Tamaño (pb) Tasa de cambio Especies Familia e-value Close_the_circle Minimus2 

1.473 3.117 2.965 Enterobacteria phage I2-2 Inoviridae 1x10
-9 SI SI 

917 4.832 501 Microviridae Fen7918_21 Microviridae 4x10
-84 SI SI 

640 6.738 356 Microviridae Fen685_11 Microviridae 3x10
-24 SI SI 

732 5.884 277 Microviridae IME-16 Microviridae 0 SI SI 

1.041 4.332 253 Microviridae IME-16 Microviridae 0 NO NO 

1.084 4.182 205 Vibrio phage fs2 Inoviridae 2x10
-21 SI SI 

45 39.552 168 Dickeya phage Limestone Myoviridae 5x10
-43 NO NO 

781 5.536 153 Ralstonia phage p12J Inoviridae 2x10
-12 SI SI 

674 6.397 140 Parabacteroides phage YZ-

2015a 
Microviridae 4x10

-31 SI SI 

211 18.180 130 Mycobacterium phage 

DrDrey 
Siphoviridae 2x10

-21 NO NO 

218 17.800 114 Bacillus phage AR9 Myoviridae 3x10
-18 NO NO 

1.431 3.182 86 Porcine stool-associated 

circular virus 5 
Circoviridae 7x10

-131 SI SI 

413 10.049 55 Enterobacteria phage 

Min27 
Podoviridae 1x10

-18 NO NO 

1.465 3.125 52 Enterobacteria phage I2-2 Inoviridae 6x10
-9 SI SI 

977 4.555 50 Gokushovirus WZ-2015a Microviridae 3x10
-7 NO SI 

Tabla 2. Naturaleza circular de los contigs más sobrerrepresentados en los viromas MDA_G1 y MDA_G2. 

Solo se muestran aquellos contigs con una tasa de cambio >50x en MDA_G1 y MDA_G2. 

  

MDA amplifica los plásmidos pequeños y los genomas virales circulares de manera más eficiente que 

las moléculas de ADN lineal (Kim y Bae, 2011) (ver sección anterior). De acuerdo con estos resultados, 

10 de los 15 contigs con mayor sesgo positivo en las muestras MDA_G1 y MDA_G2 eran contigs 

pequeños con extremos solapantes, sugiriendo su naturaleza circular o mostraron mejor similitud de 

secuencia por BLAST con miembros conocidos de la familia Microviridae, formada por virus de genoma 

pequeño y circular (Tabla 2). Este sesgo sistemático hacia genomas circulares pequeños también podría 

explicar la sobreamplificación de muchos contigs en el viroma MDA_T1, pero no la enorme variabilidad 

de contigs con sesgo positivo observado cuando se usaron 10 pg como molde (MDA_G3, MDA_G4 y 

MDA_T2) ya que muchos de sus contigs con sesgos positivos no eran pequeños ni circulares (Fig. 10C). 

  

https://paperpile.com/c/hcl5SD/skHSa


 

 62 

1.2.2. La amplificación mediante SISPA y MDA de viromas de saliva introduce un sesgo 

sistemático asociado a regiones de contenido extremo de CG  

 

Figura 10. Impacto de los sesgos inducidos por la amplificación al azar en lecturas y contigs de viromas de 

saliva. (A) Tasa de cambio de la abundancia normalizada de los cross-contigs (RPKM) entre los viromas 

amplificados y el viroma sin amplificar. Solo aquellos contigs > 2 kpb con una tasa de cambio >50x (color verde) 

o < 0,02x (color rojo) están representados. Se llevaron a cabo cuatro amplificaciones usando el kit GenomiPhi™ 

con dos cantidades diferentes de ADN molde y tiempos de extensión: 1 ng 2,5 h (MDA_G1); 1 ng 10 h (MDA_G2); 

10 pg 3,5 h (MDA_G3); y 10 pg 10 h (MDA_G4). Las amplificaciones con el kit TruePrimeTM se llevaron a cabo 

desde 1 ng durante 2,5 h (MDA_T1) y 10 pg 3,5 h (MDA_T2). En las amplificaciones SISPA se usó un solo 

oligonucleótido (FR26RV-12N; SISPA1) o la mezcla de tres oligonucleótidos diferentes (FR26RV-12N, K-12N, 

y 454-A-12N; SISPA2). (B) Abundancia relativa de las lecturas en función de su contenido medio de CG para el 

viroma sin amplificar y algunos viromas amplificados al azar. (C) Tasa de cambio de los 2.577 cross-contigs en 

función de su contenido medio de CG. Los cross-contigs pequeños (<12 kpb) y circulares se representan como 

círculos azules y los cross-contigs lineales (o >12 kpb) como puntos grises. Las líneas de tendencia representan la 

regresión lineal en dos rangos de CG: 30-55 y 55-70%. 

 

El estudio del contenido medio en CGs de las lecturas y contigs de cada viroma nos permitió detectar 

un sesgo en todos viromas amplificados relacionado con regiones de bajo y alto contenido en CGs. Así 

las lecturas de Unamp1 mostraron dos picos de abundancia a 36 y 51% de CGs, mientras que las lecturas 

procedentes de los viromas amplificados presentaban un mayor número de lecturas acumuladas en el 
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segundo pico (Fig. 10B). Por el contrario, los protocolos de amplificación con GenomiPhi™ 

presentaban una menor proporción de lecturas con porcentajes medios de CGs por encima del 60%, 

mientras que en la amplificación con MDA_T1 presentaba una menor proporción de lecturas con %CGs 

inferiores al 40%. Este último sesgo negativo estaba acentuado en los viromas amplificados por SISPA. 

Los 2.557 contigs originados durante el ensamblaje cruzado reprodujeron a la perfección los patrones 

de sesgo descritos para las lecturas (Fig. 10C). En este sentido, un análisis de regresión lineal de la 

abundancia relativa de los contigs no circulares de los viromas amplificados con respecto al obtenido 

sin amplificación en función del contenido de CG medio (en el rango de 30-65%) mostró pendientes 

positivas más pronunciadas en los viromas MDA_T1 y SISPA2 que en MDA_G1. También, de acuerdo 

con lo observado para las lecturas, observamos el efecto contrario en el rango de CGs de 60-70% (Fig. 

10B). 

Los viromas MDA_T1 y MDA_G1 mostraron el menor número de contigs con sesgos de ± 10 veces en 

relación a Unamp1 (6,2 y 7,6% respectivamente). Estos porcentajes de contigs altamente sesgados 

cayeron a 4,5 y 6% respectivamente cuando solo se analizaron los contigs >12 kpb o no circulares en el 

rango de CGs de 35-65%. La proporción de contigs con alto sesgo en los viromas amplificados con 

SISPA fue algo mayor (10,75-16,11%) y no se vio afectada por la eliminación de contigs circulares 

pequeños (10,82-16,30%), pero mostró una reducción similar a la de los viromas de MDA cuando no se 

tuvo en cuenta aquellos contigs con un contenido extremo de CGs (7,91-12,48%). Las muestras 

amplificadas por MDA desde 10 pg de molde mostraron alrededor de un 30% de los contigs con sesgos 

de ± 10 veces, lo que está de acuerdo con los sesgos estocásticos propuestos anteriormente. Además, 

este número no se redujo apenas tras la eliminación de contigs circulares pequeños o con contenido 

extremo de CGs. 

 

1.2.3. La cobertura de los contigs en los viromas obtenidos mediante MDA es más uniforme que 

la obtenida mediante SISPA 

La uniformidad de la cobertura de los contigs se analizó para los 38 contigs con coberturas medias >50x 

tanto en el viroma sin amplificar (Unamp1), como en los viromas amplificados a partir de 1 ng del 

mismo ADN molde (Fig. 11). Como se ejemplifica para los contigs 16 y 624, MDA proporciona una 

distribución de lecturas más uniforme que SISPA, pero peor que la que se obtiene en el viroma sin 

amplificar. Estos resultados se observan mejor dibujando curvas de Lorenz que representan la 

proporción de lecturas acumuladas a lo largo de la longitud de cada contig (Fig. 11B). Las curvas que 

mostraban menos diferencia con la distribución teórica perfecta fueron las correspondientes a los 

viromas sin amplificar, seguidas de los viromas de MDA y SISPA, en este orden. Para cuantificar la 

uniformidad de la cobertura sobre un número representativo de contigs, calculamos el coeficiente de 

variación y los índices de correlación de Pearson de estos 38 contigs (Fig. 11C). Los coeficientes de 

variación más altos correspondían al viroma SISPA2, con un valor promedio por encima de uno, y con 
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diferencias estadísticamente significativas respecto a otros viromas (p-value < 4,9x10-12; Mann-Whitney 

prueba de dos colas). Las diferencias entre los contigs de viromas amplificados por MDA y no 

amplificados también fueron estadísticamente significativas (p-value = 0,002 para MDA_G1 y p-value 

= 0,0009 para MDA_T1), pero sus coeficientes medios de variación fueron inferiores a 0,5 en ambos 

casos. Además, los valores de correlación de Pearson entre los perfiles de cobertura de contigs 

amplificados y no amplificados (Fig. 11D) fueron más bajos para SISPA2 que para los viromas MDA, 

mostrando diferencias estadísticamente significativas en las pruebas de Mann-Whitney de dos colas (p-

value < 6,4x10-13). Estos resultados demuestran un mejor rendimiento de MDA sobre SISPA en términos 

de uniformidad en la cobertura del genoma. 

 

 
Figura 11. Cobertura de los contigs de viromas de saliva obtenidos mediante diferentes técnicas de 

amplificación al azar. (A) Perfiles de cobertura en dos de los cross-contigs más abundantes. (B) La homogeneidad 

de la distribución de las lecturas según la posición del contig se muestra mediante curvas de Lorenz. La línea 

discontinua representa una cobertura teórica perfecta. (C) Coeficientes de variación de cobertura para los 38 cross-

contigs más abundantes que presentaban coberturas >50x en todos los viromas analizados. (D) Correlación de 

Pearson entre los perfiles de cobertura de los viromas sin amplificar y amplificados para el mismo grupo de cross-

contigs. La línea horizontal en C y D representa el valor medio. * p < 0,01; ** p < 0,005; y *** p < 0,001. 
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1.2.4 El perfil irregular de cobertura de los contigs obtenidos mediante SISPA se debe en parte a 

picos de alta cobertura en las regiones con alta complejidad lingüística  

 

Figura 12. Perfil de cobertura en viromas de saliva obtenidos por SISPA. (A) Se muestran dos cross-contigs 

representativos con picos de alta cobertura flanqueados por secuencias con similitud a la región constante de los 

oligonucleótidos (triángulos coloreados) usados durante SISPA. (B) Cross-contigs representativos de viromas 

SISPA con una alta cobertura en regiones con baja complejidad lingüística de secuencia (línea gris). (C) 

Coeficientes de variación de cobertura para los 14 cross-contigs más abundantes que presentaban valores de 

cobertura media >50x entre los viromas analizados. (D) Correlación de Pearson entre los perfiles de cobertura de 

los viromas sin amplificar y los viromas amplificados por SISPA demultiplexados. La línea horizontal en C y D 

representa el valor medio. * p < 0,01; ** p < 0,005; y *** p < 0,001. 

 

A continuación, quisimos estudiar la causa de la formación de picos de alta cobertura en los viromas de 

SISPA. Se había descrito previamente que estos picos pueden deberse a la hibridación preferente de la 

región constante 5’ del oligonucleótido empleado, apuntando como solución la combinación de varios 

oligonucleótidos (Rosseel et al., 2013). En nuestros viromas encontramos que sólo un 20% de los picos 

de alta cobertura eran específicos de un oligonucleótido en particular, y estaban flanqueados por 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/aEmlk
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secuencias con elevada identidad de secuencia con la región conservada del oligonucleótido empleado 

(Fig. 12A). Además, no encontramos diferencias estadísticamente significativas ni en los coeficientes 

de variación ni en los índices de correlación para la cobertura obtenida a partir de un único 

oligonucleótido (SISPA1) o la combinación de tres (SISPA2; Fig. 12C,D). Esto es coherente con el 

hecho de que muchos de estos picos estuvieran formados por lecturas obtenidas usando los tres 

oligonucleótidos. También observamos que en torno al 30% de los picos de alta cobertura no eran 

específicos de oligonucleótido y se presentaban en regiones de baja complejidad de secuencia como se 

ejemplifica en la Figura 12B. Estos resultados indican que el sesgo en la cobertura que induce SISPA 

es el resultado de la convergencia de múltiples factores, incluyendo la unión preferencial de la parte 

constante del oligonucleótido y una amplificación preferente de secuencias de ADN con baja 

complejidad lingüística. 

 

1.3. Los sesgos introducidos durante la amplificación al azar tienen un impacto mínimo en estudios 

de diversidad beta de viromas de saliva 

La amplificación al azar altera la abundancia relativa de ciertos miembros de las comunidades virales 

sintéticas y naturales. Para evaluar el impacto de este sesgo a nivel de comparaciones entre comunidades 

completas de virus, calculamos las disimilitudes de Bray-Curtis entre viromas en función de la 

abundancia normalizada de los contigs compartidos generados mediante ensamblaje cruzado. Para ello, 

la abundancia se expresó en RPKMs (lecturas alineadas por kilobase y por millón de lecturas). Las 

disimilitudes resultantes se representaron en sistemas de ordenación NMDS. De acuerdo con los 

espectros de los contigs más sesgados (Fig. 10A), las gráficas de ordenación mostraron que los viromas 

obtenidos a partir de MDA desde 1 ng de molde estaban localizados más próximos al viroma sin 

amplificar que los amplificados a partir de 10 pg (Fig. 13A). Además, se observaron correlaciones de 

Pearson de 0,55-0,65 entre los perfiles de contigs de Unamp1 y los amplificados a partir de 1 ng, 

incluidos los viromas SISPA, mientras que las correlaciones con viromas amplificados a partir de 10 pg 

variaron en el rango 0,24-0,49 (Tabla 3). Un resultado similar se obtuvo cuando en lugar de 

disimilitudes Bray-Curtis, se utilizaron índices de Sørensen (Sørensen, 1948), que tienen en cuenta sólo 

la presencia o ausencia de los contigs, y es por tanto una medida de disimilitud más sensible a variaciones 

en la detección de virus poco abundantes (Fig. 13C). 

Es importante destacar que la inclusión de dos nuevos viromas de saliva (SaC25 y Sa33), procedentes 

de sujetos que no habían contribuido a la muestra Unamp1 en un segundo ensamblaje cruzado, dio 

lugar a una superposición perfecta de Unamp1 y todos los viromas obtenidos por amplificación al azar 

de esta misma muestra (Fig. 13B). Por el contrario, los dos nuevos viromas no relacionados mostraron 

una gran separación entre ellos, con valores de disimilitud de Bray-Curtis por encima de 0,98 e índices 

de Sørensen por encima de 0,65, y una ausencia completa de correlación de Pearson (Tabla 3) que 

refleja la singularidad de los viromas en saliva humana. 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/HMtF
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Figura 13. Sistemas de ordenación de viromas basados en los perfiles de abundancia de cross-contigs. Las 

abundancias normalizadas de los cross-contigs (RPKM) se usaron para calcular las disimilitudes de Bray-Curtis 

(A y B) y los índices de Sørensen (C y D) entre los viromas. (A y C) La matriz de disimilitudes entre el viroma 

sin amplificar (Unamp1) y ocho viromas derivados de este pero obtenidos por amplificación al azar (MDA_G1-4, 

MDA_T1-2 y SISPA1-2) se representaron siguiendo el sistema de ordenación NMDS. (B y D) Las matrices de 

disimilitud de los cross-contigs obtenidos con los anteriores nueve viromas, junto con dos viromas adicionales de 

saliva parcialmente relacionados (Unamp2 y Sa101), y dos viromas no relacionados procedentes de individuos 

que no contribuyeron a ninguno de las dos mezclas de saliva evaluadas (SaC25 y Sa33) también se representaron 

por NMDS. La distribución NMDS a la derecha del panel (B) representa la disimilitud entre todos los viromas, 

excluyendo SaC25 y Sa33 (nótense las diferencias de magnitud de los ejes). El tipo de símbolo indica el origen 

distinto de los viromas. Los colores blanco, azul y rojo indican viromas obtenidos sin amplificación, o amplificados 

al azar mediante MDA o SISPA respectivamente. 

 

 
  Unamp1 MDA_G1 MDA_G2 MDA_G3 MDA_G4 MDA_T1 MDA_T2 SISPA1 SISPA2 Unamp2 Sa101 SaC25 

MDA_G1 0,65            

MDA_G2 0,64 0,98           

MDA_G3 0,31 0,76 0,7          

MDA_G4 0,24 0,52 0,57 0,2         

MDA_T1 0,59 0,76 0,76 0,61 0,31        

MDA_T2 0,49 0,41 0,36 0,2 0,19 0,28       

SISPA1 0,55 0,42 0,41 0,16 0,1 0,48 0,12      

SISPA2 0,55 0,44 0,44 0,21 0,11 0,53 0,12 0,96     

Unamp2 0,49 0,22 0,25 0,07 0,04 0,27 0,03 0,32 0,33    

Sa101 0,33 0,28 0,28 0,1 0,06 0,4 0,06 0,49 0,45 0,21   

SaC25 -0,05 -0,04 -0,04 -0,02 -0,02 -0,03 -0,03 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02  

Sa33 -0,04 -0,03 -0,03 -0,01 -0,02 -0,02 -0,03 -0,01 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 

Tabla 3. Correlación de Pearson entre los perfiles de abundancia normalizados de los cross-contigs 

obtenidos de los nueve viromas derivados de la misma muestra de saliva, de dos viromas parcialmente 

relacionados y otros dos viromas no relacionados también de saliva. 
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Por otra parte, el cluster formado por Unamp1 y los viromas amplificados desde la misma muestra 

también incluía dos viromas adicionales: uno de un individuo que había sido un donante también para 

Unamp1 (Sa101), y otro obtenido de una mezcla de salivas de siete individuos (Unamp2), seis de los 

cuales también habían contribuido a Unamp1 (Fig. 13B,D). Este resultado sugiere que la casi ausencia 

de contigs compartidos entre viromas de saliva de individuos no relacionados es suficiente para forzar 

la agrupación de viromas relacionados, aunque solo compartan unos pocos virus. Finalmente, 

modelamos la distribución de lecturas compartidas entre viromas de individuos no relacionados 

(MDA1_G1, SaC25 y Sa33) mediante comparaciones por BLASTn de submuestras generadas al azar de 

10.000 lecturas en cada caso), como una medida alternativa de distancia entre viromas. Esta distribución 

mostró una media de 1.391,49 ± 86,28 SD lecturas compartidas, que fue significativamente más baja 

(test de Mann-Whitney con p-value < 2,2x10-16) que las compartidas entre viromas procedentes de la 

misma muestra (Unamp1 y los dos viromas más sesgados: MDA_G4 y MDA_T2; valor medio de 

4.790,81 ± 63,61 SD). 

Estos resultados sugieren que el sesgo introducido por cualquiera de los dos métodos de amplificación 

al azar empleados en esta tesis, incluso desde picogramos de ADN molde, tienen una incidencia mínima 

en los estudios de diversidad beta entre viromas de saliva de individuos no relacionados.  

 

2. Estudio de las comunidades de virus en muestras bucales de individuos sanos y de pacientes con 

caries o estomatitis aftosa recurrente 

Con el objetivo de tener una imagen más real y completa de la comunidad de virus de ADN de la boca 

humana y estudiar posibles cambios en su composición en situaciones de enfermedad, se tomaron, tras 

la firma de un consentimiento informado, un total de 59 muestras de la cavidad bucal de 55 individuos 

distintos con edades comprendidas entre los 20 y 42 años: 13 muestras de placa dental de individuos sin 

caries y 13 de individuos con caries activas, 16 muestras de mucosa bucal de individuos sanos y 13 de 

individuos con aftas activas. Además, se recogieron muestras de saliva de cuatro de estos donantes para 

realizar comparaciones entre viromas del mismo individuo. 

 

2.1. Procesamiento y selección de muestras de la cavidad bucal para su estudio metagenómico 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el apartado anterior elegimos un protocolo sencillo de 

enriquecimiento de partículas virales basado en una centrifugación a baja velocidad, filtración en 

0,45μm, degradación de ADN libre con nucleasas y extracción del material genético viral con 

fenol/cloroformo (Fig. 5). Decidimos no incluir en este protocolo el paso por colchón de iodixanol 

debido a que el volumen manejado no exigía concentrar las muestras. Se obtuvieron entre 150 pg y 32 

ng de ADN de genomas virales y en general se recuperó más ADN desde las muestras de mucosa y 

saliva que de placa dental debido a la limitada cantidad de material de partida de estas últimas muestras. 

Aun así, la cantidad de todas ellas fue insuficiente para preparar de librerías de secuenciación masiva. 
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Por ello, decidimos recurrir a la amplificación al azar mediante MDA que, como vimos en el apartado 

anterior, introduce sesgos estocásticos y sistemáticos pero sin incidencia en estudios de comparaciones 

entre viromas de individuos no relacionados. Como molde de estas reacciones se emplearon cantidades 

de genomas virales de ADN de 20 pg-5,6 ng, y se obtuvieron entre 1,33-63,2 μg de ADN amplificado. 

De las 59 muestras procesadas, tres no se lograron amplificar en MDA por encima de los niveles de 

amplificación observados en el control negativo. 

Debido a que durante el proceso de purificación empleamos filtros de 0,45μm que podrían permitir el 

paso de bacterias de tamaño pequeño, estudiamos el grado de contaminación bacteriana mediante PCR 

semicuantitativa del gen que codifica por ARNr 16S. Establecimos como criterio para descartar la 

secuenciación masiva de una muestra que ésta tuviera un nivel de contaminación igual o superior al de 

una muestra de virus previamente secuenciada en nuestro laboratorio con aproximadamente un 15% de 

lecturas de origen bacteriano (Fig. 14). 

 

 
 

Figura 14. Control de la amplificación por MDA y determinación del grado de contaminación bacteriana. 

(A) Resultados representativos de la amplificación por MDA del ADN viral extraído de las muestras bucales. Una 

veinteava parte del producto de amplificación se cargó en un gel de agarosa al 0,8%. (B) Evaluación del grado de 

contaminación bacteriana mediante PCR semicuantitativa del gen del ARNr 16S en el ADN viral extraído y 

amplificado. La muestra de referencia MP1 contiene alrededor de un 15% de lecturas de origen bacteriano. Una 

quinta parte de los productos de PCR obtenidos desde 1 ng, 10 ng y 100 ng de molde estimado por Picogreen se 

cargaron en un gel de agarosa al 1%. Los marcadores se corresponden a los genomas de los bacteriófagos Φ29 y 

λ digeridos con HindIII. 

 

En general detectamos un mayor grado de contaminación bacteriana en las muestras procedentes de 

placa dental que en las de mucosa (Tabla 4). Identificamos como muestras contaminadas con ADN 

bacteriano ocho muestras de placa de individuos sanos, dos de placa de individuos con caries, dos de 

mucosa de individuos sanos, dos de mucosa de individuos con afta y una de saliva. Estas muestras fueron 

descartadas para secuenciación masiva, con la excepción de tres procedentes de individuos sin caries 

(Noca1, Noca14 y Noca16) debido al pequeño número de muestras disponibles sin contaminación y a 

que éstas presentaban niveles de contaminación próximos al 15%. Así, las muestras finalmente 

secuenciadas fueron 38 (Tabla 4). 
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Tipo Muestras 
Amplificadas 

(MDA) 
PCR

* Secuenciadas 

(Miseq) 
ARNr 16S

$ 
Viromas estudiados

# 

Placa sana 13 13 5 8 5 5 

Placa caries 13 13 11 9 7 7 

Mucosa sana 16 15 13 10 9 9 

Mucosa afta 13 11 9 8 8 6 

Saliva 4 4 3 3 3  3 

Total 59 56 41 38 32 30 

Tabla 4. Número de muestras procesadas en cada etapa del protocolo. PCR*: Muestras con baja 

contaminación bacteriana estimada por PCR del gen que codifica por ARNr 16S. ARNr 16S$: Viromas con baja 

contaminación bacteriana estimada por la presencia en el viroma de secuencias del gen para ARNr 16S. Viromas 

estudiados#: Viromas con un alto porcentaje de secuencias ensambladas en contigs largos. 

 

2.2. Secuenciación masiva y preprocesado de las secuencias obtenidas 

 

 
Figura 15. Filtración de secuencias por calidad y eliminación de secuencias contaminantes de origen 

conocido. Se muestra el porcentaje de secuencias de baja calidad determinadas con el programa Prinseq y las 

secuencias contaminantes identificadas mediante alineamiento con Bowtie2 contra el genoma humano, el genoma 

del bacteriófago ΦX174 y la base de datos de plásmidos Univec. 

 

La secuenciación mediante la tecnología MiSeq de Illumina® nos permitió obtener una media de 

1.576.263 lecturas por viroma de las que un 8,09-21,3% se eliminaron por tener baja calidad (Fig. 15). 

También se eliminaron aquellas secuencias con una elevada similitud con el genoma humano, con una 

base de datos de plásmidos (Univec) y con el genoma del bacteriófago ΦX174 que se usa como control 

interno de la secuenciación de Illumina®. El nivel de contaminación con secuencias de origen humano 
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fue mayor en términos generales en los viromas de mucosa y tres de ellos presentaban >33,72% de sus 

secuencias de origen humano. El porcentaje de secuencias de ΦX174 y de plásmidos conocidos no 

superó el 1,84% en ninguno de los viromas estudiados. El promedio final de secuencias de alta calidad 

y libres de contaminación conocida fue de 1.299.533 y la mediana de las secuencias descartadas en los 

pasos de preprocesado fue de un 12,44%. 

 

2.3. Asignación taxonómica de las lecturas de alta calidad 

Para tener una imagen preliminar de la composición de los viromas de la cavidad bucal humana 

realizamos alineamientos contra la base de proteínas nr del GenBank (Fig. 16A). Una parte importante 

de las secuencias no presentaba similitud con ninguna secuencia de la base de datos (32,98-72,57%) y 

el dominio mejor representado fue el de bacteria (19,59-60,64%). Los viromas de mucosa presentaron 

un mayor porcentaje de lecturas relacionadas con eucariotas (en su mayoría procedentes del genoma 

humano) y en alguno de ellos, como MuAf28, estas secuencias alcanzaban el 31,02% de las lecturas. 

Finalmente, el porcentaje de secuencias asignadas a virus fue de un 2,28-29,36% (mediana en 10,58%), 

lo que coincide con resultados previos de viromas humanos (Minot et al., 2011) o de ecosistemas 

naturales (López-Bueno et al., 2009). 

 
Figura 16. Clasificación taxonómica de los viromas de la cavidad bucal. (A) Proporciones relativas de 

secuencias asignadas a cada dominio mediante comparación (BLASTx e-value < 1x10-03) con la base de datos de 

proteínas nr. (B) Proporciones relativas de las secuencias asignadas a familias virales más abundantes mediante 

comparación (BLASTx e-value < 1x10-03) con la base de datos de proteínas virales PHAST. 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/17ABx
https://paperpile.com/c/hcl5SD/b7z94
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Una segunda comparación de los viromas con una base de datos de proteínas exclusivamente virales 

(Fig. 16B) permitió ver un predominio de secuencias asignadas a bacteriófagos del orden Caudovirales, 

siendo los virus de la familia Siphoviridae los más abundantes con una mediana del 81,76%, seguido 

por Podoviridae (7,13%) y Myoviridae (5,73%). También observamos asignación de secuencias a virus 

grandes eucarióticos como Phycodnaviridae (0,49%) o Mimiviridae (0,38%) aunque en general con 

peores e-values que las asignaciones a Caudovirales.  

 

2.4. La mayoría de las secuencias de alta calidad de los viromas se ensamblan en contigs virales de 

gran tamaño y cobertura 

 

Figura 17. Composición de los viromas en función del porcentaje de lecturas alineadas en contigs asignados 

o no a los distintos dominios. Se muestra el porcentaje de secuencias alineadas mediante Bowtie2 a contigs largos 

clasificados como virales, bacterianos o sin clasificar, así como el % de secuencias no ensambladas o ensambladas 

en contigs pequeños o de baja cobertura. Los asteriscos muestran el porcentaje de contaminación bacteriana 

estimado en función del número de lecturas con similitud por el gen que codifica por ARNr16S (BLASTn contra 

SILVA, e-value < 1x10-10). Se consideró como 100% de contaminación bacteriana (eje secundario) el valor medio 

del porcentaje de secuencias del gen 16S encontrado en seis microbiomas de placa dental (0,614%; metagenomas 

depositados en la base de datos pública MG-RAST bajo los números de acceso: 4447192.3, 4447102.3, 4447103.3, 

4447101.3, 4447943.3, 4447903.3, 4447971.3 y 4447970.3 (Belda-Ferre et al., 2012)) 

 

Las lecturas de alta calidad apareadas y huérfanas de cada metagenoma se ensamblaron de novo por 

separado. Esto generó entre 812 y 8.730 contigs mayores de 500 pb por viroma, con longitudes medias 

de 931-3.794 pb y un N50 de 883-16.825 pb. Con el objetivo de reducir la contaminación de contigs 

bacterianos decidimos aplicar un filtro adicional de eliminación de contigs de baja cobertura y pequeño 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/ontA4
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tamaño (< 3 kpb y cobertura < 15x ó < 10 kpb y cobertura < 4x), ya que, debido al mayor tamaño de los 

genomas bacterianos, la cobertura de sus contigs debería ser baja y tener un alto grado de fragmentación. 

Los 6.544 contigs de gran tamaño o cobertura resultantes (de aquí en adelante “contigs largos”), pese a 

representar sólo un 5,37% del total de contigs, estaban ensamblados por un 79,96% de las secuencias de 

todos los viromas. A continuación, estos contigs se clasificaron en tres grupos definidos: Virales, 

Bacterianos y Sin clasificar en función del porcentaje de pautas de lectura abiertas que presentaban 

similitud de secuencia con proteínas virales o bacterianas (sección 2.2.6.1. de Materiales y Métodos). 

Las medianas de los porcentajes de contigs asignados a virus, bacterias o no clasificados fueron 

respectivamente 42,71%, 42,57% y 14,64%. Sin embargo, para tener una imagen más real de la 

abundancia de genomas virales en nuestros viromas calculamos la cantidad de lecturas que alinean 

contra estos contigs mediante Bowtie2. Entre un 17,57-92,78% (mediana del 73,04%) de las lecturas de 

los viromas estaban contenidas en contigs largos categorizados como virales (Fig. 17), frente a un 0,11-

35,45% (mediana de 2,49%) de lecturas en contigs bacterianos y un 0,016-40,72% (mediana del 2,83%) 

en contigs sin clasificar. El promedio de la longitud de los contigs largos asignados a virus era 22.119 

pb frente a 2.172 pb de los contigs bacterianos y 16.966 pb de los no clasificados. Estos resultados 

sugieren que la contaminación bacteriana es baja y estas secuencias se ensamblan en contigs de pequeño 

tamaño. Sin embargo, en los viromas con mayor contaminación hemos podido identificar varios contigs 

de gran tamaño relacionados con bacterias del filo TM7, incluyendo un genoma posiblemente completo 

de 734 kpb. A continuación, estimamos el grado de contaminación bacteriana en función del contenido 

en secuencias del gen que codifica por ARNr 16S, teniendo en cuenta que la proporción media de 

secuencias de este gen en seis microbiomas de placa dental es del 0,614% (Belda-Ferre et al., 2012). 

Como cabía esperar, los viromas con una contaminación mayor de genomas bacterianos eran las que 

presentaban mayor porcentaje de secuencias en contig clasificados como bacterianos o sin clasificar. De 

hecho, ambos parámetros mostraron una buena correlación (R2 = 0,82). Teniendo en cuenta ambas 

estrategias de estimación de la contaminación bacteriana y el porcentaje de secuencias en contigs virales 

en cada viroma decidimos descartar para posteriores análisis de esta tesis doctoral los siguientes seis 

viromas: MuHe11, Caries24, Caries60, Noca12, Noca14 y Noca16. Además, descartamos también otros 

dos viromas de mucosa con aftas (MuAf22 y MuAf28) ya que mostraban una alta proporción de 

secuencias de ADN humano y un número muy elevado de secuencias no ensambladas o ensambladas 

en contigs de tamaño pequeño y baja complejidad (dato no mostrado).  

Los 30 viromas restantes (Tabla 4) estaban formados por una media de 61 contigs virales largos (7-149 

contigs) ensamblados por un 74,33% de las lecturas originales (valor medio) de cada viroma. Además, 

el hecho de no detectar ni una sola secuencia relacionada con el gen que codifica por ARNr 16S en estos 

contigs avala la fiabilidad de la metodología empleada para su asignación al dominio de virus. 

Finalmente quisimos comparar nuestro sistema de identificación de contigs virales con la herramienta 

VirSorter (Roux et al., 2015a), la cual detecta bacteriófagos libres y profagos en metagenomas 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/ontA4
https://paperpile.com/c/hcl5SD/k8WlS
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ensamblados en contigs. Observamos que ambos métodos coincidían en identificar 1.031 contigs como 

virales (con un 62,97% de las lecturas de todos los viromas alineadas; Fig. 18). VirSorter identificó 181 

contigs virales adicionales que eran poco abundantes (1,04% de lecturas alineadas) y que nuestro script 

no pudo identificar. Estos contigs en muchos casos podrían corresponderse con profagos ya que 

presentaban pautas abiertas de lecturas con similitud por proteínas relacionadas con virus (holinas, colas 

de bacteriófagos, etc), pero también con genes de genomas bacterianos. Por otro lado, nuestro método 

de identificación de contigs virales mostró una mayor sensibilidad al detectar 797 contigs virales no 

identificados por VirSorter (con un 11,36% de las secuencias de todos los viromas alineadas). Aunque 

no tenemos un sistema de validación de falsos positivos, ninguno de estos contigs contenía secuencias 

relacionadas con el gen que codifica por ARNr 16S y presentaban, en muchos casos, valores de cobertura 

muy altos, incompatibles con un posible origen bacteriano.  

 

 

Figura 18. Comparación de dos métodos de identificación de contigs 

virales: VirSorter (Roux et al., 2015a) y ParseadorBLAST.pl v1.21 

(Anexos - Script III). Se muestran los 4.418 contigs largos obtenidos en 

los 30 viromas analizados identificados como virales por alguno de los 

dos métodos y entre paréntesis el porcentaje de lecturas alineadas en 

estos contigs. 

 

 

2.5. Los viromas de mucosa bucal y placa dental están formados por cientos de virus distintos, 

dominados virus emparentados con bacteriófagos que no se han descrito previamente en este 

ambiente 

Las comunidades de virus de la mucosa bucal y de la placa dental presentan una distribución de especies 

caracterizada en muchos casos por la presencia de unos pocos virus muy abundantes y una gran 

diversidad de virus poco numerosos. Así, 26 de los 27 viromas estudiados presentaban al menos un 

contig viral ensamblado con más de medio millón de lecturas (Fig. 19), y en el caso extremo de los 

viromas MuHe24, Noca21 y Ca52 el genoma del virus dominante estaba ensamblado por un 49,2%, 

73,67% y un 73,79% de las lecturas de sus viromas respectivamente. La estructura poblacional de estos 

viromas con un virus dominante sugiere una baja diversidad alfa y contrasta con otros viromas como 

MuHeC32, MuHe104 o MuAf21, cuya estructura poblacional más uniforme sugiere una mayor 

diversidad alfa. 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/k8WlS
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Figura 19. Curvas de rangos de abundancia (curvas Whittaker) de los viromas bucales. Se representan sólo 

los 10 contigs más abundantes de los viromas de mucosa (A y de placa dental (B)) expresados en función del 

número de lecturas R1+R2 alineadas con cada contig. Los valores de riqueza de especies e índice de Shannon se 

estimaron utilizando la herramienta PHACCS (Angly et al., 2005) y se muestran en el interior de cada gráfico. 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/LQ79p


 

 76 

Los índices de diversidad alfa de Shannon calculados con la herramienta PHACCS variaron entre 5,13 

y 7,16 (mediana de 5,96) y la riqueza estimada de especies entre 174-1.969 (mediana 593). Como era 

de esperar, aquellos viromas con estructuras poblacionales más uniformes presentaban índices de 

Shannon y estimaciones de riqueza de especies mayores que los viromas con estructuras poblacionales 

menos uniformes. Por último, un análisis estadístico basado en un test no paramétrico de Mann-Whitney 

mostró que la mayor diversidad alfa de los viromas de la mucosa con respecto a los viromas de placa 

dental era estadísticamente significativa (p-value = 0,0204). Sin embargo, no detectamos diferencias 

significativas cuando se compararon condiciones de salud y enfermedad (Mucosa sana y afta: p-value = 

0,723; Placa sana y placa caries p-value = 0,106). 

La asignación taxonómica de los 1.557 contigs virales ensamblados desde los viromas de la cavidad se 

hizo considerando el resultado más frecuente de la comparación por BLAST contra la base de datos de 

proteínas PHAST de todas pautas de lectura abiertas de cada contig. Los contigs virales con mayor 

cobertura estaban relacionados con las especies virales Arthrobacter phage Mudcat, Rhodococcus phage 

ReqiPoco6, Mycobacterium phage Muddy, Rhodococcus phage ReqiPepy6 y Gordonia phage Emalyn. 

En su conjunto, más de un 50% del total de lecturas de todos los viromas se alineaban con estos contigs 

virales, que dominaban en muchos casos las comunidades al estar entre los 10 más abundantes de cada 

viroma (Tabla 5). 

Especies virales Lecturas totales Contigs Contigs en top 10 

Arthrobacter phage Mudcat 11.657.302 146 27 

Rhodococcus phage ReqiPoco6 5.194.984 76 16 

Mycobacterium phage Muddy 4.300.551 13 7 

Rhodococcus phage ReqiPepy6 3.955.964 66 13 

Gordonia phage Emalyn 2.255.229 15 7 

Gordonia phage Jswag 2.149.025 2 2 

Actinomyces virus Av1 1.885.769 86 12 

Microbacterium phage vB_MoxS-ISF9 1.730.763 15 8 

Xanthomonas phage Xp15 1.249.733 11 5 

Enterococcus phage phiFL4A 1.224.874 19 8 

Tabla 5. Virus más representados en la cavidad bucal humana. Se muestra el número de contigs (y las lecturas 

alineadas con ellos) relacionadas por similitud de secuencia con las especies de virus de referencia más 

representadas en los viromas de la cavidad bucal. 

 

  



RESULTADOS 

 
77 

2.6. Un número alto de contigs virales se corresponden con genomas completos o casi completos 

La distribución de los contigs virales en función de su tamaño y abundancia relativa mostró que el pico 

más importante de contigs virales de la boca (42-46 kpb) coincidía con el pico principal de tamaños de 

los bacteriófagos alojados en la base de datos del GenBank (42 kpb) (Fig. 20). El tercero de los picos de 

contigs virales más abundante, centrado en torno a las 17 kpb, presentaba similitudes de secuencia con 

virus del mismo tamaño como Actinomyces phage Av1 (17.171 pb). Estos resultados sugieren que buena 

parte de los contigs virales ensamblados podrían estar completos o casi completos. En este sentido, cabe 

destacar seis contigs virales de gran tamaño (108-202 kpb) relacionados con especies de bacteriófagos 

también de gran tamaño: Prochlorococcus phage P-SSM2, Erwinia phage PhiEaH1, Pelagibacter 

phage HTVC008M, Campylobacter virus CPt10 o Ralstonia phage RSF1. Los tres contigs más largos 

presentaban en un tamaño similar al genoma de los virus de referencia más relacionados por secuencia 

y presentaban extremos solapantes, indicando que estaban completos (Fig. 21). 

 

 

Figura 20. Distribución de contigs virales según su tamaño. La línea roja hace referencia a la frecuencia de 

contigs virales de la cavidad bucal (continua) o genomas de bacteriófagos de ADN en el GenBank (discontinua), 

mientras que la línea azul indica la abundancia de lecturas alineadas con los contigs virales. Los datos se agruparon 

en bloques de 3 kpb. Los genomas de los bacteriófagos de ADN del GenBank utilizados en este estudio incluyen 

5.199 genomas de virus del orden Caudovirales, 86 de la familia Inoviridae y 1.536 de la familia Microviridae. 
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Figura 21. Estudio de la sintenia de algunos contigs de gran tamaño (>145 kpb) con los bacteriófagos más 

relacionados disponibles en las bases de datos. Alineamiento de los contigs Noca24M_34, MuHeC32_1 y 

MuAf23_2 con los genomas de referencia de las especies Ralstonia phage RSF1, Pelagibacter phage HTVC008M, 

Campilobacter virus CPt10, respectivamente. Los genes predichos con Prodigal y anotados por comparación con 

la base de datos de proteínas nr del GenBank se indican mediante flechas naranjas. Se muestran sólo aquellos 

alineamientos (tBLASTx) con un e-value < 1x10-10. Las flechas verdes circulares indican la naturaleza circular de 

los genomas virales de referencia y de los contigs, y las flechas verdes parcialmente solapantes indican la 

naturaleza de permutación cíclica de alguno de los genomas de referencia. 
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2.7. Los viromas de placa dental y mucosa oral se agrupan por ambiente, pero no por estado de 

salud, en estudios de diversidad beta 

Con el fin de estudiar la influencia de la localización dentro de la cavidad bucal en la composición de 

los viromas, estudiamos en primer lugar la información compartida dos a dos entre viromas del mismo 

o distinto ambiente.  

 
Figura 22. Contigs compartidos entre viromas diferentes de la cavidad bucal. Cada punto representa el 

porcentaje de contigs compartidos de un viroma con otro viroma del mismo o distinto ambientes pero de individuos 

distintos (A), o entre viromas de saliva y mucosa del mismo individuo (intraindividuo; 3 individuos) y saliva y 

mucosa de individuos distintos (interindividuo) (B). Las comparaciones se llevaron a cabo por parejas de viromas 

(Nucmer; >80% de identidad en al menos 1 kpb) considerando el porcentaje de contigs compartidos en ambas 

direcciones. El análisis estadístico de las diferencias entre grupos se hizo mediante un test de Mann-Whitney. p-

value (Mucosa/Placa) = 1,45x10-05, p-value (Mucosa/Placa-Mucosa) = 3,09x10-02, p-value (Placa/Placa-Mucosa) 

= 6,81x10-03 y p-value (interindividuo/intraindividuo) = 4,73x10-05 * p-value < 0,01, ** p-value < 0,005 y *** p-

value < 0,001. 

 

Como era de esperar, el porcentaje de contigs compartidos entre viromas del mismo ambiente pero 

distinto individuo fue bajo (medianas del 14,58% en placa dental y del 11,45% en mucosa), y algo 

superior en saliva (mediana del 27,15%). Un análisis estadístico de estos datos mostró que el número de 

contigs compartidos entre viromas de placa dental de individuos distintos era significativamente mayor 

al que comparten viromas de mucosa también de individuos distintos, lo que sugiere que la diversidad 

beta de la comunidad de virus en placa es menor que en mucosa (Fig. 22A). Por otra parte, los viromas 

de individuos distintos (interindividuo) muestran un porcentaje mucho más bajo de contigs compartidos 

(mediana del 25,42%) que entre viromas de un mismo individuo (intraindividuo) (mediana del 70,79%), 

aun siendo viromas de ambientes distintos (Fig. 22B). Estos resultados coinciden con estudios previos 

que apuntan a que las comunidades virales de cada individuo son muy diferentes entre sí. A partir de 
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este punto, los viromas de saliva se excluyeron para los siguientes análisis debido al alto número de 

virus compartidos con los viromas de mucosa del mismo individuo. 

 

Cluster Nombre Nº contigs Lecturas 
Longitud 

representante
$ Mucosa Placa 

1 Arthrobacter phage Mudcat;Rhodococcus phage 

ReqiPoco6;Rhodococcus phage ReqiPepy6 
182 15.378.501 46.568 91 91 

31 Mycobacterium phage Muddy 9 4.295.224 33.477 4 5 

8 Gordonia phage Splinter;Mycobacterium phage Nhonho 25 2.997.167 39.128 13 12 

3 Microbacterium phage vB_MoxS-ISF9;Mycobacterium 

phage Jolie2 
36 2.684.773 43.776 23 14 

11 Gordonia phage Emalyn 18 2.262.361 31.849 10 8 

20 Rhodococcus phage ReqiPoco6 11 1.369.556 41.602 7 4 

37 Xanthomonas phage Xp15 7 1.090.822 60.552 5 2 

7 Enterococcus phage phiFL4A 24 1.088.896 49.737 20 6 

75 Pseudomonas phage NP1 3 999.835 54.764 2 1 

22 Lactococcus phage P078;Lactococcus phage P118 11 925.333 56.142 8 3 

34 Arthrobacter phage Mudcat 8 898.081 41.823 7 1 

9 Mycobacterium phage bron 22 892.317 35.489 10 12 

2 Streptococcus phage SM1;Streptococcus phage EJ-1 67 878.148 42.426 50 17 

19 Lactococcus phage 1706 12 815.937 55.783 8 4 

4 Mycobacterium phage Crossroads;Streptomyces phage 

phiHau3 
37 629.559 44.215 21 16 

Tabla 6. Información de los 15 clusters de contigs más abundantes en función del número de lecturas 

alineadas. Longitud representante$: Se indica el tamaño del contig más largos. 

 

Debido al bajo porcentaje de contigs compartidos entre viromas de individuos distintos, agrupamos los 

1.557 contigs procedentes de todos los viromas en función de su identidad de secuencia (Nucmer; >80% 

de identidad sobre >1 kpb). De esta manera, obtuvimos 130 clusters (que agrupaban 1.077 contigs) y 

480 contigs no agrupados. A cada cluster se le asignó el nombre del virus más relacionado por similitud 

de secuencia siguiendo un criterio similar al aplicado anteriormente para cada contig (la especie de virus 

más representada de entre todos los resultados obtenidos por BLASTx al comparar las pautas abiertas de 

lectura de todos los contigs de un mismo cluster) (Tabla 6). El mayor de estos clusters (cluster 1) estaba 

compuesto por 182 contigs, alguno de ellos entre los cinco más abundantes en 23 de los 27 viromas 

estudiados. Además, este cluster presentaba una distribución ubicua con 91 contigs de viromas de 

mucosa y otros 91 de viromas de placa. La mayoría de los integrantes de este cluster estaban 

relacionados (e-value = 8x10-52; mediana de los mejores resultados encontrados para cada contig del 

cluster) por similitud de secuencia con los bacteriófagos de las bacterias de suelo Arthrobacter phage 

Mudcat, Rhodococcus phage ReqiPoco6 y ReqiPepy6 y en menor medida con algunos bacteriófagos 

que infectan el género Lactococcus. También encontramos otros seis clusters relacionados con 

Arthrobacter phage Mudcat (43 contigs), tres clusters (31 contigs) con Rhodococcus phage ReqiPoco6 

y dos clusters (9 contigs) relacionados con Rhodococcus phage ReqiPepy6. La mayoría de estos contigs 

presentaban tamaños entre 30 y 50 kpb, sensiblemente inferiores a los bacteriófagos relacionados en la 

base de datos (53 y 78 kpb). Otro de los clusters más abundantes (cluster 2) estaba formado por 67 
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contigs estrechamente relacionados con Streptococcus phage SM1 (e-value = 2,5x10-108, mediana), un 

virus que infecta un poblador muy habitual de la boca como es Streptococcus mitis. También 

encontramos hasta 11 clusters adicionales (59 contigs) emparentados con bacteriófagos que infectan 

bacterias del género Streptococcus y preferentemente localizados en las muestras de mucosa. El mayor 

número de clusters asociados a un virus en particular fue a Actinomyces virus Av1 (13 clusters que 

contenían 65 contigs). Los clusters con mayor número de componentes no se correspondían, en todos 

los casos, con aquellos que contenían contigs más abundantes. Así, por ejemplo, el cluster 31 era el 

segundo más abundante con más de 4 millones de lecturas en solo 9 contigs y estaba relacionado con 

Mycobacterium phage Muddy. Aunque la inmensa mayoría de los clusters estaban relacionados con 

virus que infectan bacterias, también detectamos un cluster relacionado con Human betaherpesvirus 7 

(cluster 89). 

 
Figura 23. Sistema de ordenación bidimensional de viromas de placa dental y mucosa bucal humana. La 

abundancia normalizada de los contigs y clusters de contigs de cada viroma se usó para calcular disimilitudes 

Bray-Curtis, que se representaron en dos dimensiones mediante NMDS (A, C y D) o mediante PCoA (B). La 

significancia estadística de las diferencias entre grupos definidos por ambiente (A) o estado de salud (C) y (D) se 

evaluó mediante un test PERMANOVA y las diferencias en dispersión (B) mediante un test PERMADISP 

(permutest-betadisper) (Anderson, 2006). 

 

Teniendo en cuenta la distribución de clusters y contigs compartidos entre viromas, calculamos las 

disimilitudes Bray-Curtis entre viromas y las representamos en sistemas de ordenación bidimensional 

NMDS. Los resultados obtenidos (Fig. 23) muestran una cierta separación entre los viromas de placa 

dental y de mucosa bucal, que resultó estadísticamente significativa en un estudio PERMANOVA (p-

value = 0,048) (Fig. 23A). Pese a que el estudio de los contigs compartidos dos a dos entre viromas 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/kBXiz
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sugería una diversidad beta inferior en placa dental que en mucosa bucal (Fig. 22), las distancias al 

centroide entre los dos ambientes no mostraron diferencias estadísticamente significativas en un test 

permutest-betadisper (p-value = 0,176) (Fig. 23B). Desafortunadamente, no observamos diferencias 

significativas entre viromas del mismo ambiente en función del estado de salud (PERMANOVA: p-

value (mucosa sana y aftas) = 0,318, y p-value (placa sana y caries) = 0,887) (Fig. 23C,D). 

 
Figura 24. Mapa de calor de los 10 clusters o contigs no agrupados con distribución preferente por alguno 

de los dos ambientes estudiados (A) o por los estados de salud y enfermedad (B) y (C). Se muestran sólo 

aquellos resultados con mayor significancia estadística en un test de Mann-Whitney (A) o en metagenomeSeq 

(fitZIG) (B y C) y en orden creciente de p-value. El color indica la abundancia relativa de cada cluster o contig 

medida en porcentaje de lecturas alineadas. Entre paréntesis se indica el p-value de las diferencias significativas 

entre grupos. 

 

Pese a que a nivel poblacional encontramos sólo una ligera separación de los viromas por ambiente, y 

no por condición de salud, quisimos estudiar si existían contigs o clusters con una distribución preferente 

para un determinado ambiente o condición de salud, que pudiera ser utilizado como biomarcador de esas 
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variables ambientales. Empleando un test no paramétrico de Mann-Whitney, identificamos 30 clusters 

o contigs asociados a un determinado ambiente, en su mayor parte a mucosa oral como significativos 

(Fig. 24). Los que presentaron p-values más bajos (cluster 24, 44, 5, 2 y 89) estaban asociados con 

mucosa bucal relacionados por secuencia con Streptococcus phage YMC-2011 (e-value = 2x10-81), 

Streptococcus phage SMP (e-value = 1x10-53), Mannheimia phage vB_MhS_1152AP2 (e-value = 2x10-

119), Streptococcus phage SM1 (e-value = 6x10-105) y Human betaherpesvirus 7 (e-value = 1x10-167, 99% 

identidad de nucleótido), respectivamente (Fig. 24A). La asociación con mucosa fue también 

significativa para otros cuatro contigs de HSV7. En la mayoría de los casos las diferencias entre los 

grupos se debían a la ausencia de representantes en las muestras de placa, a excepción de los clusters 2 

y 5 que eran prácticamente ubicuos en todos los viromas pero más abundantes en mucosa.  

De la misma forma, estudiamos la existencia de especies asociadas a los estados de salud o enfermedad 

en ambas localizaciones. Debido a que el bajo número de viromas nos impedía hacer un test de Mann-

Whitney, utilizamos un modelo para distribuciones gaussianas infladas con ceros metagenomeSeq 

(fitZIG). A pesar de que no existían diferencias estadísticas entre los estados de enfermedad y salud 

cuando consideramos las poblaciones completas, sí que detectamos algunos contigs o clusters con 

patrones de distribución diferentes entre condiciones. Así, algunos clusters de contigs relacionados con 

Burkholderia phage AH2 (cluster 30; e-value = 1x10-69), Rhodococcus phage ReqiPoco6 (cluster 15; e-

value = 3x10-35) y Actinomyces virus Av1 (cluster 51; e-value = 1x10-101) estaban asociados 

preferentemente con mucosa oral sana y apenas fueron detectados en viromas de aftas (Fig. 24B). El 

cluster 7 (relacionado con Enterococcus phage phiFL4A, e-value = 10-114), pese a tener una distribución 

prácticamente ubicua, era también más abundante en los viromas de mucosa sana. Por el contrario, el 

cluster 75 (relacionado con Pseudomonas phage NP1; e-value = 2x10-90 (Chaudhry et al., 2017)) se 

asociaba con aftas. En el caso de la placa dental (Fig. 24C), cabe destacar la asociación de los clusters 

84 (relacionado con Alteromonas phage vB_AmaP_AD45-P1; e-value = 4x10-37) y 17 (relacionado con 

Arthrobacter phage vB_ArtM-ArV1; e-value = 1,95x10-45) con placa dental sana, y del cluster 7 

(Enterococcus phage phiFL4A; e-value = 1x10-114) con caries. Este último cluster es particularmente 

interesante porque en mucosa estaba asociado con el estado de salud, mientras que en placa dental estaba 

asociado con caries, siendo el hospedador del virus de referencia más relacionado Enterococcus faecalis, 

una bacteria implicada en el desarrollo de caries (Badet y Thebaud, 2008). 

  

2.8. Los 444 genomas virales completos o casi completos ensamblados desde los viromas bucales 

se organizan en 31 megaclusters  

Como habíamos visto anteriormente (Fig. 20), una buena parte de los 1.557 contigs de los viromas de 

mucosa bucal y placa dental presentaban tamaños que podrían corresponderse con genomas completos 

o casi completos. Esto quedó de manifiesto al comprobar que 445 contigs (un 29% del total) presentaban 

un tamaño superior al 70% de tamaño del genoma de la especie viral más relacionada en las bases de 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/Py5Jo
https://paperpile.com/c/hcl5SD/vRzQH
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datos y/o se comprobó su naturaleza circular mediante la detección de solapamiento entre los extremos 

5’ y 3’ del contig. En el caso particular de los contigs que conformaban el cluster más abundante en la 

boca (cluster 1), muchos mostraban coberturas muy elevadas, pero tamaños notablemente inferiores a 

los virus más relacionados (Rhodococcus phage ReqiPepy6 y ReqiPoco6 con tamaños de 76.797 y 

78.064 pb). Con el objetivo de que estos contigs estuvieran representados en estudios posteriores, 

escogimos el tamaño de otro virus relacionado por similitud de secuencia a un nivel muy similar pero 

con un tamaño menor de 59.443 pb (Arthrobacter phage Mudcat).  

MC
* Número de contigs virales    BLASTp (PHAST) 

 Total >1% lecturas
& 

Tamaño
$ 

%CGs
#
 Virus Identidad

@ e-value 

A 33 17 40,6 54,5 Enterococcus phage phiFL4A 63,4 5x10
-103 

B 12 3 37,8 63,1 Streptomyces phage phiHau3 64,3 1x10
-82 

C 49 33 45,8 55 Arthrobacter phage Mudcat 73,2 1x10
-53 

D 4 1 35,4 54,2 Vibrio phage N4 57,3 4x10
-173 

E 3 3 64,5 51,3 Corynebacterium phage P1201 65 1x10
-157 

F 1 0 6,4 66,5 Propionibacterium phage B5 48 4x10
-63 

G 18 3 14 57,3 Rhodococcus phage RRH1 62,9 5x10
-77 

H 18 3 39 56,8 Corynebacterium phage BFK20 61 1x10
-148 

I 15 6 40,1 58,1 Microbacterium phage vB_MoxS-ISF9 62,9 3x10
-43 

J 5 5 31,4 53,4 Gordonia phage Emalyn 68,4 5x10
-113 

K 18 6 36 53,9 Gordonia phage Splinter 54,6 3x10
-106 

L 3 0 6,7 60,5 Ralstonia phage RSS0 64 8x10
-71 

M 5 1 64,9 41,3 Salmonella phage FSL SP-058 69,8 8x10
-166 

N 14 6 55,4 45,5 Xanthomonas phage Xp15 63,1 9x10
-70 

O 9 4 48,5 60 Clavibacter phage CN1A 60,4 1x10
-55 

P 13 6 44,8 53 Pseudomonas phage NP1 66,9 1x10
-96 

Q 13 6 43,4 46,5 Mannheimia phage vB_MhS_1152AP2 75 1x10
-79 

R 5 0 36,9 50,6 Vibrio phage X29 55,8 6x10
-92 

S 10 0 25 47,9 Mannheimia phage phiMHaA1 67,8 5x10
-126 

T 9 2 36,5 50,4 Lactobacillus prophage Lj771 48 8x10
-23 

U 12 2 17,7 36,8 Streptococcus phage Cp-1 91,1 3x10
-149 

V 4 0 15,2 62,9 Actinomyces virus Av1 47,3 3x10
-91 

W 59 7 16,8 52,5 Actinomyces virus Av1 74,6 6x10
-96 

X 2 2 61,2 41,5 Acinetobacter phage phiAC-1 57 1x10
-40 

Y 5 0 36,7 38,7 Clostridium phage phiMMP03 68,2 9x10
-132 

Z 53 9 33,6 41,4 Streptococcus phage SMP 84,5 2x10
-94 

AA 9 5 87,8 44,5 Ralstonia phage RS138 63,2 1x10
-138 

AB 7 4 36,9 47,3 Serratia phage Eta 48,6 1x10
-39 

AC 16 7 46,7 39,2 Lactococcus phage P087 67,3 2x10
-47 

AD 11 0 4,6 46,4 Torque teno virus 28 71,1 2x10
-157 

AE 9 1 5,7 38,7 Parabacteroides phage YZ-2015a 35,9 4x10
-31 

Tabla 7. Características de los 31 megaclusters. MC*: megacluster. > 1% lecturas&: Contigs con más de un 1% 

de las lecturas de su viroma. Tamaño$: mediana de los tamaños de los contigs de cada megacluster expresados en 

kpb. # %CGs: media de porcentaje de CG de los contigs que conforman cada megacluster. Identidad@: % de 

identidad media de los mejores resultados obtenidos para cada contig del megacluster. 
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A continuación, generamos un árbol proteómico basado en distancias basadas en alineamientos por 

BLASTx para cada pareja de los 445 genomas completos o casi completos de virus de la boca y los 205 

genomas virales de referencia más relacionados por similitud de secuencia (Fig. 25A). Utilizando este 

árbol agrupamos todos estos genomas en 31 megaclusters (Tabla 7), que representan un nivel de 

agregación superior al de los clusters empleados en secciones anteriores. Atendiendo a la agrupación de 

los genomas de referencia, obtuvimos resultados consistentes con estudios previos basados también en 

similitudes entre proteomas (Rohwer y Edwards, 2002): (i) ausencia de soporte a la actual división del 

orden Caudovirales en tres familias virales, con miembros de estas familias repartidos en megaclusters 

distintos, o (ii) agrupación de virus de las mismas subfamilias como la agrupación de  los nueve genomas 

de referencia de la subfamilia Autographivirinae incluidos en el árbol proteómico dentro del 

megacluster D, los nueve Peduovirinae en el megacluster S, o los seis Spounavirinae y los seis 

Tevenvirinae en el megacluster AA. 

 

A continuación, quisimos evaluar si la profundidad de muestras con la que trabajamos en esta tesis (27 

viromas) era suficiente para explorar la diversidad de virus bucales. Para ello, cuantificamos el número 

de megaclusters representados cuando se escogen combinaciones al azar de los viromas (1.000 

permutaciones en cada caso) (Fig. 25C). Los resultados muestran cómo con combinaciones de sólo 10 

viromas se obtienen contigs completos o casi completos de 29 de los 31 megaclusters. También quisimos 

comprobar si este árbol proteómico obtenido con contigs casi completos era útil para representar la 

diversidad de los 1.557 contigs virales (Fig. 26). Para ello, construimos una red bidimensional basada 

en las conexiones BLASTn entre todos los contigs y observábamos que la inmensa mayoría de los contigs 

virales se encontraban dentro o muy próximos a los megaclusters definidos previamente en el árbol 

proteómico. De los 80-90 contigs restantes, algunos se agregaban en la red formado 12 nuevos 

megaclusters sin representantes potencialmente completos o circulares. La principal característica que 

presentaban muchos de estos nuevos grupos es que sus contigs estaban relacionados con bacteriófagos 

de gran tamaño (> 100 kpb). Así por ejemplo el megacluster AK contenía 33 contigs de los cuales 18 

estaban relacionados con Rhodococcus phage E3 (142,6 kpb), los del megaclusters AL con Bacillus 

virus G (497,5 kpb), los del megacluster AM con Pelagibacter phage HTVC008M (147,3 kpb) y los 

contigs de otros tres megaclusters: AO, AQ y AP con Ralstonia phage RSF1 (222,9 kpb), Ralstonia 

phage RSL2 (223,9 kpb) y Bacillus phage SP-15 (221,9 kpb). 

A este nivel de agrupación en megaclusters no detectamos ningún tipo de asociación por ambiente o por 

estado de salud (Fig. 25B), lo que sugiere que estos 31 megaclusters están formados por virus 

ampliamente distribuidos en la cavidad bucal. También cabe destacar que 20 de los 31 megaclusters 

tenían genomas de virus de referencia, el resto de megaclusters (A, B, F, J, K, V, X, Y y AB), no parecen 

tener representantes ni siquiera lejanos en las bases de datos. 
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Figura 25. (A) Árbol proteómico de 444 contigs completos o casi completos y 205 genomas de referencia 

relacionados. Las distancias entre genomas se determinaron mediante una modificación del método Dice y se 

generó un árbol Neighbor Joining de las mismas. Los círculos de mayor tamaño indican su pertenencia a los diez 

contigs más abundantes de cada viroma. Se muestran sombreadas las 31 ramas que definen los megaclusters 

(designados con una o dos letras). Los asteriscos verdes indican qué megaclusters no incluyen genomas de 

referencia (B) Mapa de calor del porcentaje de lecturas de cada viroma que alinean con todos los contigs contenidos 

en cada megacluster. (C) Número de megaclusters con representantes cuando se elige al azar un número creciente 

de viromas. Se muestra la media de 1.000 permutaciones de viromas en cada punto.  
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Figura 26. Red de los 1.557 contigs virales obtenida en función de las similitudes de BLASTn y agrupación 

por MCL (Enright et al., 2002). Solo están representados aquellos contigs con tres o más conexiones. Se indican 

con un círculo amarillo 12 nuevas agrupaciones (AF-AP) formadas por al menos cinco contigs y sin ningún 

representante de los 444 genomas completos o casi completos.  

 

 

 

  

https://paperpile.com/c/hcl5SD/lKmVL
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2.8.1. Identificación de cuatro nuevos virus humanos de las familias Anelloviridae y 

Papillomaviridae. 

Pese al casi absoluto dominio de bacteriófagos en las comunidades virales de la boca humana, también 

detectamos una población minoritaria de virus eucarióticos que se agrupaban exclusivamente dentro del 

megacluster AD (Fig. 25A). Entre ellos, pudimos ensamblar el genoma completo y circular de 13 virus 

de la familia Anelloviridae (Fig. 27C), cinco Papillomaviridae (Fig. 27D), y cinco virus eucarióticos de 

ADN de cadena sencilla circular que codifican por proteínas de replicación (CRESS-DNA) (Rosario et 

al., 2012)  (Fig. 27E).  

De los 13 genomas completos de anellovirus, 11 pudieron asociarse con especies ya secuenciadas del 

género Alfatorquetenovirus, incluyendo representantes en los tres clados monofiléticos de este género 

(Fig. 27A). Los dos anellovirus restantes (TTMV-ALH8 y TTMV-ALA22) estaban relacionados con 

especies del género Betatorquetenovirus, pero sus proteínas codificadas en los genes ORF1 no 

presentaban similitud de secuencia por encima del criterio de demarcación aceptado en esta familia para 

designar nuevas especies (65%). Así, la proteína más parecida a la del virus TTMV-ALH8 fue la de T-

like mini virus TTMV_LY1 (con un 59,11% de identidad de aminoácido) y la de TTMV-ALA22 fue 

TLMV-CLC062 (con un 60,68%). Esto nos permitió definirlos como dos especies nuevas de anellovirus 

humanos (Parras-Moltó et al., 2014).  

De los seis papilomavirus humanos, cuatro pertenecían al género Gammapapillomavirus y uno a 

Betapapillomavirus. Dos de los primeros se correspondían con nuevos tipos de papilomavirus humanos, 

ya que el gen que codifica por la proteína L1 de estos virus presentaba similitud de secuencia por debajo 

del criterio de demarcación aceptado para designar nuevos tipos humanos (90%):  MuHe102-contig1113 

presentaba sólo un 71,88% de identidad de nucleótido con el tipo HPV146 y Noca16-contig657 

presentaba sólo un 74,10% con el tipo más parecido (HPV178). Estos dos genomas fueron clonados en 

los plásmidos pSpark V (Canvax) y pGEM-T Easy Vector (Promega) respectivamente, y depositados en 

el Centro de Referencia Internacional del Virus del Papiloma Humano (Instituto Karolinska, Suecia). 

En dicho instituto, se confirmaron las secuencias nucleotídicas y se les adjudicaron los nombres HPV207 

y HPV208 respectivamente.  

Los cinco virus CREES-DNA ensamblados presentaban dos genes dispuestos en orientaciones opuestas 

(ORF1 y ORF2), y relacionados por secuencia con genes de los virus Porcine stool-associated circular 

virus 5 (e-value = 3x10-132, mediana) y Human PoSCV5-like circular virus (e-value = 1x10-100, mediana). 

Aunque no pudimos ensamblar el genoma completo, obtuvimos también 13 contigs con tamaños entre 

4.122 y 20.104 pb relacionados con herpesvirus humanos. Muchos de ellos presentaban una identidad 

de secuencia >99% con Roseolovirus herpesvirus humano 7 (HSV7) y se encontraban preferentemente 

en muestras de mucosa ya que encontramos alineamiento de más de cinco secuencias con el genoma de 

este virus en ocho de los 15 viromas de mucosa bucal, pero sólo en dos de los 12 viromas de placa 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/5k9u7
https://paperpile.com/c/hcl5SD/5k9u7
https://paperpile.com/c/hcl5SD/JbVyA
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dental. También encontramos varios contigs del virus Epstein Barr (HSV4; >99% de identidad de 

secuencia) a los que se alineaban >5 secuencias de dos viromas de placa dental y uno de mucosa. 

 

 

Figura 27. Análisis filogenético y estructural de algunos de los genomas de virus eucarióticos circulares 

ensamblados desde viromas bucales. Árboles filogenéticos basados en la proteína codificada en el ORF1 de 

algunos genomas de referencia representativos de anellovirus humanos (A) y en la proteína L1 de varios 

papilomavirus humanos (B). Se incluyen también los genomas ensamblados en esta tesis (color rojo). Los 

alineamientos se hicieron mediante Clustal Omega y el árbol se construyó utilizando máxima verosimilitud. Los 

nodos de color negro indican valores de bootstrap >90% y en gris >70%. Los trazos exteriores indican los géneros 

de ambas familias de virus. Las figuras (C, D y E) representan los genomas completos de los anellovirus, 

papilomavirus y CRESS-DNA respectivamente, ensamblados desde los viromas bucales y dibujados con SnapGene 

(Biotech, s. f.). El color gris de fondo indica los cuatro genomas de virus humanos nuevos descritos en esta tesis. 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/8u8ZE
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2.8.2. La inmensa mayoría de los megaclusters de virus bucales están relacionados con 

bacteriófagos del orden Caudovirales 

Como dijimos anteriormente, los virus de la mayoría de los 31 megaclusters estaban emparentados con 

bacteriófagos (Tabla 7): los de 27 megaclusters con bacteriófagos con cola del orden Caudovirales, los 

integrantes de los megaclusters F y L con bacteriófagos filamentosos de la familia Inoviridae, y los del 

megacluster AE con bacteriófagos pequeños de la familia Microviridae.  

 
Figura 28. Estudio de la estructura genómica de los contigs relacionados con el genoma de referencia 

Enterococcus phage phiFL4A incluidos en el megacluster A. (A) Mapa de calor y dendograma de las distancias 

Dice modificadas entre alguno de los contigs del megacluster A. Se indican con un asterisco los contigs 

representativos seleccionados para el estudio de sintenia, indicando también el nombre del virus más relacionado 

en la base de datos. (B) Análisis de la sintenia entre varios contigs completos o casi completos representativos del 

megacluster A y el genoma de referencia Enterococcus phage phiFL4A. Los genes predichos con Prodigal, y 

anotados por comparación con la base de datos de proteínas nr del GenBank, se indican mediante flechas. Se 

muestran en azul sólo aquellos alineamientos (tBLASTx) con un e-value < 1x10-10. Las flechas verdes indican la 

naturaleza circular de uno de los contigs. 
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Los megaclusters A y C contenían un elevado número de contigs con gran cobertura, y muchos de ellos, 

situados entre los 10 contigs más abundantes de sus respectivos viromas. Los 17 contigs con mayor 

cobertura del megacluster A estaban formados por >1% de las lecturas de sus viromas, y muchos de 

ellos, emparentados con Enterococcus phage phiFL4A. Sin embargo, un estudio de la sintenia, mostró 

que incluso el alineamiento de los contigs más relacionados con Enterococcus phage phiFL4A 

(MuHe101_8 y MuHe1M_7) estaba restringido a una pequeña región con genes de replicación: (Fig. 

28) la ADN polimerasa (e-value = 1x10-106 y 1x10-114), la ADN helicasa (e-value = 7x10-99 y 1x10-91), y 

la proteína de virulencia VirE (e-value = 4x10-90 y 2x10-08). Los genes restantes presentaban similitudes 

de secuencia con genes de una variedad amplia de virus como la subunidad mayor de la terminasa de 

Mycobacterium phage vB_MapS_FF47 (e-value = 1x10-129), la proteína de cubierta de Streptomyces 

phage Sujidade (e-value = 3x10-49), la proteína principal de la cápsida de Mycobacterium phage 

MosMoris (e-value = 9x10-36 ), o Lisina A de Rhodococcus phage ReqiDocB7 (e-value = 2x10-26). 

Además, los contigs de este megacluster presentaban genes dispuestos en las dos direcciones mientras 

que Enterococcus phage phiFL4A los tiene todos en la misma orientación. Otra diferencia sustancial es 

que nuestros contigs tienen un contenido de GCs del 54,54%, mientras que Enterococcus phage 

phiFL4A, como virus que infecta bacterias del filo Firmicutes, tiene un contenido de CGs del 37,8%. 

Estas diferencias, junto con el hecho de que ningún genoma de referencia se agrupe dentro de este 

megacluster, sugiere que los virus que conforman el megacluster A son virus nuevos no representados 

en las bases de datos. 

Por otro lado, los 33 contigs más abundantes del megacluster C (formados por más de 1% de las lecturas 

de sus respectivos viromas) estaban emparentados con los virus Arthrobacter phage Mudcat, 

Rhodococcus phage ReqiPoco6 y ReqiPepy6 y Lactococcus phage P092 (Fig. 29). El alineamiento de 

varios contigs representativos de este megacluster con Arthrobacter phage Mudcat mostró una clara 

sintenia desde el extremo 5´ hasta el extremo 3´ de los contigs con todos los genes orientados en el 

mismo sentido, apoyando la idea de que los contigs de este megacluster podrían estar completos. 

Aunque algunas de las principales proteínas codificadas en estos genomas presentaban similitud de 

secuencia con las proteínas de la cubierta, la unidad larga de la terminasa (TerL), la proteína portal o la 

proteína de la cabeza de Rhodococcus phage ReqiPoco6 (medianas de e-values de 1x10-83, 0, 1x10-135 y 

2,5x10-71, respectivamente), los contigs de este megacluster presentaban también diferencias 

importantes en tamaño. Así, por ejemplo, nuestros contigs carecían de aproximadamente 8 kpb del 

extremo 5´ del genoma Rhodococcus phage ReqiPoco6 (Arthrobacter phage Mudcat tampoco presenta 

esta región) y del tercer grupo de genes de tamaño pequeño con dominios transmembrana de 

Arthrobacter phage Mudcat. Además, nuestros contigs también carecían por un lado del gen LysB y de 

genes de ARN transferente, presentes en Rhodococcus phage ReqiPoco6, y por otro, de un gen de gran 

tamaño que codifica por una proteína hipotética de 1.292 aminoácidos contigua al gen de la proteína de 

la cubierta de Arthrobacter phage Mudcat. 
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Figura 29. Estudio de la estructura genómica de los contigs del megacluster C. (A) Mapa de calor y 

dendograma de las distancias Dice modificadas entre los contigs del megacluster. Se indican con un asterisco los 

contigs representativos seleccionados de cada grupo para el posterior análisis de sintenia, indicando también el 

nombre del virus más relacionado en la base de datos. (B) Análisis de la sintenia de varios contigs completos o 

casi completos representativos del megacluster C y el genoma de referencia de los virus relacionados Rhodococcus 

phage ReqiPoco6 y Arthrobacter phage Mudcat. Los genes predichos con Prodigal y anotados por comparación 

con la base de datos de proteínas nr del GenBank se indican mediante flechas. Se muestran en azul sólo aquellos 

alineamientos (tBLASTx) con un e-value < 1x10-10. 
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Figura 30. Estudio de la estructura genómica de los contigs de los megaclusters V y W. (A) Mapa de calor y 

dendograma de las distancias Dice modificadas entre los contigs de estos megaclusters y el genoma de referencia 

Actinomyces phage Av1. Se indica con un asterisco los contigs representativos seleccionados para el estudio de 

sintenia, indicando también el nombre del virus más relacionado en la base de datos. (B) Análisis de la sintenia de 

varios contigs completos o casi completos representativos y el genoma de referencia Actinomyces phage Av1 Los 

genes predichos con Prodigal y anotados por comparación con la base de datos de proteínas nr del GenBank se 

indican mediante flechas. Se muestran en azul sólo aquellos alineamientos (tBLASTx) con un e-value < 1x10-10. 

Las flechas verdes indican la naturaleza circular de los de los contigs. 
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Un análisis más en profundidad de este megacluster nos permitió dividir sus contigs en dos grupos 

diferenciados: uno formado por 35 contigs con un contenido de CGs del 54,99% (± 1,88% desviación 

estándar) que presentaban un mayor número de genes relacionados con los bacteriófagos que infectan 

Actinobacteria: Arthrobacter phage Mudcat y Rhodococcus phage ReqiPoco6/ReqiPepy6, y otro grupo 

formado por 14 contigs con un %CGs del 39,37% (± 1,58% desviación estándar) y más relacionados 

con varios bacteriófagos que infectan Firmicutes: Lactococcus phage P092 y Lactococcus phage P118. 

19 de los contigs del primer grupo poseían endolisinas relacionadas con las de Actinomyces phage Av1 

(e-value = 5x10-34, mediana) mientras que los del segundo grupo tenían endolisinas relacionadas con las 

de algunos bacteriófagos de Streptococcus como Streptococcus phage Dp-1 (e-value = 7x10-53, 

mediana).    

Otros megaclusters con un gran número de contigs completos o casi completos fueron: 

-El megacluster W, pese a tener una menor representación de contigs de alta cobertura, contenía hasta 

59 contigs con un tamaño muy similar (16,80 kpb ± 1,32 kpb SD) al del virus más relacionado en las 

bases de datos: Actinomyces phage Av1 (17,17 kpb) y 23 de ellos se ensamblaron en un genoma circular 

(Fig. 30). Además, este megacluster estaba estrechamente relacionado con el megacluster V, formado 

por otros cuatro contigs (dos de ellos circulares) también con similitud de secuencia por Actinomyces 

phage Av1 y con el megacluster U, formado por 12 contigs completos con un tamaño de 17,68 kpb 

emparentados con el también podovirus (subfamilia Picovirinae) Streptococcus phage Cp-1 (dos de 

ellos circulares). Un análisis de la ordenación genética de estos contigs comparada con el virus de 

referencia, mostró una buena sintenia en muchos de estos contigs, con un nivel alto de conservación en 

la región central donde se encuentran genes que codifican para la ADN polimerasa, la proteína de la 

cabeza, collar superior y collar inferior de la cápsida, o la proteína de encapsidación (e-value = 0, y 

>98% de identidad de aminoácido para el gen más relacionado en 10 de estos contigs) (Fig. 30). Sin 

embargo, también se encontraron, en varios de estos contigs, genes que no estaban presentes en 

Actinomyces phage Av1 y, en muchos casos, no se parecían a ningún gen disponible en las bases de 

datos, aunque algunos de ellos codifican por proteínas con plegamientos tipo colágeno, que se podrían 

corresponder con proteínas de los filamentos laterales. Otro conjunto de genes que mostraban gran 

variabilidad son los relacionados con la lisis del hospedador como las holinas HolA y HolB y la 

endolisina. 32 de los 59 contigs del megacluster W presentaban endolisinas y sólo 29 de los 59 holinas, 

encontrando sólo 25 contigs con combinaciones de ambos genes. Los cuatro contigs del megacluster V 

carecía de estos genes. 

-El megacluster Z estaba formado por 53 genomas completos o casi completos con un tamaño medio de 

35,7 kpb que presentaban un %CGs bajo, lo que resulta coherente con el gran parecido que la mayoría 

de ellos presentan con bacteriófagos que infectan bacterias del género Streptococcus dentro del filo 

Firmicutes. También al igual que muchos de los bacteriófagos de Streptococcus, estos contigs 
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presentaban genes necesarios para el desarrollo de un ciclo lisogénico como integrasas/recombinasas o 

represores de la familia XRE. 

-Los megaclusters K y J estaban formados por 18 y 5 genomas completos, muchos de ellos muy 

abundantes en sus respectivos viromas. Estos contigs presentaban tamaños y %CGs similares y se 

agrupaban muy próximos en el árbol proteómico. Además, ambos megaclusters mostraban similitud de 

secuencia por bacteriófagos del suelo aislados en bacterias del género Gordonia. La enorme abundancia 

de proteínas hipotéticas en estos contigs, junto con la ausencia de genomas de referencia en estos 

megaclusters, sugiere que son virus originales, muy diferentes de los disponibles en las bases de datos. 

-Otros megaclusters interesantes fueron el megacluster G, que incluye algunos de los siphovirus con 

genomas más pequeños descritos, los megaclusters N y M con contigs de tamaños medios de 55,42 y 

64,92 kpb respectivamente y con similitud por bacteriófagos de Gammaproteobacteria, el megacluster 

AA con algunos genomas de gran tamaño como alguno de los incluidos en la Figura 21 y el  megacluster 

X con un genoma de 84,45 kpb con un %CGs del 28,73% y con similitud de secuencia por algún gen 

conocido en solo 17 de sus 144 genes predichos. 

Pese a que la mayoría de los megaclusters incluían genomas de referencia, es importante resaltar que 

las proteínas codificadas en sus contigs con mejor similitud de secuencia por proteínas de virus 

conocidos, no superan de media el 75% de identidad en la mayoría de los megaclusters. Este resultado 

subraya la originalidad de los virus de la boca humana descubiertos en esta tesis. 

 

3. Los métodos de predicción de hospedador sugieren que los bacteriófagos de la cavidad bucal 

humana infectan esencialmente los filos bacterianos Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria y 

Bacteroidetes 

Con el fin de averiguar qué tipo de hospedador infectan los 1.557 contigs virales ensamblados desde los 

viromas de placa dental y mucosa bucal, empleamos cinco estrategias diferentes de predicción de 

hospedador. 

 

3.1. Predicción del hospedador en función del virus de referencia más relacionado por BLASTx 

La primera de las estrategias consistió en asumir que el hospedador de los contigs virales coincidía a 

niveles taxonómicos elevados (filo y clase) con el del virus con mayor similitud de secuencia encontrado 

en las bases de datos (Fig. 31). De esta manera, obtuvimos información taxonómica del posible 

hospedador para 1.449 de los 1.557 contigs virales. Un 46,7% se asignaron a virus que infectan el filo 

Actinobacteria, un 25,9% Firmicutes y un 18,1% Proteobacteria. Solo 32 y 6 de los 1.449 contigs 

estaban relacionados con virus que infectan Bacteroidetes y Cyanobacteria, respectivamente. Teniendo 

en cuenta la abundancia relativa de los contigs, un 70,7% de las secuencias de los viromas alineaban 

con contigs virales que podrían infectar Actinobacteria, un 10,5% Firmicutes y un 6,2% Proteobacteria. 
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Las ocho familias de hospedadores más representados fueron Streptococcaceae, Nocardiaceae, 

Micrococcaceae, Mycobacteriaceae, Actinomycetaceae, Gordoniaceae, Enterobacteriaceae y 

Burkholderiaceae, con un 16,12%, 12,59%, 10,86%, 6,3%, 5,52%, 4,95%, 4,17% y 3,85% de los 

contigs, respectivamente. Estos resultados indican que un número importante de virus de la boca infectan 

una amplia variedad de familias del filo Actinobacteria, mientras que los que infectan Firmicutes lo 

hacen mayoritariamente a miembros de la familia Streptococcaceae. 

 

 
Figura 31. Predicción del hospedador de 1.557 contigs virales de la boca humana. Se muestran los contigs 

asociados a un determinado hospedador mediante cinco aproximaciones diferentes (BLASTx, Tetra, AMGs, attP 

y CRISPR). Las barras indican el porcentaje de contigs virales asociados a un determinado filo y familia de 

hospedador y los puntos hacen referencia al porcentaje de lecturas que alinean con dichos contigs, ambos valores 

relativizados al número total de contigs y lecturas en mucosa y placa, respectivamente. Se muestra los resultados 

de los (A) siete filos y (B) 15 familias de hospedadores bacterianos más representados. 
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Cabe destacar la mayor abundancia de bacteriófagos de Actinobacteria en placa dental con respecto a 

mucosa. Así, la relación entre el número de contigs virales que infectan bacterias de este filo y los que 

infectan Firmicutes fue de 1,38 en los viromas de mucosa y de 3,6 en los de placa dental. Estas 

diferencias fueron más evidentes cuando consideramos la abundancia relativa de estos contigs (% de 

lecturas alineadas) con ratios de 3,95 en mucosa y 17,8 en placa dental. 

 

3.2. Predicción del hospedador mediante comparación de los perfiles de frecuencia de 

tetranucleótidos 

En la segunda de las estrategias para establecer conexiones virus-hospedador, comparamos los perfiles 

de tetranucleótidos de los contigs virales y de las bacterias presentes en la boca humana. Como los virus 

parasitan la maquinaria de traducción de sus hospedadores, es esperable cierta coincidencia en el uso de 

codon, y por tanto, en la composición nucleotídica entre un virus y su hospedador. En este sentido, se 

ha demostrado que la composición de tetranucleótidos es una señal que puede ser utilizada para 

determinar el rango de hospedador de los bacteriófagos (Edwards et al., 2016; Ogilvie et al., 2013; Roux 

et al., 2015b). En el apartado de Materiales y Métodos comprobamos que, utilizando un valor del índice 

de correlación de Pearson de 0,84, podíamos predecir, con una fiabilidad del 90%, el hospedador de un 

bacteriófago a nivel de filo (Fig. 8). Utilizando esta estrategia para nuestros contigs virales y una base 

de datos con el genoma de 439 bacterias de la boca, detectamos conexiones para 314 contigs virales (un 

20,23% del total). Los tres filos de hospedadores más representados mediante este método fueron 

Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes (con un 9,96%, 6,04%, 3,66% de los contigs, y un 11,62%, 

3,43% y 1,5%, de lecturas alineadas en estos contigs, respectivamente). A nivel de familia, y empleando 

un índice de correlación de Pearson de 0,94, obtuvimos conexiones para un número bajo de contigs, que 

se asociaban principalmente con bacterias de las familias Neisseriaceae y Pasteurellaceae (0,77% y 

0,19% respectivamente). 

3.3. Predicción del hospedador basado en la presencia de genes metabólicos auxiliares (AMG) 

Una tercera aproximación empleada para inferir el hospedador de los contigs virales fue la identificación 

de genes metabólicos auxiliares (AMG). La probable adquisición de estos genes por transferencia 

horizontal desde sus hospedadores convierte a su asignación taxonómica en una valiosa herramienta de 

predicción del hospedador. Comparando los 43.590 genes predichos de los 1.557 contigs virales 

mediante la herramienta eggNOG, encontramos 371 genes con posibles funciones metabólicas. 120 de 

ellos (contenidos en 82 contigs virales) mostraban una similitud elevada (e-value < 1x10-50) con 

genomas bacterianos. Los principales hospedadores a nivel de filo detectados mediante este método 

fueron Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes, con un 1,99% 1,86% y 0,83% de los contigs virales 

y un 2,02%, 1,77% y 0,14% de las lecturas alineadas a contigs, respectivamente. 

 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/yui9w+2Pjil+BOgBT
https://paperpile.com/c/hcl5SD/yui9w+2Pjil+BOgBT
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3.4. Predicción del hospedador basado en secuencias de integración attP 

La cuarta estrategia consistió en identificar secuencias de integración attP en los contigs virales y 

compararlas con las secuencias de ARN transferente de los genomas bacterianos. Encontramos 116 

secuencias de integración attP en 68 contigs virales diferentes, de las que 45 (presentes en 37 contigs 

virales) presentaban alta similitud de secuencia (>35 pb y >90% identidad de secuencia) con regiones 

attB de genomas bacterianos. Mediante esta estrategia conseguimos adscribir solo un 1%, 0,9% y 0,77% 

de los contigs virales a los filos bacterianos Proteobacteria, TM7 y Firmicutes, respectivamente. 

 

3.5. Predicción del hospedador basado en las secuencias separadoras de los CRISPRs en 

microbiomas de la cavidad bucal 

Por último, hicimos metagenómica mediante secuenciación de genomas completos desde el ADN total 

(microbiomas) contenido en los sedimentos bacterianos de las mismas muestras donde se habían 

analizado previamente los viromas. Empleamos las tecnologías de HiSeq (Illumina®) para secuenciar 

cinco microbiomas de mucosa y diez de placa dental (23.061.214 millones de secuencias pareadas de 

2x250pb de media por microbioma), y PacBio® para secuenciar seis microbiomas de placa (132.884 

secuencias de mediana por microbioma, con un tamaño medio de 4.399 pb). Los 15 microbiomas de 

HiSeq se procesaron de la misma forma que los viromas (Fig. 32), eliminando de media un 1,68% de 

secuencias de baja calidad. Además, identificamos un nivel elevado de contaminación con ADN del 

genoma humano en los microbiomas de mucosa (85,87% de media), por sólo un 2,98% en los 

microbiomas de placa dental. El ensamblaje de novo de estas secuencias filtradas HiSeq generó una 

mediana de 69.746 contigs por metagenoma (N50 = 2.741 pb). 

 

 

Figura 32. Representación gráfica de la cantidad de lecturas obtenidas por HiSeq (Illumina®) desde 15 

microbiomas bucales. Se indica el número de lecturas procesadas en cada uno de los métodos de evaluación de 

calidad y búsqueda de secuencias contaminantes.  
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Usando la herramienta CRISPRCasFinder, encontramos que las lecturas no ensambladas de PacBio® y 

los contigs ensamblados desde las lecturas HiSeq contenían un total de 2.568 CRISPRs con 27.519 

espaciadores de un tamaño medio de 36 pb. Casi todos ellos estaban en las secuencias de los 

microbiomas de placa dental y en los contigs ensamblados desde lecturas HiSeq (1.606 CRISPRs). Sólo 

1.360 de estos espaciadores alineaban (95% de longitud alineada y 95% de identidad) con alguno de los 

contigs virales que habíamos encontrado previamente en los viromas de boca humana. Estos 

espaciadores estaban contenidos en 514 CRISPRs de 507 contigs HiSeq o lecturas de PacBio® distintos 

(Tabla 8), de los cuales, sólo 438 pudieron ser asignados a genomas bacterianos conocidos mediante 

BLASTx (e-value < 1x10-03). Esta estrategia nos permitió predecir hospedadores para 544 de nuestros 

1.557 contigs virales. 

 

 Totales 
Alinean con contigs 

virales 

Alinean con contigs virales y asignados a 

genomas bacterianos 

Contigs o lecturas PacBio con CRISPRs 2.247 507 438 

CRISPRs 2.568 514 445 

Espaciadores 27.519 1.360 1.217 

Tabla 8. Identificación de CRISPRs en secuencias procedentes de microbiomas de la boca y estudio de su 

relación con los contigs virales. 

 

Siguiendo esta aproximación, los filos de bacterias infectados por estos 544 contigs virales fueron 

nuevamente Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria, con un 20%, 6,68% y 6,6% del total de 

contigs virales. Las familias más representadas fueron Actinomycetaceae (8,8%), Streptococcaceae 

(5,46%) y Corynebacteriaceae (4%). Estos resultados coinciden en parte con los obtenidos previamente 

mediante BLASTx. Sin embargo, a diferencia de esta estrategia de predicción de hospedador, ninguno 

de los CRISPRs asociaba los contigs virales con miembros de las familias Nocardiaceae, 

Mycobacteriaceae, Gordoniaceae y Microbacteriaceae y, por el contrario, detectamos asociaciones 

nuevas con miembros de las familias Corynebacteriaceae y Propionibacteriaceae, del filo 

Actinobacteria, Neisseriaceae del filo Proteobacteria, y con bacterias del filo Bacteroidetes (0,9% de 

los contigs virales).  

Teniendo en cuenta las cinco estrategias obtuvimos información acerca del filo del posible hospedador 

para 1.476 de los 1.557 contigs virales, incluyendo 423 de los 433 genomas completos o casi completos 

de bacteriófagos (se excluyeron 11 contigs del megacluster AD por ser virus eucarióticos). Las 

coincidencias entre los métodos con mayor número de resultados (BLASTx, Tetra y CRISPR) fueron 

altas a nivel de filo observando coincidencia en la predicción de hospedador para 291 de los 303 (96%) 

contigs con información obtenida simultáneamente por los métodos BLASTx y Tetra; para 159 de los 

162 (98,1%) contigs con información por Tetra y CRISPR; y para 460 de los 529 (87%) contigs con 

información por BLASTx y CRISPR. Este nivel de coincidencia entre métodos fue mucho menor a nivel 

de familia, ya que solo 136 de los 509 (26,7%) contigs con predicción de hospedador obtenida mediante 

BLASTx y CRISPR coincidían a este nivel taxonómico. Finalmente, cabe señalar la coincidencia de las 
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distintas estrategias en asociar un gran número de contigs virales con bacterias de los filos 

Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes principalmente. Muy pocos con Bacteroidetes y casi 

ninguno con Fusobacteria, pese a ser estos dos últimos filos constituyentes habituales de las 

comunidades de bacterias de la boca humana (Ly et al., 2014; Naidu et al., 2014; Pride et al., 2011a). 

 

3.6. La mayoría de los 31 megaclusters de virus de la boca infectan por este orden Actinobacteria, 

Proteobacterias y Firmicutes 

Las estrategias de predicción de hospedador bacteriano empleadas en el apartado anterior permitieron 

asociar de forma coherente muchos de los virus de los 30 megaclusters con unos pocos filos bacterianos. 

Así por ejemplo, los virus de los megaclusters B, E, G, H, I, J, O, V y W se asociaron casi 

exclusivamente con el filo Actinobacteria mediante al menos dos de los métodos empleados. Del mismo 

modo, los megaclusters L, M, N, P, Q, S y AA se asociaron al filo Proteobacteria, y los megaclusters 

U, Y, Z y AC a Firmicutes (Fig. 33A). Sin embargo, algunos de los megaclusters incluían contigs que 

podrían infectar bacterias de filos distintos. Un ejemplo de esto último fueron los megaclusters A y C, 

compuestos principalmente por contigs que infectan Actinobacteria y otros contigs que infectan 

Firmicutes, o megaclusters donde la asignación fue más confusa como es el caso de los megaclusters 

D, R, X o AB. A nivel de familia de hospedador obtuvimos resultados menos coherentes dentro de cada 

megacluster, debido a que la señal de los métodos es menos específica cuanto menor es el nivel 

taxonómico (Fig. 33B). Los megaclusters A, B, C, G, H, I y K presentaban contigs que podrían infectar 

al menos cuatro familias del filo Actinobacteria, lo que sugiere un amplio rango de hospedador para este 

megacluster de virus. Los megaclusters M, N, P, Q, S o AA se comportan de una manera similar pero 

con Proteobacteria y el megacluster T con Firmicutes. Por el contrario, existen cuatro megaclusters de 

virus que podrían infectar familias específicas, como son el caso del megacluster E 

(Corynebacteriaceae), F (Propionibacteriaceae), y los megaclusters V y W (Actinomycetaceae).   

 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/EoQE7+Gzv6N+PLvwV
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Figura 33. Predicción de hospedador para los 30 megaclusters de bacteriófagos de la boca. Los rectángulos 

que presentan un rango de color de blanco a verde indican el porcentaje de contigs de cada megacluster para el 

cual se ha predicho su hospedador mediante cinco métodos diferentes (BLASTx, Tetra, AMG, attP y CRISPR) a 

nivel de (A) filo o (B) familia. Las líneas rojas indican aquellos megaclusters de virus asociados con familias 

bacterianas en los que al menos un contig viral contiene genes relacionados con lisinas, las líneas azules con 

holinas y las líneas moradas con lisinas y holinas.   
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Figura 33. Continuación. 
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Una de las herramientas de predicción de hospedador que proporcionó más información fue la basada 

en el hospedador del virus más cercano encontrado por similitud de secuencia en las bases de datos. La 

representación gráfica del hospedador predicho con este método para los 1.557 contigs virales o los 444 

contigs virales potencialmente completos (Fig. 34), puso de manifiesto que muchos de los megaclusters 

próximos en ambas representaciones compartían la característica de infectar hospedadores del mismo 

filo bacteriano, lo que sugiere que la clasificación taxonómica a nivel de filo del hospedador es un factor 

clave para explicar la diversidad genética de los bacteriófagos de la boca. 

 

 

 

 

Figura 34. Predicción de hospedador para los contigs virales de la cavidad bucal según el hospedador del 

virus más cercano conocido encontrado por BLASTx. Se muestra (A) una red con los 1.557 contigs virales 

agrupados con MCL en función de sus distancias obtenidas mediante BLASTn, y (B) un árbol proteómico Neigbour 

Joining generado desde una matriz de distancias Dice-modificada calculadas mediante tBLASTx de para los 444 

contigs virales potencialmente completos y 205 genomas de referencia relacionados. El color de los nodos indica 

el filo del hospedador del virus más cercano en la base de datos para cada contig. Los círculos de mayor tamaño 

indican su pertenencia a los diez contigs más abundantes de cada viroma. Los 31 megaclusters identificados a 

partir del árbol proteómico se indican también en la red que incluye los 1.557 contigs. Adicionalmente en esta 

última se muestran también los 12 megaclusters sin representantes potencialmente completos. 
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4. La composición de las comunidades bacterianas es diferente entre mucosa y placa dental, y no 

correlaciona en términos de abundancia con los filos infectados por la comunidad de bacteriófagos  

Para estudiar la composición de las comunidades bacterianas asociadas a los viromas estudiados, se 

amplificó la región comprendida entre las posiciones 341 y 805 del gen marcador ARNr 16S desde los 

sedimentos celulares de 16 muestras de mucosa y 15 de placa dental. Entre estas muestras se incluyen 

aquellas cuyos viromas han sido estudiados en apartados anteriores de esta tesis. Los amplicones 

obtenidos se secuenciaron en equipos MiSeq de Illumina® generando entre 108.615 y 341.102 secuencias 

solapantes 2x300pb por muestra. Las secuencias de alta calidad se organizaron en unidades taxonómicas 

operativas (OTUs) utilizando Qimme, que se clasificaron a continuación por comparación con la base 

de datos SILVA. Las comunidades de bacterias de estas muestras estaban dominadas por OTUs de los 

filos Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes y Fusobacteria en orden decreciente de 

abundancia, con una representación muy baja de Spirochaetes y TM7 (Fig. 35 A y C). Encontramos 

diferencias en la distribución de estos filos por ambiente. Así, las proporciones de Firmicutes y 

Proteobacterias fueron más elevadas en mucosa (51,43% y 22% de media, respectivamente) que en 

placa dental (33% y 12,5%, respectivamente), y por el contrario, los filos Actinobacteria y Fusobacteria 

fueron superiores en placa dental (15,32% y 12%, respectivamente) que en mucosa (4,84% y 4,91%, 

respectivamente). Sin embargo, sólo las diferencias por ambiente del filo Firmicutes resultaron 

estadísticamente significativas en un test Mann-Whitney. Pese a que la mayoría de los contigs virales 

de la boca (incluyendo varios de los más abundantes), infectan bacterias del filo Actinobacteria, este 

filo es sólo el cuarto más abundante en OTUs asignadas. Por otro lado, las bacterias del filo Firmicutes, 

que son las claras dominadoras de los ecosistemas bucales, parecen ser hospedadores casi exclusivos de 

un grupo reducido de megaclusters virales (U, Y, Z y AC) y del grupo de bajo %CGs en el megacluster 

C. A nivel de familia, encontramos que las bacterias más representadas en la boca humana fueron en 

orden decreciente Streptococcaceae (15,88% en placa y 39,22% en mucosa), Pasteurellaceae (5,43% 

en placa y 17,86% en mucosa), Veillonellaceae (11,24% en placa y 4,57% en mucosa) y Micrococcaceae 

(7,62% en placa y 3,96% en mucosa). Varias familias mostraron diferencias estadísticamente 

significativas en su distribución entre ambientes. Así, las familias Streptococcaceae y Gemellaceae del 

filo Firmicutes y la familia Pasteurellaceae del filo Proteobacteria eran más abundantes en mucosa que 

en placa dental. Por el contrario, las familias Corynebacteriaceae y Actinomycetaceae del filo 

Actinobacteria y las fusobacterias de la familia Leptotrichiaceae y los bacteroidetes de la familia 

Flavobacteriaceae eran más abundantes en placa dental que en mucosa.  

Para evaluar el impacto del tipo de ambiente bucal y el estado de salud en la composición de las 

comunidades de bacterias, estudiamos la distribución de los microbiomas en un sistema de ordenación 

NMDS (Fig. 36). Coincidiendo con las diferencias por ambiente encontradas para algunos de los filos y 

familias más abundantes de la cavidad bucal, el estudio de la comunidad de bacterias mostró una clara 

separación de los microbiomas de placa dental y de mucosa que resultó significativa estadísticamente 
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en un test PERMANOVA (p-value < 0,001). Sin embargo, y en clara correlación con los resultados 

obtenidos con los viromas, no detectamos diferencias significativas entre los microbiomas en los estados 

de salud y enfermedad.  

 
 

Figura 35. Estudio de la composición taxonómica de las comunidades de bacterias de la boca humana. (A y 

C) Proporciones relativas de las OTUs asociadas a filos y (B y D) a familias bacterianas. En A y B se muestran los 

datos individualizados a viromas y en C y D se muestran diagramas de cajas para los filos y familias más 

abundantes respectivamente. El tamaño e intensidad de color azul en B indica la abundancia relativa de las OTUs 

asignadas a una determinada familia. El análisis estadístico de las diferencias en abundancia de OTUs entre 

ambientes se hizo mediante un test Mann-Whitney aplicando una corrección FDR. * p < 0,05; ** p < 0,01; y *** 

p < 0,001. 
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Figura 36. Sistema de ordenación bidimensional de los microbiomas de placa dental y mucosa oral humana. 

El perfil de abundancias de OTUs se utilizó para calcular las disimilitudes de Bray-Curtis que se representaron en 

sistemas de ordenación NMDS. Se indica también la significancia estadística de las diferencias entre grupos 

definidos por ambiente (A) o estado de salud (B y C), analizada mediante un test PERMANOVA. 

 

 

5. Los virus de la cavidad bucal humana contienen un amplio arsenal de genes que codifican por 

lisinas y holinas 

Durante la infección lítica, los bacteriófagos emplean lisinas específicas para romper la pared de 

peptidoglicano de sus hospedadores y holinas para hacer canales en la membrana plasmática que 

permitan el acceso de las lisinas a la pared de peptidoglicanos. El uso en clínica de estas proteínas 

representa una herramienta terapéutica prometedora por su especificidad y por el agotamiento del 

repertorio de antibióticos en un escenario de continua expansión de resistencias frente a los antibióticos 

disponibles. En este último apartado de la tesis doctoral hemos querido estudiar de forma preliminar el 

repertorio de genes implicados en estas funciones y contenidos en los bacteriófagos de la cavidad bucal 

humana. Para ello, seleccionamos aquellos genes relacionados por similitud de secuencia (BLASTx 

contra la base de proteínas PHAST, e-value < 1x10-03) con lisinas, endolisinas, amidasas, hidrolasas de 

la pared celular, endopeptidasas y holinas. De los 1.557 contigs virales, 446 distribuidos en 23 

megaclusters contenían un total de 500 genes que codificaban por posibles lisinas y 261 contigs (con 

representantes en nueve megaclusters) contenían 304 holinas (Fig. 25B). Aunque la mayor parte de los 

megaclusters con holinas contenía también lisinas, el megacluster H contenía cuatro contigs con holinas 

y sin lisinas. Por otro lado, en los megaclusters D, F, J, L, O, V, X y AE no pudimos identificar ningún 

gen que codificara por lisinas u holinas. Gracias a la predicción de rango de hospedador que hemos 

abordado anteriormente para estos contigs viras virales, podemos proponer sobre qué filos y/o familias 

de bacterias podrían actuar estas lisinas y holinas. Así, las 500 lisinas y 304 holinas de nuestros contigs 

virales podrían estar implicadas en la lisis de hasta 37 familias de bacterias de cuatro filos diferentes, 

principalmente Actinomycetaceae, Nocardiaceae, Mycobacteriaceae, Streptomycetaceae y 

Streptococcaceae. La necesidad actual de buscar nuevas herramientas específicas para combatir 
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enfermedades bacterianas, o intervenir ecosistemas microbianos alterados, justifica el estudio del arsenal 

lítico de las comunidades de bacteriófagos. La gran diversidad de familias sobre las que estas lisinas 

podrían actuar abre la puerta a futuras investigaciones destinadas a probar su posible eficacia en la 

restauración de ecosistemas bucales saludables como complemento o alternativa a los antibióticos. 
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DISCUSIÓN 

 

La cavidad bucal representa uno de los ecosistemas microbianos más diverso e importante para la salud 

humana. Esto es resultado de su estrecha relación con la microbiota intestinal, y de ser el principal portal 

de entrada de microorganismos patógenos. A diferencia de la comunidad bacteriana, la población de 

virus de la boca ha sido pobremente estudiada. Por ello, en este trabajo hemos querido profundizar en 

el conocimiento de estas comunidades, así como en las posibles interacciones que mantienen con sus 

hospedadores bacterianos. Para ello, hemos estudiado 48 viromas procedentes de saliva, mucosa oral y 

placa dental. Este trabajo representa el mayor estudio metagenómico de la comunidad de virus de la 

boca realizado hasta la fecha (43,4 Gpb), triplicando en profundidad de secuencia por viroma al resto 

de estudios publicados (1.509.608 lecturas y 906 Mpb por viroma de media en esta tesis frente a 

151.200-605.754 lecturas y 61-271 Mpb por viroma en trabajos previos) (Abeles et al., 2015, 2014; Ly 

et al., 2016, 2014; Pérez-Brocal y Moya, 2018; Pride et al., 2011a). 

 

1. Sesgos experimentales en el estudio de los viromas humanos 

Las comunidades naturales de virus están formadas por un rango amplio de partículas virales con 

características morfológicas y químicas muy dispares. Esto impide el establecimiento de protocolos 

estándar de purificación de genomas virales que reflejen fielmente la composición de las comunidades 

originales de virus (Thurber et al., 2009; Willner et al., 2011). Algunos estudios han evaluado el impacto 

de estas fuentes de sesgo sobre comunidades sintéticas de virus de composición conocida. Sin embargo, 

en muchos casos, la elección de sus constituyentes no ha sido muy acertada al no reflejar el amplio 

rango de morfologías, de tamaños y de tipos de genomas que hay en la naturaleza, o presentan 

distribuciones muy desbalanceadas. Estas limitaciones pueden dificultar la identificación de algunas 

fuentes de sesgos o infravalorar su impacto (Castro-Mejía et al., 2015; Daly et al., 2011; Hall et al., 

2014; Kleiner et al., 2015; Kohl et al., 2015; Lewandowska et al., 2017; Li et al., 2015). 

 

1.1. Sesgos en el enriquecimiento de partículas virales 

En esta tesis hemos utilizado una comunidad sintética compuesta de siete virus de ADN (diversos en 

cuanto al tipo de material genético y morfología) para explorar los sesgos generados por protocolos 

sencillos de enriquecimiento de virus y por varios métodos de amplificación al azar desde cantidades 

bajas de ADN molde. La cuantificación del material genético de estos virus por PCR cuantitativa 

después de un tratamiento con nucleasas, permitió evaluar sólo aquellos genomas virales protegidos por 

cápsidas o envueltas intactas. Este método representa una notable mejora sobre estudios previos 

(Conceição-Neto et al., 2015; Kleiner et al., 2015) en la preparación de comunidades virales sintéticas 

balanceadas. Esto es debido, por un lado, a que la PCR cuantitativa, a diferencia de otras técnicas más 

empleadas y basadas en la cuantificación con reactivos de tinción de ADN (Roux et al., 2016), permite 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/EoQE7+ecZuM+PLvwV+Bzw2Y+5SIKa+4BKpc
https://paperpile.com/c/hcl5SD/EoQE7+ecZuM+PLvwV+Bzw2Y+5SIKa+4BKpc
https://paperpile.com/c/hcl5SD/g8xmQ+mZHbi
https://paperpile.com/c/hcl5SD/TccE9+YhamP+UBoN6+NTph3+55QA4+Ize0u+8Qe1D
https://paperpile.com/c/hcl5SD/TccE9+YhamP+UBoN6+NTph3+55QA4+Ize0u+8Qe1D
https://paperpile.com/c/hcl5SD/FhSrK+YhamP
https://paperpile.com/c/hcl5SD/QoZFk
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una correcta estimación de genomas de ADN de cadena sencilla, y por otro, a que el tratamiento con 

nucleasas evita la cuantificación de genomas de virus con una estructura parcialmente dañada como 

resultado de la purificación o el tipo de preservación. El seguimiento de las cantidades absolutas y 

relativas de los virus de esta comunidad sintética de composición conocida nos permitió ver que dos 

pasos destinados a reducir la proporción de organismos celulares, como son la centrifugación a baja 

velocidad y la filtración en 0,22μm, provocaban una drástica caída en el número total de genomas del 

virus Vaccinia WR, que es el virus más grande de la comunidad. La utilización de filtros de 0,45μm 

atenuó esta pérdida, lo que correlaciona con estudios previos que demuestran que la filtración en 

0,45μm,, duplica la cantidad de ADN viral obtenida con filtros de 0,22μm (Hoyles et al., 2014), o 

mejorar la representación de virus grandes de las familias Phycodnavirus, Mimiviridae y Herpesviridae 

(Conceição-Neto et al., 2015; Lewandowska et al., 2017; Li et al., 2015; López-Bueno et al., 2009) o 

bacteriófagos Jumbo (Yuan y Gao, 2017). La reducción de la velocidad de centrifugación inicial podría 

valorarse en estudios futuros para reducir aún más la pérdida de virus grandes. 

En nuestro protocolo, el colchón de iodixanol permite la concentración eficiente de las partículas virales 

sin someterlas a fuerzas físicas que pudieran afectar a la estabilidad de sus estructuras y sin afectar a la 

composición de la comunidad viral. Este paso, combinado con el tratamiento de nucleasas, podría 

resultar también muy eficaz para eliminar ADN libre de origen celular, siendo una buena alternativa a 

los gradientes de CsCl, los cuales separan muy bien las comunidades de virus de las de bacterias y del 

ADN libre, pero introducen importantes sesgos en su composición (Castro-Mejía et al., 2015; Kleiner 

et al., 2015; Thurber et al., 2009). 

Tras estos resultados propusimos un protocolo simple de enriquecimiento de partículas virales en 

muestras de cavidad bucal, basado en dos pasos de centrifugación a baja velocidad seguido de una 

filtración en 0,45μm y el uso optativo de colchones de iodixanol. Ante la previsible presencia de 

cantidades bajas de contaminación bacteriana por el uso de filtros de 0,45µm, proponemos la valoración 

del nivel de contaminación mediante PCR del gen marcador de ARNr 16S. 

  

1.2. Prevención de contaminación con ADN bacteriano y humano 

En relación a la eliminación de contaminación bacteriana, otros autores han observado una eficiencia 

similar de eliminación entre filtros de 0,45 μm y 0,22 μm (Klieve y Swain, 1993). Aunque no hemos 

valorado el rendimiento de la purificación de virus frente a bacterias como se ha hecho en otros estudios 

(Kleiner et al., 2015), en nuestras manos, dos centrifugaciones consecutivas a baja velocidad, 

combinadas con la filtración en 0,45μm, redujo drásticamente el número de unidades formadoras de 

colonia de tres cultivos puros de bacterias, incluyendo bacterias de pequeño tamaño, y al menos 10 

veces el contenido de genes que codifican por ARNr 16S en viromas de saliva. Sin embargo, la 

aplicación de este protocolo a 55 muestras de mucosa bucal y placa dental, sin colchones de iodixanol, 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/ZkQXy
https://paperpile.com/c/hcl5SD/NTph3+b7z94+8Qe1D+FhSrK
https://paperpile.com/c/hcl5SD/TLPaE
https://paperpile.com/c/hcl5SD/g8xmQ+YhamP+UBoN6
https://paperpile.com/c/hcl5SD/g8xmQ+YhamP+UBoN6
https://paperpile.com/c/hcl5SD/Ja34t
https://paperpile.com/c/hcl5SD/YhamP
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resultó en un nivel de contaminación bacteriana superior al esperado en alguna de las muestras. Esta 

contaminación pudo atribuirse a bacterias de pequeño tamaño como las que forman el filo TM7, cuyos 

miembros cultivados podrían teóricamente atravesar los filtros de 0,45μm. En alguno de los viromas 

más contaminados pudimos incluso ensamblar el genoma posiblemente completo de una de estas 

bacterias, que con un tamaño de 734 kpb supera al genoma de 705 kpb de una bacteria de este filo 

aislada de la boca humana (He et al., 2015). Las bacterias del filo TM7, pese a que apenas tienen 

representantes cultivados, son prácticamente ubicuas en una gran variedad de ambientes naturales 

(Hugenholtz et al., 2001) y forman parte de un grupo grande de filos que podría encerrar hasta un 15% 

de la diversidad total de bacterias (Brown et al., 2015; Hug et al., 2016). Su naturaleza simbionte con 

otras bacterias podría explicar sus limitaciones metabólicas y su pequeño tamaño, que es inferior al de 

algunos virus de gran tamaño como los mimivirus (Fischer et al., 2010).  

Para reducir el impacto de esta contaminación bacteriana en nuestro estudio de los viromas de la cavidad 

bucal hemos tomado una serie de medidas como son: (i) no secuenciar 15 de las 56 muestras procesadas 

por presentar un alto nivel de contaminación bacteriana superior al 15% (estimando por PCR del gen 

que codifica por ARNr 16S), (ii) no analizar seis viromas que presentaban un nivel aún importante de 

lecturas relacionadas con genomas bacterianos de las bases de datos, (iii) limitar todos los análisis de 

los viromas a contigs de un tamaño y cobertura elevados ya que es razonable pensar que las pocas 

secuencias de origen bacteriano presentes en los viromas restantes se ensamblen en contigs de tamaño 

pequeño y cobertura baja, (iv) diseñar un protocolo muy exigente de asignación taxonómica de los 

contigs virales en el que se descarten aquellos que presenten un porcentaje alto de genes relacionados 

con genomas bacterianos de las bases de datos, y bajo de genes de origen viral. 

Otra fuente de contaminación conocida en la secuenciación de metagenomas de virus procedentes de 

muestras humanas es el genoma humano. En nuestros estudios, esta fuente de contaminación era mayor 

en los viromas de mucosa bucal, donde existe un contacto directo con células humanas y nos obligó a 

eliminar de posteriores análisis dos viromas adicionales. El uso de centrifugación y filtración excluye 

la contaminación con células eucariotas intactas, por lo que el origen de esta contaminación debe ser 

ADN libre de células humanas rotas que no se han digerido completamente por las nucleasas, quizás 

por su asociación con histonas (Hauer y Gasser, 2017). Una mayor concentración de nucleasas, el uso 

de mezclas más complejas de estas enzimas durante el proceso de purificación o el uso de colchones de 

iodixanol, podría disminuir los niveles de este tipo de contaminación en los viromas humanos. 

 

1.3. Impacto de la amplificación al azar en la composición de los viromas 

Debido a las limitaciones para obtener muestras humanas y al pobre rendimiento de los protocolos de 

enriquecimiento de virus, la cantidad de ADN viral obtenida es a menudo insuficiente para preparar 

librerías de secuenciación masiva. Para solucionar este problema, se recurre a protocolos de 
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amplificación aleatoria del ADN que también pueden alterar las proporciones relativas de sus 

constituyentes, con un nivel de sesgo directamente proporcional al grado de amplificación (Binga et al., 

2008; Dean et al., 2002; Direito et al., 2014; Lasken, 2009; Ning et al., 2015). En esta tesis doctoral 

hemos intentado avanzar en el conocimiento de estos sesgos comparando mezclas artificiales o naturales 

de genomas virales antes y después de la amplificación. En los viromas de saliva humana la 

amplificación con MDA desde 10 pg de ADN molde genera sesgos estocásticos, con patrones de contigs 

variables entre réplicas, y un gran número de contigs con una representación alterada. Además, estos 

contigs no están relacionados con los dos sesgos sistemáticos conocidos de MDA, como son la 

sobreamplificación de genomas pequeños circulares o la peor amplificación de regiones de ADN con 

valores extremos de %CGs.  

El incremento en la cantidad de molde al rango de nanogramos en MDA redujo drásticamente el número 

de contigs con una representación alterada, mejoró los índices de correlación entre los viromas 

amplificados y el no amplificado, y dio lugar a patrones de cobertura más homogéneos. Todo ello 

contribuyó a que la distancia en los sistemas de ordenación bidimensional del viroma sin amplificar a 

los viromas amplificados desde 1 ng fuera menor que la distancia con los amplificados desde 10 pg. 

Otro de los parámetros analizados en esta tesis fue el tiempo de extensión en la amplificación con MDA. 

Aunque los protocolos de MDA sugieren reducir el tiempo de amplificación al mínimo necesario para 

obtener la cantidad deseada de ADN, en nuestras manos, la extensión de la reacción a 10 h desde 10 pg 

o 1 ng de molde, no parece tener ninguna incidencia en la composición de la comunidad. 

Estudios previos habían demostrado la presencia de sesgos sistemáticos en las poblaciones de bacterias 

o virus amplificados desde cantidades superiores a 1 ng con MDA (Binga et al., 2008; Dean et al., 2002; 

Direito et al., 2014; Lasken, 2009; Rosseel et al., 2013; Solonenko et al., 2013; Yilmaz et al., 2010). 

Uno de los sesgos sistemáticos mejor estudiados en MDA es la sobreamplificación de genomas 

circulares pequeños. Este sesgo fue cuantificado en un incremento de 56x y 212x en las abundancias 

relativas de dos genomas circulares de menos de 2 kpb de viromas de suelo (Kim et al., 2008), y en 5,7x 

y 72,6x en otros genomas también circulares pero ligeramente más grandes (5,3 y 6,1 kpb) de 

comunidades sintéticas (Roux et al., 2016). En nuestras comunidades sintéticas, observamos una 

sobrerrepresentación menor de los genomas circulares del bacteriófago M13 (3,2-7,2x) y de PCV2a 

(3,2-14,7x). La mayor sobreamplificación de PCV2a sobre M13 podría deberse a la menor probabilidad 

de cortes puntuales (nicking) en las moléculas circulares más pequeñas. Sin embargo, en los viromas de 

saliva humana amplificados con MDA desde 1 ng de molde, observamos una enorme variabilidad en el 

grado de sobrerepresentación de los genomas pequeños circulares. Esta variación no estaba relacionada 

ni con diferencias en el contenido de CG ni con la longitud de los genomas, lo que sugiere la 

participación de otros factores aun por identificar. Aunque muchos de los contigs más sobreamplificados 

por MDA se correspondían a genomas circulares pequeños, solo dos se encontraban entre los 200 más 

abundantes de la comunidad, lo que indica que su influencia en el perfil global de los viromas es menor. 
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Apoyando este resultado, las disimilitudes de Bray-Curtis entre los viromas sin amplificar y los 

amplificados, y su localización relativa en los sistemas de ordenación, apenas variaron cuando se 

eliminaron del estudio los contigs circulares pequeños (datos no mostrados).  

La baja influencia de la sobreamplificación de genomas pequeños circulares en las diferencias 

observadas entre viromas amplificados y no amplificados con MDA en esta tesis, junto con la ausencia 

de mejoras al preparar librerías desde mezclas de productos de amplificación independientes 

procedentes del mismo molde, observada por otros (Marine et al., 2014), nos llevó a indagar más acerca 

de otras posibles fuentes de sesgos sistemáticos. En esta tesis demostramos que MDA, y también SISPA, 

inducen sesgos sistemáticos con sobreamplificación de secuencias y contigs con un porcentaje de CGs 

en el rango de 45-60%, posiblemente por la dificultad de amplificar regiones de ADN con un contenido 

muy bajo y muy alto de CGs. Estos resultados concuerdan con lo anteriormente propuesto para métodos 

de amplificación al azar basados en MDA (Abulencia et al., 2006; Arriola et al., 2007; Bredel et al., 

2005; Ellegaard et al., 2013; Han et al., 2012; Rhee et al., 2016; Yilmaz et al., 2010), LASL (Aird et al., 

2011; Duhaime et al., 2012; Hoeijmakers et al., 2011; Solonenko et al., 2013) y en general, para 

cualquier método basado en amplificación por PCR (Arezi y Hogrefe, 2009; Benita et al., 2003; 

Mamedov et al., 2008; Pinto y Raskin, 2012). Los problemas en la accesibilidad de la polimerasa a estas 

regiones con contenido extremo de CGs, o la terminación prematura de la copia al principio de las 

estructuras secundarias ricas en CGs, se ha propuesto como la principal causa de este sesgo (Arezi et 

al., 2003; Bredel et al., 2005). En nuestros viromas, esta fuente de sesgo afecta a la mayor parte de las 

secuencias y contigs de los viromas amplificados por MDA y SISPA desde 1 ng, sugiriendo que ésta 

podría ser la principal causa de sesgo sistemático. También postulamos que las diferencias entre estos 

los métodos de amplificación (MDA y SISPA) podrían deberse a las distintas capacidades que tienen 

para amplificar regiones de alto y bajo contenido de CGs. Así, los viromas obtenidos con SISPA 

mostraron un sesgo negativo en secuencias con un porcentaje de CGs < 40%, mientras que los basados 

en MDA (mediante hexámeros aleatorios) presentaban más problemas amplificando secuencias con un 

porcentaje de CGs > 65%. Lo utilización de un método de amplificación MDA alternativo, basado en el 

cebado con oligonucleótidos aleatorios sintetizados por una actividad ADN primasa presente en la 

reacción (TruePrime™), permitió una mejor amplificación de secuencias de CGs bajo que SISPA y una 

mejor amplificación de secuencias con alto contenido de CGs que MDA basado en hexámeros aleatorios. 

Estas mejoras contribuyen al solapamiento casi perfecto de los viromas MDA_T1 y Unamp1 en los 

sistemas de ordenación basados en disimilitudes Bray-Curtis o índices de Sørensen. La mejor capacidad 

para amplificar regiones de CGs altas o bajas de este sistema de amplificación MDA con primasas había 

sido ya sugerida previamente (Direito et al., 2014), aunque un estudio reciente, si bien demuestra la 

reducción de sesgo con respecto a MDA y hexámeros random, sugiere que esta mejora no es debida a la 

mejor amplificación de regiones con alto contenido en CGs (Picher et al., 2016). 
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En esta tesis demostramos que la dificultad para amplificar regiones de contenido extremo de CGs es 

una fuente principal de sesgo sistemático cuando se emplean nanogramos de molde. Sin embargo, 

también hemos identificado en los viromas de saliva varios contigs grandes o no circulares y con un 

contenido de CGs medio que mostraban una alteración importante en su representación con respecto al 

viroma no amplificado. De forma similar, en las comunidades sintéticas amplificadas por MDA, también 

observamos un fuerte sesgo negativo hacia el genoma de 5 kb de cadena sencilla lineal del virus MVMp, 

pese a contener un porcentaje CG del 43%. Estos resultados sugieren la concurrencia de varias fuentes 

de sesgo simultáneamente sobre las comunidades de virus estudiadas, y que desconocemos la naturaleza 

de alguna de ellas. 

Otra de las manifestaciones del sesgo introducido por los sistemas de amplificación aleatoria es la 

obtención de perfiles de cobertura irregulares a lo largo de los genomas amplificados (DePew et al., 

2013; Rosseel et al., 2013).  En los viromas de saliva, la comparación de tres parámetros de regularidad 

de la cobertura a lo largo de las secuencias (curvas de Lorenz, coeficientes de variación de cobertura y 

la correlación de Pearson respecto a la cobertura del genoma sin amplificar), demostró el peor 

comportamiento de SISPA en comparación con MDA. Este resultado se atribuyó a la presencia de picos 

de muy alta cobertura en muchos contigs de viromas amplificados por SISPA. Aunque algunos de estos 

picos se han relacionado previamente con una unión preferente de la parte constante de los 

oligonucleótidos pseudo-degenerados (Karlsson et al., 2013; Victoria et al., 2009), solo una pequeña 

proporción de los picos de alta cobertura de los contigs de los viromas de saliva obtenidos por SISPA 

eran específicos del oligonucleótido empleado y contenían secuencias próximas parecidas a la secuencia 

del oligonucleótido. Uno de los hallazgos interesantes de esta tesis es que algunos de estos picos de alta 

cobertura se obtenían con los tres oligonucleótidos empleados y se encontraban en regiones de baja 

complejidad lingüística. Las secuencias de baja complejidad se evitan durante el diseño de 

oligonucleótidos de PCR (Wang y Seed, 2003), o se filtran durante las búsquedas de BLAST para 

prevenir uniones inespecíficas (Morgulis et al., 2006). Dichas secuencias, se han asociado también con 

picos de ChiP-s que son falsos positivos debido a repeticiones colapsadas (Pickrell et al., 2011). En 

nuestro estudio, hemos descartado que estos picos estuvieran relacionados con (i) algún problema 

metodológico del alineamiento al llevar a cabo éste en condiciones estrictas, (ii) el colapso de regiones 

repetidas, o con (iii) una mayor abundancia de moléculas de ADN molde de estas regiones ya que estos 

picos no se observan los viromas no amplificados. Aunque se necesita más investigación para 

comprender las bases moleculares de este tipo de sesgo en zonas de baja complejidad lingüística, 

hipotetizamos que puede estar relacionado con una sobrerrepresentación de oligonucleótidos de baja 

complejidad. Estos oligonucleótidos tienden a formar más fácilmente estructuras diméricas que pueden 

servir como molde durante las rondas de amplificación por PCR, incrementando así su abundancia 

relativa sobre otros oligonucleótidos con una mayor complejidad lingüística. Apoyando esta hipótesis, 

hemos visto que más del 80% de las lecturas que alineaban con estos picos de alta cobertura en regiones 
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de baja complejidad lingüística presentaban dímeros de oligonucleótidos en sus extremos (datos no 

mostrados). Este nuevo sesgo sistemático y específico de SISPA, junto con las mayores dificultades de 

amplificación de regiones con bajo contenido de CGs, podría explicar el peor comportamiento de SISPA 

con respecto a MDA en los sistemas de ordenación bidimensional. 

En los últimos años se está haciendo un gran esfuerzo para comprender los sesgos experimentales que 

se introducen durante la preparación de metagenomas de virus y que dificultan la obtención de 

conclusiones cuantitativas desde estos estudios (Direito et al., 2014; Duhaime et al., 2012; Ellegaard et 

al., 2013; Picher et al., 2016; Rhee et al., 2016; Wu et al., 2006; Zong et al., 2012). El trabajo presentado 

en esta tesis, junto con los estudios mencionados, ayudará a preparar viromas que reproduzcan de una 

forma más exacta la composición de las comunidades virales naturales, mejorando la reproductividad 

de los estudios y la obtención de conclusiones fiables, por ejemplo, en estudios longitudinales. Sin 

embargo, nuestros estudios también sugieren que el impacto de los sesgos debido a la amplificación 

inespecífica del ADN en estudios de comparación de viromas entre individuos distintos (diversidad 

beta) podría ser irrelevante. Esto es así principalmente porque los viromas de individuos distintos son 

únicos y comparten un porcentaje muy pequeño de sus genomas virales (Minot et al., 2011; Pride et al., 

2011b; Reyes et al., 2010). Esto se observa claramente en los sistemas de ordenación bidimensional 

donde el viroma no amplificado y los amplificados se agrupan próximos entre sí (todos los amplificados 

en el caso de disimilitudes de Bray-Curtis y sólo los procedentes de la amplificación con MDA desde 1 

ng de molde en el caso de los índices de Sørensen) y mantienen una gran distancia con otros viromas de 

saliva de individuos no relacionados. Cuando la diversidad beta entre individuos es tan alta, pequeños 

solapamientos entre muestras como los que presenta la mezcla de saliva no amplificada Unamp1 con el 

viroma de saliva H101 (procedente de un individuo que contribuyó a esa misma mezcla), provoca un 

fuerte agrupamiento en los sistemas de ordenación. Este resultado es coherente con estudios previos que 

demuestran la convergencia entre viromas de saliva de sujetos que cohabitan en la misma casa, aunque 

solo comparten un número pequeño de bacteriófagos (Ly et al., 2016; Pride et al., 2011a; Robles-

Sikisaka et al., 2013). 
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2. Diversidad de virus de la boca 

Las comunidades de virus de la cavidad bucal humana estudiadas en esta tesis presentaban índices de 

diversidad alfa de Shannon en mucosa de 5,46-7,16 y en placa de 5,13-6,63 y estimaciones de riqueza 

de especies varían entre los 174-1.969 genotipos. Estos resultados son ligeramente superiores a los 

obtenidos en anteriores estudios de boca, con índices de Shannon de 4 ± 0,5, 4,8 ± 0,03 y 5,0 (Abeles et 

al., 2015; Lim et al., 2017; Pérez-Brocal y Moya, 2018), y rangos de riqueza de especies muy similares 

entre 293-2.200 genotipos (Pride et al., 2011a). Estas estimaciones de diversidad resultaron 

consistentemente superiores a las obtenidas en el tracto intestinal con índices de Shannon para viromas 

de heces de 3,09 ± 0,64, 3,32 ± 0,71 3,35 y 3,4 (Kim et al., 2011; Lim et al., 2015; Reyes et al., 2010; 

Zuo et al., 2019). 

La mayor diversidad alfa de los viromas de mucosa sobre los de placa dental resultó estadísticamente 

significativa. Sin embargo, no observamos diferencias en la diversidad alfa de los viromas entre los 

estados de salud y enfermedad, pese a que sí se han publicado cambios en la diversidad de bacterias de 

la cavidad bucal en estos mismos procesos de enfermedad (He et al., 2018; Hijazi et al., 2015; Jorth et 

al., 2014) como colitis ulcerosa (Zuo et al., 2019) o infección crónica con Clostridium difficile (Lawley 

et al., 2012) 

El bajo número de secuencias compartidas, la casi nula correlación de Pearson y la enorme distancia en 

los sistemas de ordenación entre los viromas de la boca de individuos distintos, indican una gran 

diversidad beta en las comunidades de virus de estos ecosistemas y coincide con resultados previos en 

saliva (Pérez-Brocal y Moya, 2018; Pride et al., 2011a), y heces (Reyes et al., 2010; Wylie et al., 2014). 

Esta alta diversidad beta, contrasta con el alto porcentaje de contigs compartidos entre los viromas de 

saliva y mucosa del mismo individuo, posiblemente como resultado del continuo contacto físico entre 

estos dos ambientes. La placa dental y la mucosa bucal también mantienen un contacto físico estrecho 

que podría justificar la distribución ubicua de muchos de los bacteriófagos que hemos encontrado en 

casi todos los viromas estudiados. Pese a ello, pudimos observar una separación de la mayoría de los 

viromas por ambiente que estaba en el límite de la significancia estadística (p-value = 0,048).  Así que 

es probable que un estudio con un número mayor y más homogéneo de muestras (nuestros viromas 

proceden de individuos sanos y enfermos) lograra un soporte estadístico más robusto a las diferencias 

entre los viromas de mucosa bucal y placa dental. Debido a que son comunidades dominadas por virus 

que infectan bacterias, resultó coherente encontrar diferencias estadísticamente significativas al 

comparar las comunidades de bacterias de estos dos ambientes en los estudios basados en el gen 

marcador 16S. También observamos una mayor dispersión de los viromas de mucosa con respecto a los 

de placa, lo que coincide con su mayor diversidad alfa, aunque en esta ocasión, dicha diferencia no 

resultó significativa estadísticamente. Los principales responsables de las diferencias entre ambientes 

no eran los virus más abundantes de los viromas e incluían virus emparentados con Human 
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betaherpesvirus 7 y con bacteriófagos que infectan miembros del género Streptococcus. Estos virus se 

encontraban preferentemente asociados a mucosa y estaban prácticamente ausentes en los viromas de 

placa dental, lo que resultó consistente con la mayor abundancia de bacterias del filo Firmicutes 

(observada en esta tesis) y con la alta prevalencia de este herpesvirus en la mucosa bucal humana 

(Grinde, 2013; McGowin y Pyles, 2010).  

Otros autores han observado diferencias a nivel poblacional entre la microbiota de la mucosa oral y de 

la placa dental durante el desarrollo de Estomatitis Aftosa Recurrente y Caries, respectivamente. Estas 

disbiosis se caracterizan por un aumento de Prevotella (Marchini et al., 2007) y también por una 

disminución de Firmicutes y un aumento de Proteobacteria (Hijazi et al., 2015) en las aftas,  y por el 

aumento de un número variable de bacterias cariogénicas en caries (Belda-Ferre et al., 2012; He et al., 

2018; Simón-Soro y Mira, 2015) que algunos han definido como un catástrofe ecológica en el 

ecosistema microbiano de la placa supragingival (Marsh, 2003). La gran variedad de consorcios 

bacterianos disbióticos en muestras con caries (Aas et al., 2008; Fejerskov, 2004; Simón-Soro y Mira, 

2015) puede obedecer a que las comunidades de bacterias varían considerablemente en función de la 

posición de la pieza dental afectada (Simón-Soro et al., 2013), y a que comunidades taxonómicamente 

distintas puedan presentar  capacidades metabólicas coincidentes (Simón-Soro y Mira, 2015). Estos 

antecedentes podrían explicar por qué no hemos encontramos diferencias a nivel poblacional entre los 

microbiomas y viromas sanos o afectados por caries o aftas. 

De nuevo, un estudio con un mayor número de muestras, y con un perfil más acotado de enfermedad, 

podrían permitirnos observar diferencias a nivel poblacional entre los viromas y microbiomas, y lo que 

es más importante, identificar biomarcadores que aporten información para comprender mejor el papel 

que desempeñan los bacteriófagos en estas enfermedades comunes de la boca y que podrían, 

eventualmente, ser empleados en diagnóstico. En este sentido, resulta prometedor que hayamos 

observado una distribución preferente en la placa de personas con caries de contigs virales emparentados 

con Enterococcus phage phiFL4A, cuyo hospedador, Enterococcus faecalis se ha asociado con esta 

enfermedad (Kouidhi et al., 2011). 

El ensamblaje de las lecturas de los viromas en contigs originó una media de 2.594 contigs por viroma, 

que quedaron reducidos a 58 de media por viroma (1.557 en total) al aplicar un criterio de selección de 

contigs largos y alta cobertura por un lado, y de asignación taxonómica al dominio de los virus por otro. 

Pese a esta drástica reducción en el número de contigs, hasta un 74,47% de todas las secuencias de los 

viromas se alineaban contra estos contigs largos virales, confirmando que la mayoría de información de 

estos metagenomas es de origen viral. El principal objetivo de esta doble filtración era la eliminación 

de contigs de origen bacteriano como mencionamos anteriormente y una evidencia contundente de que 

hemos logrado nuestro objetivo, es la ausencia completa en estos contigs de genes relacionados con 

ARNr 16S. El hecho de que en torno al 75% de las lecturas de los viromas se ensamblen en unos 58 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/8HHTO+uaDT4
https://paperpile.com/c/hcl5SD/Q2gX7
https://paperpile.com/c/hcl5SD/J1FsQ
https://paperpile.com/c/hcl5SD/ontA4+vjcIV+ETLnc
https://paperpile.com/c/hcl5SD/ontA4+vjcIV+ETLnc
https://paperpile.com/c/hcl5SD/kv10p
https://paperpile.com/c/hcl5SD/IMNLO+HTLB2+vjcIV
https://paperpile.com/c/hcl5SD/IMNLO+HTLB2+vjcIV
https://paperpile.com/c/hcl5SD/emZ71
https://paperpile.com/c/hcl5SD/vjcIV
https://paperpile.com/c/hcl5SD/64Z4x


 

 120 

contigs virales de alta cobertura (media 369,4x.), hace factible pensar que el 25% de secuencias restantes 

procedan de un número mucho mayor de virus poco abundantes cuyos genomas no hayan podido 

ensamblar en contigs largos, justificando las estimaciones de riqueza de especies obtenidas por 

PHACCS (174-1.969 especies). 

Con el avance y desarrollo de la bioinformática se están generando herramientas que permiten la 

identificación de contigs virales desde microbiomas. VirSorter es una de las herramientas más utilizadas 

con este propósito debido a su alta fiabilidad (Roux et al., 2015a). En comparación con nuestro método, 

VirSorter es ligeramente menos sensible, logrando identificar como virales sólo un 66,2% de los contigs 

que identifica nuestro método. Otra diferencia es la inclusión por VirSorter de contigs que contienen 

profagos flanqueados por genes bacterianos. Estos contigs son descartados por nuestro método que los 

clasifica como bacterianos, lo que puede ser de utilidad cuando existe la certeza de contaminación 

bacteriana. 

 

3. Caracterización de la composición de las comunidades de virus de la cavidad bucal humana  

Una primera visión de la composición de las comunidades virales se obtuvo al comparar las lecturas de 

los viromas con la base de datos de proteínas nr. La distribución por dominios resultante fue consistente 

con estudios similares llevados a cabo con viromas de ecosistemas naturales y asociados a humanos 

(Angly et al., 2006; Minot et al., 2013), y se caracterizó por un bajo porcentaje de secuencias 

relacionadas con virus, siendo mayoritarias las secuencias asignadas a bacterias o sin resultados 

significativos. Esta distribución se debe, en parte, a la escasa información de secuencias virales 

disponibles en las bases de datos, a la existencia de multitud de genomas virales integrados en genomas 

bacterianos (profagos) y anotados como bacterias y, en menor medida, a la presencia de genes 

bacterianos transportados en los genomas virales durante los procesos de transferencia horizontal de 

genes. Además, y como mencionamos anteriormente, nuestros viromas también pueden contener niveles 

bajos de contaminación bacteriana real por el uso de filtros de 0,45µm. La comparación con bases de 

datos exclusivamente virales puede llevar también a conclusiones erróneas como la asignación 

incorrecta de secuencias a virus eucarióticos grandes de las familias Mimiviridae o Phycodnaviridae, 

como pudimos demostrar posteriormente al ensamblarlas en contigs de gran tamaño relacionados con 

genomas bacterianos del filo TM7. Gracias a los avances en las tecnologías de secuenciación masiva, 

durante los últimos años, las bases de datos están experimentando un notable aumento en el número de 

genomas virales depositados. Así, por ejemplo, entre Enero y Octubre de 2018, el número de genomas 

virales pasó de 7.000 a más de 10.000 (http://millardlab.org/bioinformatics/bacteriophage-genomes/). 

Esto nos permite aventurar un escenario para los próximos años en el que la comparación directa de 

secuencias con bases de datos menos sesgadas y más representativas de los virus que existen en la 

naturaleza pueda darnos una imagen más real de las comunidades virales. 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/k8WlS
https://paperpile.com/c/hcl5SD/ojogy+bLlib
http://millardlab.org/bioinformatics/bacteriophage-genomes/
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Pese a estas limitaciones, esta aproximación evidenció que los viromas de la boca humana estaban 

dominados por bacteriófagos con cola, principalmente bacteriófagos de la familia Siphoviridae que 

siguen un estilo de vida preferentemente lisogénico. Este resultado coincide con estudios previos de 

viromas humanos de heces y saliva que sugieren que el tipo de regulación depredador-presa, al contrario 

que en ambientes acuáticos como el mar, no es el tipo de regulación principal de la microbiota humana 

(Edlund et al., 2015; Knowles et al., 2016; Silveira y Rohwer, 2016) y también coincide con el elevado 

número de profagos encontrado en los genomas de bacterias aisladas de muestras humanas (Manrique 

et al., 2017). 

Una visión taxonómica más fiable de la composición de los viromas se puede obtenerse mediante la 

comparación de todos los genes que contiene cada contig con bases de datos de virus. Una buena parte 

de los 1.557 contigs virales presentaban tamaños distribuidos en dos picos de 17 kpb y 42 kpb, lo que 

refleja casi exactamente la distribución de tamaños de los Caudovirales disponibles en las bases de datos 

y sugiere que un gran porcentaje de estos contigs podían estar completos o casi completos. La mayoría 

de los contigs con tamaños cercanos a 17 kpb estaban estrechamente emparentados con Actinomyces 

phage Av1, un virus que infecta un poblador habitual de la placa dental: Actinomyces naeslundii, 

(Vielkind et al., 2015). En el pico de contigs con tamaños de 40-45 kpb, el grupo más abundante estaba 

lejanamente relacionados con virus que infectan bacterias de otros ambientes como Arthrobacter phage 

Mudcat (https://phagesdb.org/) y Rhodococcus phage ReqiPoco6 (Summer et al., 2011). Pese a las 

grandes diferencias interpersonales en la composición de las comunidades de virus de la boca, estos 

contigs estaban presentes en prácticamente todos los viromas analizados de mucosa y placa dental. Su 

ubicuidad va más allá de estas nuestras, porque virus relacionados con Actinomyces phage Av1 parecen 

ser también los virus más abundantes en placa subgingival (Wang et al., 2013), y los contigs 

relacionados con Arthrobacter phage Mudcat y Rhodococcus phage presentaban también una gran 

similitud de secuencia con el contig89, uno de los virus más abundantes en un estudio longitudinal de 

viromas de saliva de ocho individuos de Estados Unidos (Abeles et al., 2014) y en viromas de saliva de 

72 individuos de Valencia (Pérez-Brocal y Moya, 2018). La mayor longitud de nuestros contigs sugiere 

que el contig89 podría ser sólo un fragmento del genoma de este virus. De hecho, los 23,55 kpb del 

contig89 alineaban, con una identidad de secuencia >90%, con la región 3’ de los contigs ensamblados 

en nuestros viromas, muchos de ellos con un tamaño superior a las 40 kpb. Estos dos grupos de 

bacteriófagos, ubicuos en la boca humana, podrían formar parte de un núcleo de virus altamente 

conservados en estos ecosistemas (virus core), al igual que el recientemente descubierto virus 

crAssphage en el intestino, donde es el virus más abundante y ubicuo (Dutilh et al., 2014; Guerin et al., 

2018). 

 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/dA8b+jgeo6+sZ3E9+dSZEp
https://paperpile.com/c/hcl5SD/dSZEp
https://paperpile.com/c/hcl5SD/dSZEp
https://paperpile.com/c/hcl5SD/zOWor
https://paperpile.com/c/hcl5SD/7nR6f
https://paperpile.com/c/hcl5SD/96Kmf
https://paperpile.com/c/hcl5SD/ecZuM+4BKpc
https://paperpile.com/c/hcl5SD/ecZuM+4BKpc
https://paperpile.com/c/hcl5SD/mB4or+5lUhN
https://paperpile.com/c/hcl5SD/mB4or+5lUhN
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Para estudiar en mayor detalle estas comunidades de virus agrupamos más de 400 contigs virales 

considerados genomas completos (o casi completos) en un árbol proteómico. Este árbol es coherente 

con los previamente publicados que cuestionan la actual división de familias de virus del orden 

Caudovirales, pero respaldan su actual división en subfamilias (Rohwer y Edwards, 2002). Los contigs 

de los viromas de la boca se agrupan en 31 megaclusters que representan bastante bien la diversidad 

completa de virus de la boca humana, ya que a partir de combinaciones al azar de tan solo 17 viromas 

se consigue tener virus representantes de los 31 megaclusters, y este número no aumenta al añadir 

nuevos viromas. Aunque la mayoría de los megaclusters incluían algún virus de referencia relacionado, 

los porcentajes de identidad media a nivel de nucleótido eran inferiores al 70% en 25 de los 31 

megaclusters, y en muchos casos mostraban una pobre sintenia, indicando la escasa representación de 

los virus de la boca en las bases de datos. Pese a que la placa dental y la mucosa son ambientes muy 

diferentes, ninguno de los 31 megaclusters, presentaban una asociación clara por uno de los dos 

ambientes, ni por una condición de salud o enfermedad en particular, lo que sugiere su amplia 

distribución en la cavidad bucal. Esto puede deberse a la estrecha interacción entre ambos ecosistemas 

por proximidad física y por una dinámica de intercambio de virus a través de la saliva.  

Tres de estos megaclusters presentan un elevado número de contigs y una distribución ubicua a lo largo 

de la mayoría de los viromas estudiados. El primero de ellos, el megacluster W, contenía 59 contigs 

procedentes de los viromas del 81% de las personas de nuestro estudio. Estos contigs mostraban una 

muy buena sintenia y un alto nivel de identidad de secuencia con el genoma de Actinomyces phage Av1. 

El megacluster C, con 49 contigs presentes en un 89% de las personas, incluía algunos contigs muy 

abundantes ensamblados con hasta el 45% de las secuencias de alguno de los viromas. Estos contigs 

presentaban cierta sintenia a lo largo de toda su secuencia y un % de CGs similar con los virus más 

relacionados Arthrobacter phage Mudcat y Rhodococcus phage ReqiPoco6. Sin embargo, las 

importantes diferencias de tamaño debidas entre otras cosas a la ausencia en nuestros contigs de genes 

que codifican por LysB, una proteína característica de este tipo de bacteriófagos, así como el hecho de 

que estos virus sean propios de suelo o de otros animales, apoyan la originalidad de este grupo ubicuo 

y dominante de los viromas de la boca. La presencia en alguno de ellos de genes que codifican 

endolisinas relacionadas con las de Actinomyces phage Av1, un bacteriófago que infecta Actinomyces 

naeslundii, sugiere que podría infectar bacterias del orden Actinomycetales. Curiosamente, algunos 

integrantes de este megacluster mostraban un bajo porcentaje de CGs propio de Firmicutes y mejor 

similitud de secuencia con algunos virus que infectan bacterias de este filo como Lactococcus phage 

1706. El megacluster A es otro de los grupos más ubicuos (presente en un 78% de los individuos 

estudiados) y abundante (33 contigs) de la boca. La mayoría de los virus que lo conforman están 

lejanamente emparentados con Enterococcus phage phiFL4A, con el que presenta una pobre sintenia. 

Además, la circunstancia de que ningún genoma de referencia, ni siquiera Enterococcus phage phiFL4A, 

se agrupara dentro de este megacluster, revela la originalidad de este grupo de virus. 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/WB8ny
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Aunque no tan abundante ni ubicuo como los tres megaclusters anteriores, el megacluster AA resultó 

interesante porque incluía bacteriófagos con genomas de gran tamaño (108-202 kpb) emparentados con 

un grupo de Caudovirales conocidos como bacteriófagos Jumbo (Yuan y Gao, 2017), cuyas cápsidas 

de gran tamaño podrían quedarse retenidas en filtros de 0,22 µm (Conceição-Neto et al., 2015; 

Lewandowska et al., 2017; Li et al., 2015; López-Bueno et al., 2009). La inclusión de estos virus en 

nuestros viromas podría justificar el uso de protocolos de filtración a baja velocidad y filtración en 

0,45µm durante los pasos de enriquecimiento de virus, en lugar de los de 0,22µm más habitualmente 

usados. 

Aunque 27 de los 31 megaclusters están formados por contigs emparentados con bacteriófagos del orden 

Caudovirales, nuestros viromas también contienen dos megaclusters relacionados con virus de las 

familias Inoviridae (F y L) y otro de Microviridae (AE). Pese a la sobreamplificación de sus genomas 

circulares de pequeño tamaño por MDA, estos virus no parecen ser tan abundantes en la boca como en 

el tracto intestinal (Minot et al., 2013; Reyes et al., 2010). Esto podría estar relacionado con la menor 

representación de bacterias del filo Bacteroidetes en la boca en relación al tracto intestinal, ya que 

muchos de estos bacteriófagos intestinales infectan bacterias de este filo (Krupovic y Forterre, 2011).  

El único megacluster de virus eucarióticos, megacluster AD, incluía contigs circulares relacionados con 

anellovirus, papilomavirus y CREES-DNA virus. En nuestros viromas, los anellovirus y papilomavirus 

aparecen más frecuentemente en mucosa, un ecosistema más relacionado con la saliva, donde virus de 

estas familias se han detectado en estudios anteriores (Ross et al., 1999). Aunque no pudimos ensamblar 

el genoma completo de ningún herpesvirus en estos viromas, sí que encontramos numerosos contigs que 

mostraban una identidad de secuencia cercana al 100% con varios herpesvirus humanos (principalmente 

HSV7). Por el contrario, el resto de contigs de virus eucarióticos eran mucho más diferentes a los 

presentes las bases de datos. De hecho, dos de los genomas circulares completos de anellovirus y otros 

dos de papilomavirus presentaban valores de similitud de secuencia por debajo de los criterios de 

demarcación de especie en anellovirus y de tipo humano en papilomavirus, por lo que se propusieron 

como nuevos virus humanos. La identificación de estos nuevos virus humanos demuestra la enorme 

sensibilidad de los estudios metagenómicos, incluso en ambientes dominados por bacteriófagos. 

Finalmente, los cinco nuevos genomas circulares asignados al grupo CRESS-DNA, podrían no ser virus 

humanos e infectar otros microorganismos eucarióticos que habitan estos ecosistemas, como se ha 

sugerido para virus similares encontrados en viromas de humanos y otros mamíferos (Cheung et al., 

2014; Cui et al., 2017). 

 

 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/TLPaE
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https://paperpile.com/c/hcl5SD/ONNZp
https://paperpile.com/c/hcl5SD/Azidr
https://paperpile.com/c/hcl5SD/lWKOJ+KStlp
https://paperpile.com/c/hcl5SD/lWKOJ+KStlp
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4. Predicción del hospedador que infectan los bacteriófagos de la boca 

Pese a que los bacteriófagos constituyen uno de los elementos de regulación más importantes de las 

comunidades microbianas (Fernández et al., 2018; Rohwer y Thurber, 2009; Silveira y Rohwer, 2016), 

queda aún un largo camino por recorrer para entender la complejidad de los tipos de interacción que 

establecen con sus hospedadores. En nuestra opinión, el primer paso para avanzar en este campo es 

caracterizar en profundidad la diversidad genética de las comunidades de bacteriófagos como hemos 

tratado de hacer en las primeras etapas de esta tesis. A continuación, y como segundo paso, creemos 

que es vital definir el rango de hospedador de los bacteriófagos más importantes de la comunidad. Con 

este propósito, hemos recurrido a cinco aproximaciones bioinformáticas con distinta sensibilidad. La 

inferencia de hospedador en función del genoma viral más próximo encontrado en la base de datos 

GenBank, nos proporcionó información acerca del 93% de los contigs virales. Aunque no hemos 

validado la fiabilidad de este método, la fuerte agregación de los contigs que podrían infectar bacterias 

del mismo filo sugiere su utilidad y revela la importancia de la coevolución entre los bacteriófagos y 

sus hospedadores. Este resultado también sugiere que el filo del hospedador debería ser un criterio 

taxonómico más importante, por ejemplo, que la morfología de las partículas virales. 

Otro método de predicción de hospedador utilizado fue la comparación de la frecuencia de 

oligonucleótidos entre los contigs virales y las bacterias secuenciadas de la boca. Este método, que ya 

había sido usado con éxito en estudios previos (Edwards et al., 2016; Ogilvie et al., 2013; Roux et al., 

2015b), fue validado en esta tesis con bacteriófagos y profagos de hospedador conocido y dio lugar a 

resultados congruentes con el anterior método. El origen viral de muchos de los separadores en los 

cassettes CRISPRs de las bacterias, representa una fuente fiable para averiguar la interacción entre 

bacteriófagos y hospedadores. La obtención de unos 20 millones de secuencias por microbioma nos ha 

permitido encontrar 1.360 separadores en CRISPRs relacionados con 544 de nuestros contigs virales. 

Pese a que el estudio se hizo principalmente con comunidades bacterianas de placa dental y no de 

mucosa, este método nos ha proporcionado información del posible hospedador de hasta un 30% de los 

contigs virales. La decisión de analizar sólo los separadores contenidos en CRISPRs con más de cuatro 

separadores puede haber reducido la identificación de falsos CRISPR (Kupczok et al., 2015), 

contribuyendo a mejorar el porcentaje de separadores relacionados con virus en nuestro trabajo (4,9%), 

con respecto al 0,82% descrito en estudios previos (Koonin et al., 2017). Por último, las predicciones 

de hospedador basadas en la procedencia de genes metabólicos auxiliares y en las secuencias de 

integración resultaron mucho menos sensibles, pero fueron también congruentes con el resto de 

aproximaciones. Pese al distinto nivel de sensibilidad de los cinco métodos usados, éstos mostraban 

altos niveles de congruencia y coincidían en que los hospedadores más frecuentes eran por orden 

decreciente Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes.  

https://paperpile.com/c/hcl5SD/ikohO+sZ3E9+lbRRS
https://paperpile.com/c/hcl5SD/yui9w+2Pjil+BOgBT
https://paperpile.com/c/hcl5SD/yui9w+2Pjil+BOgBT
https://paperpile.com/c/hcl5SD/fddhO
https://paperpile.com/c/hcl5SD/4QxrD
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Uno de los resultados más sorprendentes de esta tesis, es que la mayoría de los contig (82,6% en el caso 

del método basado en BLAST), de los viromas de mucosa y placa dental, y hasta nueve megaclusters 

distintos, se asocian exclusivamente a virus que infectan bacterias del filo Actinobacteria, cuando este 

filo es mucho menos abundante que los Firmicutes en ambos ambientes, e incluso menos abundante que 

Proteobacteria y Bacteroidetes en mucosa. Esta distribución de filos bacterianos determinados en 

metagenomas de ARNr 16S es consistente con estudios similares previos para mucosa bucal y placa 

dental (Dewhirst et al., 2010; He et al., 2018; Verma et al., 2018), aunque en algún estudio de placa 

supragingival se ha propuesto una abundancia mayor de Actinobacteria (Ziouani et al., 2015). En este 

sentido, estudios recientes basados en mejoras de la técnica FISH, han demostrado que la estructura del 

biofilm de la placa dental está dominada por actinobacterias del género Corynebacterium que forman 

una estructura central de la cual penden filamentos que se extienden radialmente (Ferrer y Mira, 2016). 

La importancia numérica de Corynebacterium y otro género de actinobacterias: Actinomycetes se había 

propuesto anteriormente en estudios metatranscriptómicos donde son los dos géneros más activos 

transcripcionalmente de la placa dental (Benítez-Páez et al., 2014). Así, una posible explicación a esta 

falta de correlación entre las bacterias de la microbiota bucal y las bacterias predichas que infectan las 

comunidades de bacteriófagos, podría ser que las bacterias más activas metabólica y 

transcripcionalmente contribuyan a la comunidad de virus libres con una mayor progenie viral. Otra 

posible explicación es la peor amplificación por PCR del gen que codifica por ARNr 16S de las bacterias 

de este filo debido a su elevado % de CGs (Cabrera-Rubio et al., 2012; Simón-Soro et al., 2014). 

Otro aspecto interesante de este estudio es que, pese a que algunos de los megaclusters están formados 

por virus que infectan una familia definida de hospedadores, en otros muchos casos están formados por 

virus que podrían infectar varias familias distintas de bacterias. Esto último podría ser resultado 

simplemente de una pérdida de precisión de las técnicas de predicción de hospedador, pero también 

podría tener que ver con un rango de hospedador amplio de los bacteriófagos de estos megaclusters. En 

este sentido, estudios recientes sugieren que el rango de hospedador de los bacteriófagos podría no ser 

tan estrecho como se pensaba (Flores et al., 2013, 2011; Weitz et al., 2013).  

Otra discrepancia importante entre la comunidad de bacterias de las muestras analizadas y los 

hospedadores predichos para su bacteriófagos, es la casi ausencia de interacciones con Fusobacteria, 

Bacteroidetes y Spirochaeta, pese a ser pobladores habituales de la cavidad bucal. Este resultado puede 

estar relacionado con la menor cantidad de genomas de bacterias de estos filos (Land et al., 2015), así 

como de los bacteriófagos que las infectan, en las bases de datos (https://www.genome.jp/virushostdb). 

Aunque también puede obedecer a una menor presión selectiva de los bacteriófagos sobre estos filos. 

 

https://paperpile.com/c/hcl5SD/fJHDY+ETLnc+HzEED
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https://paperpile.com/c/hcl5SD/NiQth
https://www.genome.jp/virushostdb
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5. Repertorio de enzimas líticas codificadas en el genoma de los bacteriófagos de la boca 

La Organización Mundial de la Salud lleva años alertando acerca de la crisis sanitaria que producirá el 

imparable aumento de bacterias patogénicas multirresistentes a antibióticos 

(https://www.who.int/antimicrobial-resistance/publications/surveillancereport/en/). Las previsiones del 

impacto económico de este problema (O’Neill, 2014) deberían estimular la investigación de nuevas 

formas de control bacteriano (Simpkin et al., 2017). Una de las estrategias que se están explorando es 

el uso de enzimas líticas de la pared de peptidoglicanos codificadas en el genoma de los bacteriófagos: 

las lisinas. La alta especificidad de acción de estas enzimas rompiendo la pared bacteriana de sus 

hospedadores podría representar una ventaja sobre los antibióticos, cuyo amplio espectro de acción 

altera drásticamente la microbiota intestinal (Panda et al., 2014; Schubert et al., 2015).  

En este trabajo describimos la presencia de 500 nuevas lisinas presentes en 23 de los 30 megacluster de 

bacteriófagos de la boca. El esfuerzo que hemos realizado para predecir el hospedador más probable de 

estos bacteriófagos nos lleva a hipotetizar sobre qué familias de bacterias podrían ser eficaces estas 

lisinas. Entre este amplio repertorio de lisinas destacan las codificadas en el genoma de los bacteriófagos 

relacionados con Actinomyces phage Av1. El hospedador de este virus, Actinomyces naeslundii, produce 

enfermedades que pueden ser graves como la actinomicosis (Valour et al., 2014). También hemos 

identificado lisinas potencialmente específicas para bacterias de las familias Lactobacillaceae y 

Corynebacteriaceae, relacionadas con el desarrollo de caries; Porphyromonadaceae, Pasteurellaceae, 

y Peptostreptococcaceae, implicadas en el desarrollo de periodontitis; Flavobacteriaceae, 

Bacteroidaceae o Peptostreptococcaceae, que podría estar relacionadas con cáncer bucal; o multitud de 

lisinas para Streptococcaceae que podrían tener interés clínico en el tratamiento de éstas y otras 

afecciones de la cavidad oral.  

Desconocemos la eficacia real que el uso de este repertorio de enzimas líticas podría tener en la práctica 

clínica. Sin embargo, su previsible eficacia biológica como mecanismo lítico de salida de la célula 

infectada para los bacteriófagos que las contienen y el actual escenario de emergencia de bacterias 

multirresistentes, hace que, en nuestra opinión, merezca la pena explorar esta vía de investigación.  

https://www.who.int/antimicrobial-resistance/publications/surveillancereport/en/
https://paperpile.com/c/hcl5SD/A0sbh
https://paperpile.com/c/hcl5SD/4ikYr
https://paperpile.com/c/hcl5SD/cTswK+qWHeV
https://paperpile.com/c/hcl5SD/DAhV9
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1. Hemos puesto a punto un protocolo sencillo de enriquecimiento de partículas virales que preserva 

la composición de la comunidad viral, permitiendo la recuperación parcial de virus de gran tamaño. 

2. La amplificación al azar mediante MDA de los viromas de la boca introduce sesgos estocásticos 

desde picogramos de ADN molde, y sistemáticos desde nanogramos. Los sesgos sistemáticos se 

deben principalmente a la dificultad para amplificar regiones con %CGs extremos, un problema 

compartido con otros tipos de amplificación por PCR como SISPA. Además, SISPA produce picos 

de alta cobertura en regiones de baja complejidad lingüística.  

3. Los sesgos debidos a la amplificación al azar no tienen apenas impacto en los estudios de 

comparación de viromas humanos debido a su gran variabilidad interpersonal. 

4. Hemos puesto a punto un protocolo de análisis bioinformático para la identificación de contigs 

procedentes de virus libres. Este protocolo descarta eficazmente contigs de bacterias contaminantes 

de pequeño tamaño que atraviesan los filtros de 0,45µm.  

5. Esta tesis representa el mayor estudio metagenómico de virus de la cavidad bucal realizado hasta la 

fecha. Los viromas generados están dominados por bacteriófagos del orden Caudovirales y 

contienen un pequeño porcentaje de virus eucarióticos, incluyendo cuatro virus humanos nuevos de 

las familias Anelloviridae y Papillomaviridae. 

6. Existe una clara diferencia en la composición del microbioma de placa dental y mucosa oral, que 

coincide con una sutil separación también de sus viromas. No hemos encontrado diferencias ni en 

el microbioma ni en el viroma, entre individuos sanos y afectados por caries o estomatitis aftosa 

recurrente. 

7. Hemos ensamblado de novo más de 400 genomas completos, o casi completos, de virus que se 

agrupan en 31 megaclusters. La mayoría de estos virus están pobremente relacionados con los virus 

disponibles en las bases de datos y algunos de los más abundantes y ubicuos lo son también en otros 

viromas bucales publicados. 

8. La predicción del hospedador de los bacteriófagos de la boca mediante cinco estrategias 

bioinformáticas diferentes dio lugar a resultados coincidentes. Las bacterias del filo Actinobacteria, 

pese a no ser los componentes mayoritarios de la microbiota bucal, constituyen el hospedador más 

frecuente de los bacteriófagos de este ecosistema. 

9. La agrupación de los bacteriófagos de la boca en función del filo de su posible hospedador es una 

clara evidencia de la importancia de la coevolución entre los bacteriófagos y las bacterias que 

infectan. Este resultado también sugiere que el filo del hospedador debería ser un criterio 

taxonómico más importante que la morfología de las partículas virales. 

10. Los bacteriófagos de la boca humana tienen un repertorio de cientos de genes que 

codifican enzimas que rompen la pared de peptidoglicano. La predicción del hospedador de 

los bacteriófagos que las contienen constituye un punto de partida para evaluar su utilidad 

como alternativa a los antibióticos. 
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http://paperpile.com/b/hcl5SD/f8kNg
http://paperpile.com/b/hcl5SD/uvL1X
http://paperpile.com/b/hcl5SD/uvL1X
http://paperpile.com/b/hcl5SD/CWtm1
http://paperpile.com/b/hcl5SD/CWtm1
http://paperpile.com/b/hcl5SD/mi4Wc
http://paperpile.com/b/hcl5SD/mi4Wc
http://paperpile.com/b/hcl5SD/t6GLr
http://paperpile.com/b/hcl5SD/t6GLr
http://paperpile.com/b/hcl5SD/t6GLr
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1. Oligonucleótidos 

Oligonucleótido Aplicación Secuencia 

M13-F HindIII Estándar AAGCTTCACTCCGCTGAAACTGTTGA 

M13-R EcoRV Estándar GATATCGTCAGACGATTGGCCTTGAT 

WR-F PCR cuantitativa AATAGACGGCGACAGGTTTC 

WR-R PCR cuantitativa ACGGTGCACAAATACCTACG 

Lambda-F PCR cuantitativa AGTACCCAATGATCCCATGC 

Lambda-R PCR cuantitativa TCAGCCAAACGTCTCTTCAG 

AdenoV-F PCR cuantitativa CGGATGGAACCATTATACCG 

AdenoV-R PCR cuantitativa CTGGGCGAAGATATTTCTGG 

Φ29-F PCR cuantitativa TGCGAACCCTAGAAGAAAGC 

Φ29-R PCR cuantitativa ATCAGTTCATCTGCCGCATC 

M13-F PCR cuantitativa TGAGGGTTGTCTGTGGAATG 

M13-R PCR cuantitativa TAGCAAGCCCAATAGGAACC 

MVMp-F PCR cuantitativa AGGGTTTAAGGGATGGTTGG 

MVMp-R PCR cuantitativa TTGGTTGGTTCTCCTTGGTC 

PCV2a-F PCR cuantitativa AATGAGGAAGGACGAACACC 

PCV2a-R PCR cuantitativa CAGTTCCTTTGGCTTTCTCG 

FR20RV SISPA GCCGGAGCTCTGCAGATATC 

FR26RV-12N SISPA GCCGGAGCTCTGCAGATATCNNNNNNNNNNNN 

1N-FR20RV SISPA NGCCGGAGCTCTGCAGATATC 

2N-FR20RV SISPA NNGCCGGAGCTCTGCAGATATC 

3N-FR20RV SISPA NNNGCCGGAGCTCTGCAGATATC 

4N-FR20RV SISPA NNNNGCCGGAGCTCTGCAGATATC 

Primer_K SISPA GACCATCTAGCGACCTCCAC 

Primer_K-8N SISPA GACCATCTAGCGACCTCCACNNNNNNNN 

K-12N SISPA GACCATCTAGCGACCTCCACNNNNNNNNNNNN 

1N-K SISPA NGACCATCTAGCGACCTCCAC 

2N-K SISPA NNGACCATCTAGCGACCTCCAC 

3N-K SISPA NNNGACCATCTAGCGACCTCCAC 

4N-K SISPA NNNNGACCATCTAGCGACCTCCAC 

454-A SISPA ATCGTCGTCGTAGGCTGCT 

454-A-12N SISPA ATCGTCGTCGTAGGCTGCTNNNNNNNNNNNN 

1N-454-A SISPA NATCGTCGTCGTAGGCTGCT 

2N-454-A SISPA NNATCGTCGTCGTAGGCTGCT 

3N-454-A SISPA NNNATCGTCGTCGTAGGCTGCT 

4N-454-A SISPA NNNNATCGTCGTCGTAGGCTGCT 

27-F Contaminación 16S AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 

1492-R Contaminación 16S TACGGYTACCTTGTTACGACTT 

CS1FsL-Pro341f Amplificación 16S ACACTGACGACATGGTTCTACA##CCTACGGGNBGCASCAG 

CS2FsL-Pro805R Amplificación 16S TACGGTAGCAGAGACTTGGTCT##GACTACNVGGGTATCTAATCC 

P5Cs1 Amplificación 16S AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTGACGACATGGTTCTACA 

P7-bc1-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTACCGACGTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc2-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGACACTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 
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P7-bc3-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCATGGATACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc5-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGCTTCGACTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc6-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCAGCCGTTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc7-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCCAGATAGTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc9-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTCACAATTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc11-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTTAGAACGTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc12-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTTCACATACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc13-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGATAGGCCTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc14-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTATATCCTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc15-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCTTCAGCTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc16-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAGACACCGTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc17-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCAGCTGACTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc18-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAAGTCGGCTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc19-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTCCTTAGTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc20-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATGGCCTGATACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc21-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTGCAAGTATACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc22-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCTAGTAAGTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc24-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTATGAACGTTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc26-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCACGATGGTTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc27-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACGTGCCTTTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc28-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGAACTAGCTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc30-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAATCGGTGTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc31-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCGTCCATGTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc32-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTAAGATGTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc33-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGTTACAGTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc35-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAACGGCTTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc36-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCATGCTTATACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc37-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTACGCACATACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

P7-bc56-Cs2 Amplificación 16S CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTCTGAGGTTACGGTAGCAGAGACTTGGTCT 

ALH7-F Papilomavirus TTGACTGGAGAACTAACTATTCT 

 ALH7-R Papilomavirus TAACTGCTGCAAAGTCCGAACG 

 ALV10-F Papilomavirus GTTAAGCATTTGCAGCAACTATT 

 ALV10-R Papilomavirus GCCTATTTCAGTAGCAACTAAGC 

T7 pGEM-t Easy TAATACGACTCACTATAGGG 

SP6 pGEM-t Easy ATTTAGGTGACACTATAG 

M13-F pSpark V CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 

M13-R pSpark V AGCGGATAACAATTTCACACAGG 
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2. Scripts 

 

Script I - Trifonov_Complex.pl 

 

Este script evalúa la complejidad de las secuencias a través del modelo de complejidad lingüística de 

Trifonov  

Usage 

1- Modificar la ruta del archivo (path) y el nombre de archivo de entrada y salida (file_contigs y 

file_Salida respectivamente)  

2- Indicar por argumentos el tamaño de ventana de nucleótidos a analizar (primer parámetro) y el tamaño 

del paso a dar (segundo parámetro). 

Ejemplo: "perl Trifonov_Complex.pl 50 20" 

Enlace: https://git.io/fj3Bc 

 

Script II - Busqueda_Primers_Mapeo_SISPA.pl 

 

Este script busca regiones en cada contig con similitud de secuencia con los primers SISPA utilizados 

(En nuestro caso FRV20, K y 454).  

Usage 

 1- Modificar la ruta del archivo (path) y el nombre de archivo de entrada y salida (file_contigs y 

file_Salida respectivamente) 

 2- En caso de querer probar otros primers en lugar de los que vienen por defecto, modificar la secuencia 

dentro del script 

 3- Para ejecutar el script, utilizar el argumento "V" 

Ejemplo: "perl Busqueda_Primers_Mapeo_SISPA.pl V 

Enlace: https://git.io/fj3B8 

 

 

 

 

 

 

 

https://git.io/fj3Bc
https://git.io/fj3B8
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Script III - ParseadorBlast.pl 

 

La principal funcionalidad de este script consiste en analizar los resultados de BLAST de las pautas 

abiertas de lectura de todos los contigs lanzados por Blastx contras las bases de datos nr y PHAST. 

Categoriza a los contigs en función de los cinco primeros hits de cada pauta abierta de lectura y lo asigna 

a Virus, Bacteria, No hit y Sin clasificar. 

Usage 

* Modificar el /path/ y poner la ruta de los archivos .blast en formato de salida tipo 0. 

* Son necesarios 3 archivos para la taxonomía de virus y su host. Estos archivos deben estar en la misma 

ruta que el script: 

 -Resultados_GeneBank20.txt 

 -Taxa_ProtVir_2016.txt 

 -ICTV-Master-Species-List-2014.csv 

* Los archivos con las pautas abiertas de lectura extraídos mediante Prodigal se colocarán en una carpeta 

a un nivel superior al de los archivos .blast (../), conservando el mismo código de nombre para el 

metagenoma que en el archivo .blast. 

* Los archivos con los contigs de CLC se colocarán en una carpeta a dos niveles superiores de los 

archivos blast (../../), conservando el mismo código de nombre para el metagenoma que en el archivo 

blast. 

Ejemplo: 

 Blast: ALH6_CLC_assembly-nr.blast 

 FileORF: ../ALH6_CLC_assembly.fa 

 FileContigs: ../../ALH6_CLC_assembly.fa  

1- Si no se quiere realizar una criba por longitud y cobertura de los contigs, indicarlo con el parámetro 

"N". 

Ejemplo: "ParseadorBlast.pl N" 

2- Si se quiere realizar una criba por longitud y cobertura de los contigs con un doble criterio, indicar 

los cuatro parámetros del modo: longitud 1, cobertura 1, longitud 2, cobertura 2. 

Ejemplo: "ParseadorBlast.pl 3000 15 10000 4" 

3- Los archivos de salida se generarán dentro de la carpeta llamada Clasificacion_contigs. 

Enlace: https://git.io/fj3BB 

 

 

 

https://git.io/fj3BB
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Script IV - Famio_Breadth.pl 

 

Este script calcula la distancia Dice entre dos genomas, teniendo en cuenta el breadth coverage del más 

corto en el numerador, y el breadth coverage del más corto contra sí mismo en cada comparación. 

Identidad mínima de 35% y longitud mínima de 45 aminoácidos por defecto. 

Usage 

1- Modificar la ruta del archivo (path) para indicar la carpeta donde se alojan las secuencias fasta que se 

van a analizar 

2- Para ejecutar el script, utilizar el argumento "V" 

3- Los resultados se generan dentro del archivo de salida Resultados_score.txt 

Ejemplo: "perl Famio_Breadth.pl" 

Enlace: https://git.io/fj3B0 

 

Script V - Calculo_frecuencias_nucleotidicas.R  

 

Mediante este script realizamos el cálculo de frecuencia nucleotídica (de tetranucleótidos por defecto) 

de genomas o contigs desde archivos en formato fasta. Posteriormente realiza un estudio de correlación 

de Pearson entre todas las frecuencias calculadas. 

Usage 

1- Ejecutar y seleccionar aquella carpeta donde se encuentren los archivos fasta almacenados. 

2- Los resultados se almacenan dentro del objeto resultados_cor. 

Enlace: https://git.io/fj3Bz 

https://git.io/fj3B0
https://git.io/fj3Bz
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