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INTRODUCTION

The oceans, the world’s largest ecological system, are
inhabited by appproximately 3.6 × 1028 microorganisms at
a mean density of 5 × 105 cells mL–1 (Cock et al. 2010).
Having originated in a similar environment, marine microbial
communities are highly abundant and diverse and have
developed successful physiological adaptations (Hellweger
et al. 2014).

The importance and impact of microbial communities in a
specific environment have been demonstrated by studies of
the microbiota that inhabit the human body. The human
microbiome is a reservoir of approximately 109 microorgan-
isms. There are ten times more microbes in the human body
than human cells, and the microbiological community thus
plays a major role in human health and disease (NRC 2007).
The highest microbial densities are found in the human
gastrointestinal tract (Ley et al. 2006), and the identification
of 3.3 million different sequences in fecal samples from 124
individuals revealed that the microbiota of the human gut

INTRODUCCIÓN

En los océanos, que son el sistema ecológico más grande
del mundo, habitan aproximadamente 3.6 × 1028 microorga-
nismos a una densidad promedio de 5 × 105 células mL–1

(Cock et al. 2010). Además de abundantes, las comunidades
microbianas marinas son altamente diversas debido a que los
microorganismos se originaron en un mismo ambiente y han
evolucionado adaptaciones fisiológicas exitosas (Hellweger
et al. 2014).

La importancia y el impacto de las comunidades micro-
bianas en un ambiente específico se han puesto de manifiesto
con los estudios del microbioma del cuerpo humano, el cual
es un reservorio de aproximadamente 109 microorganismos.
Los seres humanos pueden contener hasta 10 veces más
microbios que células propias, y la comunidad microbiana,
por tanto, juega un papel primordial en la salud de las perso-
nas (NRC 2007). La mayor densidad microbiana se ubica en
el tracto gastrointestinal humano (Ley et al. 2006), y la
microbiota del intestino de un individuo contiene al menos
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ABSTRACT. New sequencing technologies and analytical capabilities have stimulated the study of microbial communities from specific
environments, enabling researchers to understand the complexity of those systems. The 16S rRNA gene has proved very useful in describing
the diversity and characterization of marine microbial communities, particularly of uncultivated organisms. The development of new
sequencing techniques has contributed to the exponential increase in the number of reported 16S rRNA sequences as barcodes for
microorganisms, forcing a review of concepts and methods for the taxonomic classification of these organisms. Manipulation and analysis of
large amounts of genetic information have prompted the development of specific databases, specialized algorithms, and computational tools to
compare thousands of such sequences and make a taxonomic assignment. Complete 16S rRNA sequences are thus needed for accurate and
reproducible taxonomy assignment in the study of marine bacterial communities.
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RESUMEN. Las nuevas tecnologías de secuenciación y capacidades analíticas han estimulado el estudio de las comunidades microbianas de
ambientes específicos, lo cual ha permitido conocer la complejidad de estos sistemas. El gen ARNr 16S ha demostrado ser de gran utilidad para
describir y caracterizar las comunidades microbianas marinas, especialmente los organismos no cultivados. Las nuevas técnicas de
secuenciación han contribuido al incremento exponencial de registro de secuencias, aunque parciales, del ARNr 16S como elemento de código
de barras para microorganismos. Consecuentemente, ha sido necesaria una revisión de conceptos y métodos de clasificación taxonómica para
estos organismos. El manejo y análisis de una gran cantidad de información génica han impulsado el desarrollo de bases de datos específicas,
algoritmos y herramientas computacionales especializadas para comparar miles de secuencias semejantes y hacer la asignación taxonómica.
Por lo tanto, las secuencias completas del ARNr 16S son necesarias para una asignación taxonómica certera y reproducible en los estudios de
comunidades microbianas marinas.
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contains at least 160 of the 1000–1150 possible bacterial
species (Olsen et al. 2012).

Oceans are the most extensive environments on Earth and
microorganisms are the most predominant in both biomass
and metabolic activity. The study of the composition and
dynamics of marine microbial communities is therefore of
the utmost importance (Fuhrman et al. 2015). In oceans,
microorganisms capture and convert solar energy, catalyze
key biogeochemical transformations of nutrients and trace
elements that support productivity, participate in the regula-
tion of greenhouse gases, and represent a vast reservoir of
genetic diversity (Karl 2007, Karl and Church 2014). In the
aquaculture industry, the microbial communities of bioflocs
have become excellent tools for controlling water quality and
improving production (Crab et al. 2012).

MARINE MICROBIAL COMMUNITIES

Far-reaching projects have been developed to analyze
microbial groups and understand the marine environment. In
the Sargasso Sea shotgun sequencing project, the random
sequencing of microbial cell and virus samples allowed the
identification of more than one million protein-coding genes
(Venter et al. 2004, Sjöstedt et al. 2014). This project was
followed by the Global Ocean Sampling Expedition, proba-
bly the largest sequencing project undertaken to build a meta-
genomic library, and more than 148 new phylotypes and
69,901 new genes have been identified (Rusch et al. 2007,
Barberá et al. 2012). In the Hawaii Ocean Time-series pro-
gram, observations carried out over a five-year period at
Station ALOHA (10–4000 m depth) allowed the description
of new genes (Karl and Church 2014). The International
Census of Marine Microbes (ICoMM), one of 14 censuses of
marine life supported by several research laboratories, aims
to determine the range of genetic diversity and distribution of
different microorganisms in the oceans. It comprises 356
datasets of sequences from the V6 region of the bacterial
16S rRNA gene obtained from studies of 40 different biomes,
from pelagic and benthic regions to mangrove forests and
sponge-associated bacteria (Amaral-Zettler et al. 2010,
Karsenti et al. 2011, Zinger et al. 2012). Based on studies
of samples collected at 210 diverse oceanic sites and depths
of 2000 m, the multinational consortium Tara Oceans has
generated the Ocean Microbial Reference Gene Catalog com-
prising 35,650 taxonomically different organisms (Karsenti
et al. 2011, Logares et al. 2014, Sunagawa et al. 2015).

Other studies have searched for a correlation between the
genomic properties of 16S of microbiomes and environmen-
tal conditions. The results, from different oceanic regions,
indicate that temperature is the most important factor deter-
mining the composition of microbial communities in the
epipelagic zone (Sunagawa et al. 2015).

The studies of marine microbial communities can be sep-
arated according to the characteristics of the environment
they inhabit:

160 de las 1000–1150 especies de bacterias intestinales que
pueden existir, según las 3.3 millones de secuencias identifi-
cadas en muestras fecales de 124 individuos (Olsen et al.
2012).

Los océanos son los ambientes de mayor extensión en el
planeta y los microorganismos son la parte dominante tanto
en biomasa como en actividad metabólica, por lo que el
estudio de la composición y dinámica de las poblaciones
microbianas marinas es muy importante (Fuhrman et al.
2015). En el océano, los microorganismos son los que cap-
turan y traducen la energía solar, catalizan las transforma-
ciones biogeoquímicas clave de los nutrientes y elementos
traza que soportan la productividad oceánica, participan en la
regulación de los gases de efecto invernadero y representan
una gran reserva de variabilidad genética (Karl 2007, Karl y
Church 2014). En la industria de la acuicultura, las comuni-
dades bacterianas de los sistemas de bioflocs se han con-
vertido en excelentes herramientas para el control de la
calidad del agua y para mejorar la producción acuícola (Crab
et al. 2012).

COMUNIDADES MICROBIANAS MARINAS

Para analizar comunidades microbianas marinas y así
comprender el ambiente marino se han desarrollado proyec-
tos con amplia cobertura. Por ejemplo, en el proyecto del mar
de los Sargazos (Sargasso Sea shotgun sequencing project),
la secuenciación aleatoria de muestras de virus y células
microbianas permitió la identificación de más de un millón
de genes codificantes de proteínas (Venter et al. 2004,
Sjöstedt et al. 2014). Una continuación de este trabajo fue la
expedición Global Ocean Sampling, posiblemente el pro-
yecto de secuenciación más grande para la construcción de
una genoteca metagenómica, que ha permitido la identifica-
ción de 148 nuevos filotipos y 69,901 nuevos genes (Rusch
et al. 2007, Barberá et al. 2012). En el proyecto Series de
tiempo del Océano en Hawái (Hawaii Ocean Time-series),
las observaciones de cinco años desde la estación ALOHA
(10–4000 m de profundidad) permitieron la descripción de
nuevos genes (Karl y Church 2014). El International Census
of Marine Microbes (ICoMM), uno de los 14 censos de la
vida marina apoyado por diferentes laboratorios de investiga-
ción, tiene como finalidad determinar la distribución y los
rangos de diversidad genética de diferentes microorganismos
en los océanos. Comprende 356 bases de datos de secuencias
de la región V6 del gen rRNA 16S bacteriano recabados de
estudios de 40 biomas diferentes, desde regiones pelágicas
y bentónicas hasta manglares y comunidades bacterianas
asociadas a esponjas (Amaral-Zettler et al. 2010, Karsenti
et al. 2011, Zinger et al. 2012). Con base en estudios de
muestras de recolectadas de 210 sitios oceánicos distintos y a
profundidades de hasta 2000 m, el consorcio multinacional
Tara Oceans ha generado un catálogo de genes de referencia
(Ocean Microbial Reference Gene Catalog) de 35,650 micro-
bios oceánicos taxonómicamente diferentes (Karsenti et al.
2011, Logares et al. 2014, Sunagawa et al. 2015).
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• Pelagic planktonic microbial communities. Studies have
focused on determining the global patterns of microbial
community composition. The findings indicate that the
same taxa are present in all the oceans. That observed in
one region at a given time are the changes in the relative
abundance of community members (Gibbons et al. 2013).
In addition to qualitative descriptions, studies have also
addressed seasonal, interannual, and interseasonal varia-
tions (Hatosy et al. 2013, Karl and Church 2014), and
considerable advances have been made in understanding
the metabolic processes of the communities and their role
in biogeochemical cycles (Hahnke et al. 2013, Brown
et al. 2014, Karl and Church 2014, Klindworth et al.
2014, Logares et al. 2014).

• Coastal planktonic microbial communities. Regardless of
the oceanic influence, changes in the community struc-
ture have been attributed to suspended particles from
rivers, runoff, and upwelling (Boeuf et al. 2013, Ameryk
et al. 2014, Satinsky et al. 2014, Aylward et al. 2015,
Mueller et al. 2015). In these environments it is possible
to distinguish communities attached to organic matter
from free-living communities (Smith et al. 2013, Bižić-
Ionescu et al. 2014, Mohit et al. 2014, Simon et al. 2014).

• Benthic microbial communities. These communities are
very dynamic and the most diverse of the marine commu-
nities, most likely because of the high rates of population
exchange promoted by the nutrients, environmental con-
ditions, and substrate heterogeneity in the benthic zone
(Ramette et al. 2009, Miller et al. 2013, Gobet et al.
2014). They are capable of nitrification and anaerobic
ammonium oxidation (Prabavathi and Mathivanan 2012,
Wang et al. 2012, Laverock et al. 2014, Lipsewers et al.
2014, Vigneron et al. 2014, Bowen et al. 2015), which
allows the reuse of organic nitrogen.

• Microbial communities related to submarine volcanoes
(fumaroles). These communities are representative of
extreme environments and do not show a high diversity.
The members of the main taxonic groups, however, show
greater variability in the 16S sequences, a reflection of
the great evolutionary pressure exerted by the environ-
ment (Biddle et al. 2006, Havelsrud et al. 2011, Roussel
et al. 2011, Tang et al. 2013, Shao et al. 2014, Kato et al.
2015).

16S rRNA

In order to have a standardized tool for the identification
of organisms inhabiting different environments, Hebert et al.
(2003) proposed the so-called DNA barcode for use in the
fields of ecology, systematics, and evolutionary biology. The
idea was to create a fast, reliable, and reproducible method
based on the amplification of a standardized DNA region by

Otros estudios se han dirigido a buscar una correlación
entre las propiedades genómicas del 16S de los microbiomas
y las condiciones ambientales. Los resultados, provenientes
de diferentes regiones oceánicas, indican que la temperatura
es el factor más importante en la determinación de la
composición microbiana en las capas epipelágicas del océano
(Sunagawa et al. 2015).

Los estudios de las comunidades microbianas marinas
pueden agruparse por las características de los ambientes
donde se establecen:

• Comunidades microbianas planctónicas pelágicas. Los
estudios se han centrado en determinar el patrón global de
la composición de la comunidad microbiana. Los resulta-
dos indican que en todos los océanos están presentes los
mismos taxones, y lo que se observa en una región y
tiempo dado son los cambios en las abundancias relativas
de sus miembros (Gibbons et al. 2013). Más allá de una
descripción cualitativa, los estudios han profundizado
para determinar los niveles de fluctuación estacional,
interanual e interestacional de estas comunidades (Hatosy
et al. 2013, Karl y Church 2014). Actualmente, se están
realizando grandes avances en el conocimiento de los
procesos metabólicos que desarrollan las comunidades y
su papel en los ciclos biogeoquímicos (Hahnke et al.
2013, Brown et al. 2014, Karl y Church 2014, Klindworth
et al. 2014, Logares et al. 2014).

• Comunidades microbianas planctónicas costeras. Inde-
pendientemente de la influencia oceánica, estas comuni-
dades muestran cambios en su estructura atribuidos a las
partículas en suspensión provenientes de ríos, escurri-
mientos o surgencias (Boeuf et al. 2013, Ameryk et al.
2014, Satinsky et al. 2014, Aylward et al. 2015, Mueller
et al. 2015). En estos ambientes, es posible diferenciar
una comunidad adherida a materia orgánica y otra de vida
libre (Smith et al. 2013, Bižić-Ionescu et al. 2014, Mohit
et al. 2014, Simon et al. 2014).

• Comunidades microbianas bentónicas. Estas comuni-
dades son muy dinámicas con la más rica diversidad
dentro de las comunidades marinas. Esto posiblemente
sea influenciado por los nutrientes, las condiciones
ambientales y la heterogeneidad del sustrato que se pre-
sentan en el bentos, lo que favorece las altas tasas de
recambio de las poblaciones (Ramette et al. 2009,
Miller et al. 2013, Gobet et al. 2014). Las comunidades
microbianas bentónicas son las responsables de los proce-
sos de nitrificación y oxidación anaeróbica de amonio
(Prabavathi y Mathivanan 2012, Wang et al. 2012,
Laverock et al. 2014, Lipsewers et al. 2014, Vigneron
et al. 2014, Bowen et al. 2015), lo que permite la
reutilización del nitrógeno orgánico.

• Comunidades microbianas relacionadas con volcanes
marinos (fumarolas). Estas comunidades representan un



Ciencias Marinas, Vol. 41, No. 4, 2015

300

polymerase chain reaction (PCR), and the proposed region
was a 600 base-pair fragment of mitochondrial DNA encod-
ing cytochrome c oxidase subunit I (COI). The COI region
proved to be a valuable tool for the taxonomic classification
of many animals and even species, but its use was limited in
taxonomic and phylogenetic studies of plants, fungi, and
microorganisms (Blaxter 2004, Lebonah et al. 2014). It thus
became necessary to find other candidate genes or sequences
that could be used as markers.

In general, to be considered a molecular marker for
barcoding studies and other taxonomic or evolutionary stud-
ies, the DNA region must possess the following characteris-
tics: (a) have significant genetic variability and divergence at
species level; (b) have conserved sites for designing universal
primers for PCR amplification; and (c) have an appropriate
length that will allow, with current capabilities, easy, repro-
ducible, and precise extraction and sequencing (Kress and
Erickson 2012). Several genes or sequences were proposed
as markers, but 16S ribosomal ribonucleic acid (16S rRNA),
originally proposed by Pace et al. (1986), was considered a
good option for the classification of bacteria. It was rapidly
adopted by the scientific community and has been used to
develop specialized databases. The 16S rRNA sequences
have thus become an important tool for reconstructing
phylogenetic relationships. Moreover, the use of 16S rRNA
sequences led to the establishment of the All-Species Living
Tree Project, which has become a reference of relationships
among prokaryotes easily organized in dynamic databases
that compile and treat the data of all the available 16S rRNA
gene sequences (Yarza et al. 2008, 2010). Despite some con-
troversies and technical difficulties, the 16S rRNA gene is
still used as a molecular marker and, in view of the advan-
tages of novel genomic techniques, new study strategies have
been suggested (Savolainen et al. 2005, Tanabe and Toju
2013). Owing to the rapid generation of genomic information
and the characterization of the 16S rRNA sequences, recent
years have seen important changes in the identification of
bacterial species and an accelerated assignation of species.

Characteristics of the 16S rRNA gene

The 16S rRNA gene is a polyribonucleotide of approxi-
mately 1500 nucleotides, encoded by the gene rrs, also called
16S ribosomal DNA. Like any single-chain nucleotide
sequence, 16S rRNA folds and acquires a secondary struc-
ture, with alternating double-chain and single-chain segments
forming approximately 50 helices. This molecule is consid-
ered a powerful universal marker because it is found in all
known organisms. Its structure is apparently maintained over
long periods and as its function has not changed, the changes
in the sequence are likely random. In its eukaryotic counter-
part, 18S rRNA, mutations are acquired slowly, so it is possi-
ble to obtain information about all organisms throughout the
evolutionary scale. Nonetheless, rRNA sequences have suffi-
cient variability to differentiate not only the most distant

ambiente extremo y no muestran gran diversidad. Sin
embargo, como un reflejo de la gran presión evolutiva
ejercida por el medio, los miembros de los principales
grupos taxonómicos presentan mayor variación en sus
secuencias del 16S (Biddle et al. 2006, Havelsrud et al.
2011, Roussel et al. 2011, Tang et al. 2013, Shao et al.
2014, Kato et al. 2015).

ARNr 16S

Con la intención de tener una herramienta estandarizada
para la identificación de los organismos existentes en los
diversos ambientes, Hebert et al. (2003) propusieron el
llamado código de barras del ADN, que proyectaba su utili-
dad en estudios de sistemática, ecología y biología evolutiva.
Estos autores pretendieron generar un método rápido, confia-
ble y reproducible, basado en la amplificación de una región
estandarizada del ADN por la reacción en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), y la región pro-
puesta fue un fragmento de 600 pares de bases del ADN
mitocondrial, que codifica para la subunidad I del citocromo
c oxidasa (COI). El uso de la región COI fue excelente herra-
mienta para la clasificación taxonómica de muchos animales,
incluso para distinguir entre especies; sin embargo, su utili-
dad para estudios taxonómicos y/o filogenéticos en plantas,
hongos y microorganismos estuvo limitada (Blaxter 2004,
Lebonah et al. 2014) y fue necesario buscar otras secuencias
o genes candidatos que pudieran usarse como marcadores.

En general, para que sea considerada como un marcador
molecular para estudios de código de barra y/o en cualquier
estudio taxonómico o de evolución, una región de ADN
deberá cumplir con las siguientes características: (a) contener
una variabilidad y una divergencia genética significativa a
nivel de especie; (b) poseer sitios conservados adyacentes,
que permitan el diseño de iniciadores universales, para su
amplificación por PCR; y (c) tener una longitud adecuada
que permita la extracción y secuenciación de forma fácil,
reproducible y precisa (Kress y Erickson 2012). Aunque se
sugirieron varias regiones o genes, el ácido ribonucléico
ribosomal 16S (ARNr 16S), originalmente propuestó por
Pace et al. (1986), fue presentado como una buena opción
para la clasificación de bacterias. La idea fue rápidamente
adoptada por la comunidad científica y la secuencia del
ARNr 16S se ha utilizado para conformar bases de datos
especializadas. Lo anterior ha permitido que las secuencias
del ARNr 16S sean utilizadas como una herramienta impor-
tante en la reconstrucción de relaciones filogenéticas.
Además, el uso de secuencias del ARNr 16S facilitó el esta-
blecimiento del proyecto árbol de la vida universal (All-
Species Living Tree Project), el cual se ha constituido como
una referencia de relación de procariotas fácilmente organi-
zada en bases de datos dinámicas que compilan y curan los
datos de todas las secuencias accesibles del gen ARNr 16S
(Yarza et al. 2008, 2010). Pese a algunas controversias y difi-
cultades técnicas, el ARNr 16S se sigue utilizando como un
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organisms but also the nearest, and it is possible to differenti-
ate species, strains, and varieties. Moreover, the relatively
long size of 16S rRNA (1500 nucleotides) minimizes statisti-
cal fluctuations, while the conservation of its secondary
structure allows precise alignment during the comparison of
sequences (Rodicio and Mendoza 2004). The 16S rRNA
gene contains nine less-conserved or hypervariable regions
(V1–V9) (Baker et al. 2003), and it is these regions that con-
tribute the most useful information for phylogenetic and tax-
onomic studies. The conserved regions, on the other hand,
are very useful for designing universal primers that allow the
amplification of the different hypervariable regions of the
16S rRNA genes of microorganisms found in a community.

While the use of universal primers has undoubtedly
favored the detection and analysis of sequences, some
authors indicate that they are deficient in detecting a
considerable number of uncultured bacterial species from
environmental samples (Baker et al. 2003, Huws et al. 2007).
Several studies have reported the coverage of known
universal primers and their combinations with sequences
obtained from metagenomic studies. For example, an in silico
analysis revealed that the V4/V5 region was the most accu-
rate for the classification of bacterial sequences from intesti-
nal microbiota, whereas the V7/V8 region was the least
accurate (Liu et al. 2007, 2008). 

Hypervariable regions

With the advent of massive sequencing methods there
was an important increase in the number of reports on
the characterization of bacterial communities using the
16S rRNA gene as marker. Since only partial sequences are
obtained from different variable regions, however, the dis-
crepancies in the results promoted comparative studies
between some variable regions and the full-length gene
(Nelson 2011, Sun et al. 2013).

Diversity indices are one way of evaluating bacterial
communities, and the ability of the primer pairs and the
region of the 16S rRNA gene that they amplify will strongly
influence the description of the bacterial diversity of environ-
mental samples. For example, in an analysis of microbial
populations in sediments, Miller et al. (2013) observed that
the estimated diversity was lower and that the number of
operational taxonomic units (OTUs) that could not be classi-
fied, even at phylum level, increased from 8.6% to 34.6%
when the V3 region was used as taxonomic tool instead of the
complete sequence. In a characterization of microbial com-
munities in wastewater, the information obtained with a frag-
ment containing the V1 and V2 regions proved insufficient to
detect organisms belonging to the phyla Verrucomicrobia,
Planctomycetes, and Chlamydiae (Cai et al. 2013). In another
study analyzing samples from the human gut and deep-sea
vents, differences were observed in the diversity found for
the 16S rRNA regions used: 42 taxa were detected in the V3
region and only 26 in the V6 region (Huse et al. 2008).

excelente marcador molecular y se han planteado nuevas
estrategias de estudio, aprovechando las bondades de las
nuevas técnicas genómicas (Savolainen et al. 2005, Tanabe y
Toju 2013). Debido a la rápida generación de información
genómica y a la caracterización de las secuencias del
ARNr 16S, en los últimos años se ha observado un cambio
significativo en los métodos para la identificación de especies
bacterianas y una aceleración en la asignación de especies.

Características del ARNr 16S

El ARNr 16S es un polirribonucleótido de aproximada-
mente 1500 nucleótidos codificado por el gen rrs, también
denominado ADN ribosomal 16S. Como cualquier secuencia
nucleotídica de cadena sencilla, el ARNr 16S se pliega y
adquiere una estructura secundaria que se caracteriza por
tener segmentos de doble cadena que permiten la formación
de asas y hélices. Esta molécula ha sido reconocida como un
poderoso marcador universal debido a que se encuentra en
todos los organismos conocidos. Su estructura parece mante-
nerse por largos periodos de tiempo y, como su función no ha
cambiado, los cambios en la secuencia probablemente son
aleatorios. En su contraparte eucariota, el ARNr 18S, las
mutaciones son adquiridas lentamente, y es posible obtener
información acerca de todos los organismos en una escala
evolutiva. Sin embargo, los ARNr poseen suficiente variabi-
lidad para diferenciar no sólo los organismos más alejados,
sino también los más próximos, y es posible diferenciar espe-
cies, cepas o variedades. Además, el tamaño relativamente
largo de los ARNr 16S (1500 nucleótidos) minimiza las fluc-
tuaciones estadísticas, y la conservación de su estructura
secundaria favorece el alineamiento preciso durante la com-
paración de secuencias (Rodicio y Mendoza 2004). El ARNr
16S contiene nueve regiones (V1–V9) menos conservadas o
hipervariables (Baker et al. 2003), que son las que aportan la
mayor información útil para estudios de filogenética y taxo-
nomía. Las regiones conservadas son de gran ayuda para
diseñar iniciadores universales que permitan la amplificación
de las diversas regiones hipervariables de la gran mayoría de
los ARNr 16S de los microorganismos presentes en una
comunidad.

El uso de los iniciadores universales ha favorecido la
detección y análisis de secuencias; sin embargo, algunos
autores señalan la deficiencia que tienen para detectar un
número considerable de especies bacterianas no cultivadas
provenientes de muestras medioambientales (Baker et al.
2003, Huws et al. 2007). Existen varios trabajos que reportan
la cobertura de iniciadores universales y sus combinaciones,
con secuencias obtenidas de estudios metagenómicos. Por
ejemplo, mediante un análisis in silico se determinó que el
segmento que incluye las regiones V4/V5 es el más eficiente
para la clasificación de la microbiota intestinal, mientras que
el segmento que abarca las regiones V7/V8 es el menos
eficiente (Liu et al. 2007, 2008).
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Despite these inconveniences, the 16S rRNA gene continues
to be the most commonly used marker to understand bacterial
communities in all environments. In view of the differences
in primer specificities, sometimes highly specific for a spec-
trum of bacterial species, some authors recommend the com-
bined use of different primer sets, different DNA extraction
methods, and deep sequencing of the bacterial community
(Tringe and Hugenholtz 2008, Hong et al. 2009, Wang and
Qian 2009).

Metagenomics, one of the new “omics” research fields,
arose out of the interest of studying bacterial communities of
specific environments in an integrated manner. Diverse
approaches and methodologies are used to understand the
functions of a microbial community. The term meta means to
transcend and in metagenomics it represents a strategic
concept that includes research at three interrelated levels
(sample processing, DNA sequencing, and functional
analysis) in order to understand the function and importance
of genes in a community and how they influence each other’s
activities in a collective function (NRC 2007). The general
study process (shown in fig. 1) and some metagenomic tech-
niques have also proved useful for studying the genomic
information of unculturable species. Some authors define
these studies as the methodological route for the genomic
characterization of microbial communities using culture-
independent approaches (Chen and Pachter 2005).

These studies are important because approximately 99%
of microorganisms present in a natural environment are
not culturable (Amann et al. 1995, Curtis et al. 2002,
Handelsman 2004, Cock et al. 2010). The percentage of
unculturable organisms varies depending on the environment
from which they come and how intensely they have been
studied. For example, in the human microbiome, the percent-
age of unculturable organisms is approximately 70–80%
(Nelson 2011), whereas in marine biomes it is higher than
97% (Rappé and Giovannoni 2003). Studies of marine
microbial communities would benefit from the application of
genomic techniques that prevent the isolation and growth of
microbes while generating useful information for their taxo-
nomic identification and classification.

TAXONOMIC ASSIGNMENT

When 16S rRNA is used to study a microbial community,
the extraction of DNA and the amplification and subsequent
sequencing of the gene or a segment do not represent techni-
cal challenges since the general protocols used are well estab-
lished and highly reproducible. The taxonomic assignment
and/or identification of the members, on the other hand, can
be challenging not only because of the differences that can
occur depending on the primers and regions selected for the
study but also because of the conceptual aspects inherent to
taxonomic work, the bioinformatics tools, and the availability
of reference sequences.

The biological species concept is, to a certain extent,
difficult to apply to microorganisms. For many years, the

Las regiones hipervariables

Con la introducción de técnicas de secuenciación masiva,
hubo un incremento importante en el número de reportes
sobre la caracterización de comunidades bacterianas con el
gen ARNr 16S como marcador. Sin embargo, las secuencias
son parciales y corresponden a distintas regiones variables.
Las discrepancias en los hallazgos fomentó estudios compa-
rativos entre algunas regiones variables y el gen completo
(Nelson 2011, Sun et al. 2013).

Los índices de diversidad son una forma de evaluar las
comunidades bacterianas, por lo que la capacidad del par de
iniciadores, y la región del gen ARNr 16S que amplifican,
tiene un efecto determinante en la descripción de la diversi-
dad bacteriana de muestras ambientales. Por ejemplo, en un
análisis de poblaciones microbianas de sedimentos, Miller et
al. (2013) utilizaron como herramienta taxonómica la región
V3 en lugar de la secuencia completa y observaron que la
diversidad estimada fue menor y el número de unidades taxo-
nómicas operativas (OTU, por sus siglas en inglés) que no
pudieron ser clasificadas, ni siquiera a nivel de filo, se incre-
mentó de 8.6% a 34.6%. En la caracterización de comunida-
des microbianas de aguas residuales, la información obtenida
con un fragmento que contenía a las regiones V1 y V2 no fue
suficiente para detectar organismos de los filos Verrucomi-
crobia, Planctomycetes y Chlamydiae (Cai et al. 2013). En
otro estudio, Huse et al. (2008) analizaron muestras tan dis-
tintas como de intestino humano y chimeneas submarinas y
demostraron que cada región del ARNr 16S proporciona
diferentes valores de diversidad microbiana: mientras que
con el uso de la región V3 registraron 42 taxones, con la V6
solamente encontraron 26. Pese a estos inconvenientes, el uso
del ARNr 16S como marcador sigue siendo la herramienta
más fuerte para el entendimiento de las comunidades bacte-
rianas de todos los ambientes estudiados. Ante las diferencias
de especificidades entre los iniciadores conocidos, a veces
altamente específicos para un grupo de bacterias, algunos
autores recomiendan el uso combinado de diferentes juegos
de iniciadores, diferentes técnicas de extracción de ADN y
una secuenciación profunda del material genómico obtenido
de la comunidad bacteriana (Tringe y Hugenholtz 2008,
Hong et al. 2009, Wang Yong y Qian 2009).

En el contexto de los nuevos campos de investigación
“ómicas” y del interés de estudiar de forma integral las comu-
nidades bacterianas de ambientes específicos, surgió la meta-
genómica, que, a través de diversos enfoques y metodologías,
permite la comprensión de las funciones de una comunidad
microbiana. El término meta significa trascender y en el
concepto metagenómica es estratégico porque este campo de
la ciencia incluye investigación a tres niveles interrelaciona-
dos (procesamiento de muestras, secuenciación de ADN y
análisis funcional) para comprender la función e importancia
de los genes en una comunidad y analizar su influencia en las
actividades de otros genes al realizar una función colectiva
(NRC 2007). Además, el proceso general de estudio (ver
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assignment of taxonomic categories (species and/or strain)
was based on distinct biochemical and/or antigenic character-
istics, and at best, on physiological features detectable by
chemical or biochemical analyses. With the advent of
genomic technologies, some chemical and physical proper-
ties of nucleic acids could be considered and relatively short
fragment sequences or a pair of genes could subsequently be
compared. New high-resolution techniques that allow mas-
sive analyses propose a species concept based on more than
the similarity of a nucleotide segment or of some genes.
While it is true that these new tools enhance the accuracy and
contribution of large amounts of information, they also intro-
duce greater complexity and the boundaries between species
and strains are still not accurately defined. A prokaryotic
species is described as “a monophyletic and genomically
coherent cluster of individual organisms that show a high
degree of overall similarity in many independent characteris-
tics” (Rosselló-Mora and Amann 2001).

The first genotypic method systematically used in taxo-
nomic or identification studies consisted in determining the
guanine and cytosine (G + C) content. It is currently rela-
tively easy to estimate the composition of a whole genome
and it has been observed that, in nearly all cases, the differ-
ence in G + C content between strains does not exceed 1%;
higher values are indicative of different species (Rosselló-
Mora and Amann 2001, Meier-Kolthoff et al. 2014). Over the

fig. 1), y algunas técnicas metagenómicas han sido útiles para
estudiar y conocer la información genómica de especies que
no son cultivables. Por ello, algunos autores definen estos
estudios como la ruta metodológica para la caracterización
genómica de comunidades microbianas independientes de
cultivos (Chen y Pachter 2005).

La importancia de estos estudios recae en que aproxima-
damente el 99% de los microorganismos en un ambiente
natural no son cultivables (Amann et al. 1995, Curtis et al.
2002, Handelsman 2004, Cock et al. 2010). El porcentaje de
organismos no cultivables varía dependiendo del ambiente de
donde provienen y de la intensidad con que se han estudiado.
Por ejemplo, el porcentaje de organismos no cultivables del
microbioma humano es del ~70–80% (Nelson 2011), mien-
tras que el porcentaje para los biomas marinos es mayor que
el 97% (Rappé y Giovannoni 2003). El estudio de las comu-
nidades microbianas marinas puede beneficiarse de la aplica-
ción de técnicas genómicas que eviten el aislamiento y
crecimiento de los microbios y que generen información útil
para la clasificación e identificación taxonómica.

ASIGNACIÓN DE TAXONES

Cuando se utiliza el ARNr 16S para esudiar una comuni-
dad microbiana, la extracción del ADN, la amplificación del
gen o un segmento y la correspondiente secuenciación no
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Library
Characterization

Large Insert Library
(fosmid, BAC)

Small Insert Library
(plasmid, phage)

Pirosequencing

Sanger-Based
Sequencing

Bioinformatic
Analysis

Screening Library
(PCR, Hybridization )

Enviro mentaln
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number of clones, 
% clones with insert, 

size of insert

Figure 1. Studies of the 16S rRNA gene follow similar steps to those in metagenomic studies, as shown in the figure modified from Cock
et al. (2010), except that the cloning process includes only small-insert libraries.
Figura 1. Los estudios del gen ARNr 16S comprenden pasos semejantes a los estudios de metagenómica, como se puede visualizar en la
figura modificada de Cock et al. (2010), con la diferencia de que el proceso de clonación sólo comprende genotecas de insertos cortos.
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past 50 years, the DNA-DNA hybridization (DDH) technique
proved to be a valuable tool for comparing prokaryotes and
measuring the degree of similarity between two genomes. It
is still used to show the degree of hybridization and similarity
between probable members in those cases where one taxon
has more than one strain (Tindall et al. 2010). The DDH
technique is also recommended for determining closeness
when strains have more than 97% 16S rRNA sequence
similarity. Initially, a 16S rRNA sequence similarity equal to
or greater than 97% indicated that the strains belonged to the
same species (Stackebrandt and Ebers 2006, Vos 2011).
A more recent study, supported by cross-validation tests,
revealed that 98.65% 16S rRNA gene sequence similarity
can be used as the threshold for differentiating two species
(Kim et al. 2014). It has also been established that when
comparing two 16S rRNA, a similarity equal to or less
than 94.5%, 86.5%, 82.0%, 78.5% and 75% distinguishes
genus, family, order, class, and phylum, respectively (Yarza
et al. 2014).

The use of sequences of other genes has also been
proposed for taxonomic assignment; however, less than 100
genes have the distribution and variability that make them
suitable for use as markers (Koonin 2003). The average
nucleotide identity (ANI) represents a mean of identity/
similarity values between homologous genomic regions
(Konstantinidis and Tiedje 2005). ANI values of 95–96%
correspond to a DDH value of 70% and they are the mini-
mum values for two organisms to belong to the same species
(Kim et al. 2014). This measure can be supported by multi-
locus sequence analysis (MLSA), though it is not applicable
to uncultured organisms (Schleifer 2009). Ribosomal mul-
tilocus sequence typing (rMLST), a variation of MLSA, ana-
lyzes 53 genes encoding ribosomal proteins, even though
some of these genes have not been detected in some bacterial
genomes (Larsen et al. 2014). On the other hand, the Genome
BLAST Distance Phylogeny (GBDP) strategy considers the
whole genome sequence and a global comparison is made
using alignment tools such as BLAT or BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (Chun and Rainey 2014). Another
genomic approach for taxonomic assignment is the character-
ization of DNA fragments and their variations, which can be
restriction sites, insertions and deletions, DNA sequence
repeats or microsatellites, single nucleotide polymorphisms
or other sequence variations (Moore et al. 2010). Amplified
fragment length polymorphism (AFLP) has also proven
useful for the delineation of new species (Nemec et al. 2001).
In order to apply as much information as possible to obtain
the most accurate characterization possible, taxonomic
assignment protocols using other molecules and a polyphasic
approach, including MALD-TOF mass spectrometry
(Ramasamy et al. 2014), have also been proposed (Moore
et al. 2010). The most commonly used techniques and the
level of taxonomic resolution are shown in figure 2.

representan retos técnicos, pues los protocolos generales
empleados están muy bien establecidos y son altamente
reproducibles. La parte central del proceso es la asignación
de taxones y/o identificación de los miembros, no solamente
por las diferencias que se pueden obtener dependiendo de los
iniciadores seleccionados o de las regiones comprendidas
en el estudio, sino también por los aspectos conceptuales
inherentes al trabajo taxonómico, a las herramientas bioinfor-
máticas y a la disponibilidad de secuencias de referencia.

El concepto biológico de especie es, hasta cierto punto,
problemático de aplicar a los microorganismos. Durante
muchos años, la asignación de las categorías taxonómicas
(especie y/o cepa) de microorganismos estuvo basada en la
distinción de características bioquímicas y/o antigénicas y, en
el mejor de los casos, en aspectos fisiológicos detectables por
análisis químicos o bioquímicos. Con el desarrollo de las
técnicas genómicas, primero se tomaron en cuenta algunas
características químicas y fisicoquímicas de los ácidos
nucleicos y, posteriormente, se llegó a la comparación de
secuencias de fragmentos relativamente cortos o un par de
genes. Las nuevas tecnologías de secuenciación con alta
resolución y que permiten análisis masivos proponen un con-
cepto de especie que va más allá de la similitud de un seg-
mento nucleotídico o de algunos genes. Si bien es cierto que
estas nuevas herramientas incrementan la precisión y el
aporte de información, también introducen mayor compleji-
dad, y la frontera delimitante entre especie y cepa continúa
sin definirse con precisión. Actualmente, se considera que
una especie procariota es un grupo genómicamente coherente
de individuos/cepas, que comparten un alto grado de
similitud en características independientes (Rosselló-Mora y
Amann 2001).

La primera metodología genotípica empleada de manera
sistemática para estudios taxonómicos o de identificación fue
la determinación del contenido de los nucleótidos guanina y
citosina (G+C). Hoy en día es relativamente simple estimar la
composición de un genoma completo y se ha observado que,
en casi todos los casos, la diferencia de contenido G+C entre
cepas no rebasa el 1%; los valores superiores al 1% son indi-
cativos de diferentes especies (Rosselló-Mora y Amann
2001, Meier-Kolthoff et al. 2013). Durante los últimos
50 años, la hibridación ADN–ADN (DDH, por sus siglas en
inglés) ha sido considerada una herramienta de oro para la
comparación de procariotas, y parece ser muy útil para medir
directamente el grado de similitud entre dos genomas. En la
actualidad, en aquellos casos donde un taxón contiene más de
una cepa, se recomienda la aplicación de esta técnica para
mostrar el grado de hibridación y la similitud entre los proba-
bles miembros (Tindall et al. 2010). El uso de DDH también
se recomienda para demostrar cercanía cuando las cepas
tienen más del 97% de similitud en sus secuencias de ARNr
16S. Inicialmente, se consideraba que una similitud igual o
mayor que el 97% entre las secuencias de ARNr 16S indicaba
pertenencia a la misma especie (Stackebrandt y Ebers 2006,
Vos 2011). Un estudio más reciente, apoyado por pruebas
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DATABASES AND ANALYSIS STRATEGIES

Taxonomic assignments are made by comparing
sequences, and the databases that store them, the search tools,
and the comparison strategies used are key to achieving this
goal. Several databases and programs are available. The pro-
grams have different analysis strategies and the databases
they operate show some variations. In addition to the general
databases, given the progress of 16S rRNA gene sequencing
methods, specific databases have been established that are
fundamental tools for the taxonomic classification of micro-
organisms (Santamaria et al. 2012, Kim et al. 2013, Selama
et al. 2013, Chun and Rainey 2014).

General databases

The National Center for Biotechnology Information
(NCBI) in the United States is the institution that has the
highest number of sequences (more than 182 million) depos-
ited in its GenBank database (fig. 3). Sequences of the
16S rRNA gene are stored in two nucleotide sequence data-
bases: the non-redundant nucleotide (nr/nt) database contain-
ing more than 30 million sequences and the 16S database,
which is dedicated to 16S rRNA sequences of identified bac-
teria and archaea and currently contains more than 17,600
sequences (for the most part whole). While both databases
can serve as reference for searching and comparing
sequences using the BLAST algorithm, the nr/nt database is
broader and contains the GenBank, European Bioinformatics
Institute (EMBL-EBI), DNA Databank of Japan (DDBJ), and
Protein Data Bank (PDB) sequence collections, as well as the
NCBI Reference Sequence (RefSeq) database. It is a non-
redundant database because in some cases identical
sequences have been merged into one entry, while preserving
the accession number, GenBank identifier, title, and
taxonomy information for each sequence (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/guide/all/#databases).

Through the International Nucleotide Sequence Database
Collaboration (INSDC), all the GenBank information can be
found in the EMBL-EBI and DDBJ databases. INSDC is a
long-standing initiative between DDBJ, EMBL-EPI, and
NCBI for the maintenance of sequence databases and covers
the spectrum of data, including raw reads, assemblies and
alignments to functional annotations and contextual informa-
tion relating to the samples (Karsch-Mizrachi et al. 2012).

Specific databases

While the 16S rRNA gene was originally used to identify
bacteria, today it is used as a standard for the classification
and identification of microorganisms and the sequences are
readily available in public databases. As these sequences
often lack validation, databases that collect only 16S
sequences were created. Some databases, such as the
Greengenes database (http://greengenes.lbl.gov/), have not

estadísticas de validación cruzada, reveló que un valor del
98.65% de similitud del gen ARNr 16S puede ser utilizado
como umbral para la diferenciación de dos especies (Kim et
al. 2014). Además, se ha establecido que una similitud entre
dos ARNr 16S igual o menor que el 94.5%, 86.5%, 82.0%,
78.5% ó 75.0% establece la distinción de género, familia,
orden, clase y filo, respectivamente (Yarza et al. 2014).

También se ha propuesto el uso de secuencias de otros
genes para la asignación taxonómica, pero hay menos de 100
genes con la distribución y la variabilidad adecuada para ser
utilizados como marcadores (Koonin 2003). El índice de
nucleótidos promedio (ANI) representa una media de valores
de identidad o similitud entre regiones genómicas homólogas
(Konstantinidis y Tiedje 2005). Un valor ANI del 95–96% es
comparado con un valor DDH del 70% y son los valores
mínimos para considerar dos organismos dentro de la misma
especie (Kim et al. 2014). La medición del ANI puede ser
apoyada por el análisis de secuencias multilocus (MLSA:
multilocus sequence analysis), aunque no es aplicable para
organismos no cultivados (Schleifer 2009). Una variación del
MLSA es la tipificación por secuencias multilocus ribosoma-
les (rMLST: ribosomal multilocus sequence typing) que ana-
liza 53 genes codificantes para proteínas ribosomales, aunque
algunos de estos genes no se han detectado en algunos geno-
mas bacterianos (Larsen et al. 2014). Por otro lado, la deter-
minación de la distancia filogénica por comparación de
genomas (GBDP: Genome BLAST Distance Phylogeny) es
una estrategia que considera la secuencia genómica completa
y se realiza una comparación global mediante un alinea-
miento local con herramientas como BLAST o BLAT (Chun
y Rainey 2014). Otra estrategia genómica para la asignación
taxonómica es la caracterización de fragmentos de ADN y
sus variaciones, que pueden ser sitios de restricción, insercio-
nes, supresiones, secuencias repetidas o microsatélites, poli-
morfismos de una sola base u otras diferencias de las
secuencias (Moore et al. 2010). La detección de polimor-
fismo del tamaño de fragmentos amplificados (AFLP: ampli-
fied fragment length polymorphism) ha mostrado ser útil para
la delineación de nuevas especies (Nemec et al. 2001). Con la
intención de utilizar la mayor información posible e incre-
mentar la precisión en la caracterización, también se han pro-
puesto protocolos de asignación de taxones con otras
moléculas y con un enfoque polifásico (Moore et al. 2010)
mediante espectrometría de masas (Ramasamy et al. 2014).
Las técnicas más utilizadas para la asignación taxonómica
y el nivel de resolución que permiten se presentan en la
figura 2.

BASES DE DATOS Y ESTRATEGIAS DE ANÁLISIS

Debido a que la asignación taxonómica se realiza por
comparación de secuencias, las bases de datos donde se
almacenan estas secuencias, las herramientas de búsqueda y
las estrategias de comparación son primordiales. Existen
distintas bases de datos y programas que se pueden utilizar
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been updated but can still be accessed. Below we mention the
most important databases.

SILVA: High quality ribosomal RNA databases

The SILVA website (http://www.arb-silva.de) provides
databases of aligned small subunit (16S/18S, SSU) and large
subunit (23S/28S, LSU) rRNA sequences for the Bacteria,
Archaea, and Eukarya domains. In the case of SSU, the infor-
mation is found in three datasets that differ by the size and
quality of the sequences: (1) SSU Parc contains more than
4.3 million sequences larger than 300 nucleotides; (2) SSU
Ref contains more than 1.5 million high-quality, nearly full-
length sequences (1450 nucleotides); and (3) SSU Ref NR
contains more than 534,000 non-redundant sequences, which
are basically the same as in SSU Ref but have <99% similar-
ity. All sequences are associated with their GenBank acces-
sion number, taxonomy, multiple sequence alignment, type of
strain, and last valid nomenclature (Yilmaz et al. 2014).

In addition to the datasets, SILVA also developed an
alignment tool called SINA (SILVA Incremental Aligner),

para la asignación taxonómica; cada programa sigue diferen-
tes estrategias de análisis y las bases de datos con las que
operan muestran algunas variaciones. El nivel de desarrollo
que han alcanzado los estudios sobre el ARNr 16S y sus apli-
caciones, ha favorecido el establecimiento de bases de datos
específicas, que son herramientas fundamentales para la
clasificación taxonómica microbiana (Santamaria et al. 2012,
Kim et al. 2013, Selama et al. 2013, Chun y Rainey 2014).

Bases de datos generales

El Centro Nacional para la Información Biotecnológica
(NCBI) de los Estados Unidos es la institución con mayor
número de secuencias depositadas en sus bases de datos, el
GenBank, con más de 182 millones de registros (fig. 3). Las
secuencias del ARNr 16S están localizadas en dos bases de
datos con secuencias de nucleótidos: la base de datos no
redundante, que contiene más de 30 millones de registros, y
la base de datos 16S, que contiene solamente secuencias
(17,600, completas en su mayoría) del ARNr 16S de bacte-
rias y arqueas identificadas. Si bien ambas bases de datos

Figure 2. Methodology for the characterization of prokaryotes and the different levels of taxonomic resolution (modified from Moore et al.
2010).
Figura 2. Metodología para la caracterización de procariotes y los distintos niveles de resolución taxonómica (modificada de Moore et al.
2010).
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which can align hundred thousands of sequences based on a
curated seed alignment. SINA uses a combination of k-mer
searching and partial order alignment to maintain high align-
ment accuracy (Pruesse et al. 2012). After the alignment, tax-
onomic classification is possible using the lowest common
ancestor (LCA) method (Clemente et al. 2011), based on
different taxonomies provided by SILVA (SILVA, LTP,
Greengenes, RDP, EMBL).

Ribosomal Database Project

The Ribosomal Database Project (RDP) at Michigan
State University provides ribosome-related data services,
including online data analysis, rRNA-derived phylogenetic
trees, and aligned and annotated rRNA sequences (https://
rdp.cme.msu.edu/index.jsp). This database contains more
than three million sequences of both culturable and uncultur-
able bacteria and archaea (Cole et al. 2005, 2014). The
sequences are aligned by an alignment program, called
INFERNAL (INFERence of RNA ALignment), based on sto-
chastic context that incorporates secondary structure infor-
mation (Nawrocki et al. 2009, Nawrocki and Eddy 2013).
For the taxonomic identification, this database uses the RDP
Classifier tool, based on a simple Bayesian algorithm (Vilo
and Dong 2012).

EzTaxon

The EzTaxon database (http://www.ezbiocloud.net/
eztaxon) originally included only 16S sequences of type
strains of identified bacterial species (Chun et al. 2007). It
was later expanded to include sequences of uncultured

pueden servir como referencia para la búsqueda y compara-
ción de secuencias nucleotídicas, mediante el algoritmo
BLAST, la base de datos no redundante es más amplia y con-
tiene las colecciones de secuencias del GenBank, del Insti-
tuto Europeo de Bioinformática (EMBL-EBI), del Banco de
Datos de ADN de Japón (DDBJ), y del Banco de Datos de
Proteínas (PDB), además de las secuencias de referencia del
NCBI (RefSeq). Se le considera no redundante porque en
algunos casos las secuencias idénticas han sido fusionadas
en una sola entrada, que conserva el número de acceso, el
identificador del GenBank, título e información taxonómica
para cada secuencia (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/all/
#databases).

A través del International Nucleotide Sequence Database
Collaboration (INSDC), la información del GenBank tam-
bién se puede encontrar en las bases de datos de EMBL-EBI
y DDBJ. La INSDC es una iniciativa de larga duración entre
DDBJ, EMBL-EBI y NCBI para mantener actualizadas y
accesibles las bases de datos de secuencias y la lectura de
datos crudos, así como los alineamientos y ensambles para
anotaciones funcionales y con información contextual rela-
cionada a las muestras (Karsch-Mizrachi et al. 2012).

Bases de datos específicas

Aunque el gen ARNr 16S originalmente se utilizó para
la identificación de bacterias, hoy en día es utilizado como
un estándar en la clasificación e identificación de microorga-
nismos y las secuencias están disponibles en muchas bases de
datos públicas. Sin embargo, con frecuencia esas secuencias
no han sido validadas y por ello se han creado varias
bases de datos que recolectan únicamente secuencias 16S.
Algunas bases de datos, como la de Greengenes (http://
greengenes.lbl.gov/), no se encuentran actualizadas pero
permiten el acceso a y descarga de las secuencias registradas.
A continuación, se mencionan las bases de datos más
importantes.

SILVA: Bases de datos de ARN ribosomal de alta calidad

SILVA es un portal (http://www.arb-silva.de) que alberga
secuencias del ARNr tanto de 16S/18S (subunidad pequeña,
SSU) como de 23S/28S (subunidad grande) para los domi-
nios Bacteria, Archaea y Eukarya. Para la SSU, la informa-
ción se encuentra en tres bases de datos que se diferencian
por el tamaño y la calidad de las secuencias: (1) SSU Parc
contiene más de 4.3 millones de secuencias con tamaño
mayor que 300 nucleótidos; (2) SSU Ref contiene más de
1.5 millones de secuencias de buena calidad y con longitud
cercana a la del gen completo (1450 nucleótidos); y (3) SSU
Ref NR contiene más de 534,000 secuencias no redundantes,
que básicamente son las mismas de la base de datos SSU Ref,
pero con similitud por debajo del 99%. Todas las secuencias
están asociadas a su registro en GenBank, taxonomía, alinea-
miento de secuencias múltiples, información del tipo de cepa
y última nomenclatura válida (Yilmaz et al. 2014).

Figure 3. Exponential growth of the number of 16S rRNA
sequences registered in the GenBank database managed by the
National Center for Biotechnology Information (NCBI, USA).
Figura 3. Crecimiento exponencial del número de secuencias
ARNr 16S registradas en el GenBank del Centro Nacional para la
Información Biotecnológica (NCBI) de los Estados Unidos.
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species, which are very frequent in environmental studies
(Kim et al. 2012). This database currently contains more than
62,600 species and phylotypes. BLAST and MEGABLAST
searches are followed by rigorous global pair-wise sequence
alignment (Myers and Miller 1988).

Computer programs

MEGAN allows the analysis of metagenomic sequences
using the BLAST comparison tool and the LCA algorithm to
assign taxons and the NCBI taxonomy as reference (Huson
et al. 2007).

PhymmBL was designed for the taxonomic classification
of short metagenomic reads. Basically, this program com-
bines composition-based (Phymm) and homology-based
(BLAST) taxonomic predictions (Brady and Salzberg 2009).

RITA searches for an agreement between homology-
based and composition-based approaches, which consider-
ably increases the accuracy of taxonomic assignments. This
program uses a naive Bayesian classifier and optimized
homology detection algorithms, and is thus faster than
PhymmBL and other programs (MacDonald et al. 2012).

Kraken is an accurate program for assigning taxonomic
lables to metagenomic sequences based on the exact align-
ment of k-mers, making it a faster tool than those that use
inexact alignment of sequences. It also provides greater taxo-
nomic richness because it uses k-mers of 31 base pairs, which
allows high sensitivity among sequences with a high degree
of similarity. The sensitivity and precision achieved depend
on the database used by the program to make the compari-
sons (Wood and Salzberg 2014).

The RDP Classifier, a naive Bayesian classifier, provides
taxonomic assignments of bacteria from domain to genus. It
uses eight-base subsequences (words) to achieve a balance
between the sensitivity and speed of analysis or computer
requirements. The position of the word is ignored and
only the words found contribute to the classification. This
program is useful for analyzing long sequences but does not
discriminate well when using short sequences (Wang et al.
2007).

TRENDS

Multiple strategies exist for the use of 16S rRNA as a tool
in microbial identification; however, the accurate classifica-
tion of microorganisms is a complex task. The identification
of organisms from a community, using either the complete
sequence or a region of the 16S rRNA gene, is made easier if
several of its members have previously been placed in a
taxonomic arrangement. In environments such as the marine
environment, where the microbial life has not yet been well
documented, the task of identification is hampered by the
absence of reference sequences. The advent of these novel
sequencing techniques allowed many studies aiming to
characterize little-known microbial communities to generate

Además de las bases de datos, SILVA dispone del pro-
grama SILVA Incremental Aligner (SINA), que permite
alinear cientos de secuencias sobre la base de alineamiento
semilla utilizando una combinación de búsqueda por k-meros
y un alineamiento de orden parcial para mantener alta exacti-
tud de alineación (Pruesse et al. 2012). Posterior al alinea-
miento, es posible clasificar taxonómicamente a través del
método del ancestro común más bajo (LCA) (Clemente et al.
2011), basado en diferentes taxonomías alojadas por SILVA
(SILVA, LTP, Greengenes, RDP, EMBL).

Ribosomal Database Project

El Ribosomal Database Project (RDP) es un portal
(https://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) de la Universidad Estatal
de Michigan (EUA) que, además de contener secuencias de
ARNr 16S alineadas y con anotaciones, proporciona servi-
cios de análisis y un marco de referencia taxonómico y
filogenético. En esta base de datos se encuentran más de tres
millones de secuencias de bacterias y arqueas, tanto cultiva-
bles como no cultivables (Cole et al. 2005, Cole et al. 2014).
Las secuencias son alineadas por medio de un programa
de alineamientos basados en el contexto estocástico
(INFERNAL: INFERence of RNA ALignment) que incor-
pora información sobre la estructura secundaria del
ARNr 16S (Nawrocki et al. 2009, Nawrocki y Eddy 2013).
Para la identificación taxonómica, esta base de datos utiliza
la herramienta RDP Classifier, la cual se basa en un algo-
ritmo Bayesiano sencillo (Vilo y Dong 2012).

EzTaxon 

La base de datos EzTaxon (http://www.ezbiocloud.net/
eztaxon) originalmente incluía solamente las secuencias de
16S de cepas bacterianas tipo de especies identificadas (Chun
et al. 2007). Posteriormente se amplió al incluir el registro de
secuencias provenientes de especies no cultivadas, las cuales
son muy frecuentes en los estudios medioambientales (Kim
et al. 2012). Actualmente, esta base de datos contiene más de
64,000 especies y filotipos, y para la búsqueda de secuencias
similares se utiliza BLAST y MEGABLAST, además de un
riguroso alineamiento de secuencias globales por pares
(Myers y Miller 1988).

Programas computacionales

MEGAN es un programa que permite el análisis de
secuencias metagenómicas mediante la herramienta de com-
paración BLAST y el algoritmo LCA para la asignación de
taxones, y utiliza como referencia la taxonomía del NCBI
(Huson et al. 2007).

PhymmBL es un programa diseñado para la clasificación
taxonómica de lecturas cortas de secuencias metagenómicas.
Básicamente, el programa combina las predicciones taxo-
nómicas basadas en composición (Phymm) y aquellas basa-
das en la homología (BLAST) (Brady y Salzberg 2009).
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genetic information, but other limitations then arose associ-
ated with the storage, processing, analysis, and interpretation
of the large amount of raw data produced. Fortunately, all
these limitations have been solved with the development of
computational tools and of algorithms and programs for
accurate microbial identification.

Massive sequencing has produced a large amount of par-
tial sequences but efforts to obtain a complete sequence have
not yet produced the desired results (Miller et al. 2011,
2013). Many studies that use partial sequences to identify
microorganisms do not find a reference sequence and the tax-
onomic certainty is reduced. In some cases, the result can be
an overestimation of the diversity. In an analysis of a simu-
lated community, built by the 16S rRNA sequences of soil
bacteria belonging to 20 OTUs and using fragments that
included the V4/V5 and V2/V3 regions, after appropriate
selection and removal of chimera, from 72 to 333 OTUs were
found, depending on the experimental conditions during the
sequencing process (Jeon et al. 2015). Hence, to maintain
parallelism in the development of “omics” techniques and the
exponential growth of 16S rRNA databases, and particularly
in the study of marine bacterial communities (Giovannoni
et al. 2005, Pedros-Alio 2006, Kämpfer and Glaeser 2012),
complete sequences of this gene are needed in order to solve
with greater precision and reproducibility the different taxo-
nomic assignments.

English translation by Christine Harris.
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