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Secuenciacion, ensamblaje y evaluacion funcional del genoma de la especie Blautia
spp., aislado del tracto intestinal humano y con potencial anti-inflamatorio

Resumen

La investigacidn en el campo del microbioma humano ha permitido dilucidar el gran
impacto que tienen en nuestra salud los microbios que habitan en nuestro tracto
digestivo. Las interacciones dieta-hospedador microbiota también han permitido concluir
que existe un gran potencial biomédico/biotecnoldgico sobre ciertas especies
predominantes en nuestro intestino y que podrian contribuir de manera importante en
el mantenimiento del mismo, con un amplio impacto a nivel sistémico. Por ello, el
conocimiento en profundidad de la fisiologia, genética y las funciones metabdlica
codificadas en los genomas de dichos microorganismos representa un aspecto relevante
en la caracterizacion tanto de cepas con potencial probiético como de biomarcadores de
enfermedades no comunicables. El presente proyecto tienen como objetivo ensamblar y
evaluar desde un punto de vista funcional el genoma de un aislado de la especie Blautia
spp., que mediante estudios clinicos previos ha demostrado tener un posible papel en la
obesidad infantil y en la prevencidn del tono inflamatorio intestinal subyacente a dicha
condicién moérbida.
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Research in the field of the human microbiome has made possible to elucidate the great
impact that the microbes that inhabit our digestive tract have on our health. Diet-host-
microbiota interactions have also led to the conclusion that there is a big
biomedical/biotechnological potential for certain predominant species in our intestine
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biomarkers of non-communicable diseases. The objective of this project is to assemble
and evaluate from a functional point of view the genome of an isolate of a Blautia spp.
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1. Introduccion.

1.1 Obesidad

1.1.1 Generalidades.

En las ultimas décadas como consecuencia del gran aumento de casos en el mundo, la
obesidad ha comenzado a constituir un grave problema para la sanidad global, adquiriendo el
grado de epidemia seglin la OMS (1). La obesidad se define como un desbalance entre la
ingesta de energia y el gasto de la misma, que puede desembocar en una acumulaciéon
excesiva de tejido adiposo que afecta de manera negativa a la salud (2). Aunque en grandes

rasgos se acepta la definiciéon, es en los criterios de diagndstico donde existen las diferencias.

Existen diversas formas de clasificacion de la obesidad siendo la mds comun la dependiente del
indice de masa corporal (IMC). El IMC es un parametro que correlaciona el peso y la altura de
un individuo para poder determinar problemas en su desarrollo (3). Segin la OMS se considera
que un adulto sufre de sobrepeso si su IMC es igual o superior a 25 (kg/m?) y de obesidad si su
IMC es igual o superior a 30 (kg/m?). La consideracién cambia si se refiere a nifios y
adolescentes. Para estos casos, se define la obesidad para una determinada altura de acuerdo
con la cantidad de desviaciones tipicas que presente con respecto a la mediana de los patrones

de crecimiento infantil de la OMS (2).

Aun asi, otras organizaciones han acordado diferentes criterios. Para gobiernos de paises
asiaticos, aunque se sigue utilizando el IMC como medida indicativa, los valores que
determinan el sobrepeso son sensiblemente menores. Por ejemplo, Japdn define la obesidad

cuando el IMC es superior a 25 (kg/m2) (4) y China cuando es superior a 28 (kg/m2). (5)

De acuerdo con esta clasificacion la OMS estima que en 2016 existian mas de 1900 millones de
adultos con sobrepeso, de los cuales 650 millones eran obesos -mas del 10% de la poblacidn
adulta del mundo. (2) Desde 1975 la prevalencia mundial de la obesidad se ha triplicado y se

espera que para el 2025 alcance cuotas de alrededor del 20% en la poblacién adulta mundial.

(6)

Los datos aumentan cuando el foco se centra en la poblacidn infantil. En 2016 habian mas de
100 millones de nifios y adolescentes que sufrian de obesidad (7). Comparado con 40 afios
atras, la prevalencia se ha multiplicado por 8 (8). Ademas, también existe un cambio de

tendencia en cuanto a las zonas afectadas. Si histéricamente se asociaba la obesidad con



paises de altos ingresos, de un tiempo a esta parte este trastorno también ha aumentado en
zonas de medios y bajos ingresos, sobre todo en entornos urbanos (9). Como muestra de ello,
en Africa se han duplicado el nimero de nifios con sobrepeso desde el afio 2000 y alrededor

de la mitad de los nifios obesos menores de 5 afios vivian en Asia (2).

Los informes referentes a la obesidad infantil son excepcionalmente importantes ya que,
aunque se espera que el 60% de los nifios que sufren de esta enfermedad sigan
desarrollandola en edades adultas tempranas (10), es en esta etapa donde mayores seran las
oportunidades de cambio y mas decisivos serdn éstos para revertir los principales problemas

asociados que trae consigo el desarrollo de la obesidad (11).

Existen diferentes enfermedades asociadas al diagndstico de la obesidad que dificultan y
empeoran el desarrollo de la misma. Conforme menor sea la persona que la sufre, mas
posibilidades tendra de padecer estas complicaciones. Estudios han mostrado que sufrir de
sobrepeso en edades tempranas aumenta la posibilidad de mortalidad adulta por
enfermedades sistémicas (12). Segun la OMS, casi 3 millones de personas fallecen anualmente
por complicaciones relacionadas con el sobrepeso, mayoritariamente por problemas
cardiovasculares (13). Aun asi, estos problemas no son los Unicos a los que un individuo que
padece esta enfermedad debe hacer frente a lo largo de su vida, la obesidad infantil puede

afectar a casi todos los sistemas de 6rganos de manera grave (14).
1.1.2 Problemas asociados

Se han reportado en numerosas ocasiones que el exceso de tejido adiposo en individuos
disminuye la capacidad de su sistema inmune, tanto innato como adquirido. En modelos
murinos se detectd que la obesidad, independientemente de su origen, producia una
alteraciéon en mecanismos relacionados con la leptina y como consecuencia, una pérdida en la

funcionalidad de mecanismos inmunoldgicos (15).

En cuanto a humanos, la obesidad se asocia a una mayor posibilidad de padecer infecciones
nosocomiales después de cirugias (16). Ademas, se relaciond el sobrepeso con una
disminucién en la efectividad de la vacunacion (17). Esta deficiencia en el sistema inmune
produce un efecto en el que se amplifican las comorbilidades, ya que las posibles infecciones
aumentan la inflamacién crénica que, como se explicard después, tienen, a su vez, un efecto

negativo en el desarrollo de obesidad (18).

Otros problemas que genera el desarrollo de obesidad son los de tipo metabdlico. Se observo

que la mitad de los nifios cuyo IMC se encontraba en el percentil 97 sufrian de algun tipo de



sindrome metabdlico (19). Entre este tipo de enfermedades, las que mas posibilidades tienen
estos nifios de desarrollar son la diabetes de tipo Il, si se producia una resistencia prolongada a

la insulina (20) o enfermedades cardiovasculares de un amplio rango (21).

A todas estas enfermedades se les ainaden otras condiciones que, si no se tratan de la manera
adecuada, pueden llegar a convertirse en un grave problema. Entre éstas, se han observado
trastornos pulmonares (22), dafo renal (23), potencialidad a diferentes tipos de canceres (24)
y problemas en el desarrollo éseo o complicaciones ortopédicas, tales como fracturas o
molestias musculares (25). Finalmente, cabe destacar otras disposiciones que puede acarrear
la obesidad como el avance prematuro de la pubertad mediante la aceleracién de la telarquia y

menarquia en nifnas (26) o efectos adversos en el ambito psicosocial (27).

Como ya se ha explicado, es en la etapa de la nifiez donde mas posibilidades habra para
erradicar todas estas dolencias. Se demostré que un cambio, por minimo que sea, hacia un
peso correcto en las etapas iniciales del desarrollo disminuian de forma considerable el riesgo

a enfermedades metabdlicas en posteriores etapas de la vida (28).

1.1.3 Obesidad infantil.

Conseguir reducir el peso en nifios con obesidad no es sencillo pues existe una gran cantidad
de causas para el desarrollo de esta problematica. En la base, existe un rasgo histdrico que
explica el auge de la enfermedad. Durante miles de afios el alimento fue escaso, lo que
favorecio que los individuos con un metabolismo “calmado” prosperasen y fijasen este rasgo
en su descendencia, lo que se conoce como hipétesis del gen ahorrativo (29). Conforme el
alimento fue asegurdndose, resultado de un avance tecnoldgico y el gasto energético
requerido para llevar a cabo los trabajos diarios fue reduciéndose, se fue produciendo un

aumento en la prevalencia de la obesidad (30).

Estos hechos produjeron una serie de cambios sociales, bioldgicos y genéticos que explicarian
la gran cantidad de causas que pueden llegar a provocar la obesidad. De estas causas destacan
las de tipo genético. Se han detectado genes, muchos de ellos relacionados con el
metabolismo de la leptina, cuyo fallo generan anomalias que aumentan la probabilidad de
obesidad (31). Aparte de este hecho, es cierto que existen ciertas variantes genéticas
asociadas con el aumento de la adiposidad en el cuerpo (32). Muchas de estas variantes estan
relacionadas con enfermedades endocrinas como el hipotiroidismo, la falta de la hormona del

crecimiento o el sindrome de ovario poliquistico, entre otros (33).



Ademas de la componente genética, (en los Ultimos afios) se ha investigado como afecta el
ambiente a la expresidon de la enfermedad, es decir la relacién entre la obesidad y la
epigenética. Se descubrié que las condiciones en el Utero eran capaces de regular la expresion
de determinados genes mediante la metilaciéon del ADN o la modificacidn de histonas (34). Asi,
una exposicién a una mayor cantidad de grasa (35) o a diabetes gestacional (36) en el Utero
afecté a la futura potencialidad de desarrollar obesidad. Otro elemento que influyé en el
riesgo a la obesidad fue el peso del gestante al nacer. Se advirtié que bebés pequeiios para su

edad podrian estar en peligro de obesidad al recuperar su talla (37).

A estos factores biolégicos se le afiaden otros de caracter social, como la posicién
socioecondmica (38); caracter conductual, como los habitos al dormir (39) o la dieta (40) y de
caracter ambiental como el pais o etnia de origen (41); todos los factores anteriormente
nombrados, influyen en otra variable que en la Ultima década ha comenzado a estudiarse
como posible determinante en la obesidad infantil, la microbiota humana y su posible

implicacion en la obesidad mediante procesos inflamatorios.

1.2 Inflamacion

1.2.1 Generalidades.

La inflamacién se define como una respuesta adaptativa a ciertos factores malignos, tales
como lesiones o infecciones (42). Esta respuesta sera positiva siempre y cuando sea controlada
y no se perpetue en el tiempo mas alld de lo necesario. Si es asi, podria desembocar en una
inflamacidn crénica con consecuencias negativas para el individuo como enfermedades
autoinmunes u obesidad (43). De hecho, se observo la presencia de marcadores inflamatorios,
como citocinas y quimiocinas, en las deposiciones de nifios con resistencia a la insulina y

obesidad (44).
1.2.2 Causas y consecuencias.

A nivel molecular, el conocimiento sobre la inflamaciéon ha avanzado mucho en las ultimas
décadas. Aunque existen diferentes vias para la activacién y desarrollo de la condicion,
esencialmente la inflamacidn se basa en la coordinacion de sistemas del organismo para

conseguir la llegada de distintas células y componentes sanguineos al lugar de la infeccidn.

Para que se inicie el proceso inflamatorio se necesita la activacion de los receptores del
sistema inmunitario presentes en los macréfagos y mastocitos del tejido afectado. La

activacion de receptores como los de tipo TOLL (TLR) o los similares a NOD (NLRs) generaran la



produccién, por parte de las células anteriormente nombradas, de diferentes mediadores
inflamatorios. El efecto de estos mediadores serd el de facilitar a las proteinas plasmaticas y
leucocitos la llegada al lugar afectado. Una vez en el tejido dafiado, los neutrdfilos, un tipo de
leucocito, se activardn por contacto con determinadas moléculas y secretaran productos
reactivos (ROS, nitrégeno, elastasa, catepsina G...) (45) para intentar acabar con los patdgenos
infiltrados. Finalmente, cuando el peligro ya ha sido eliminado, la produccién de mediadores
proinflamatorios tornara a mediadores antiinflamatorios como las lipoxinas, resolvinas o las
protectinas. Estas, evitaran la activacion de neutréfilos y favorecerdn la de monocitos que se

desharan de los residuos y comenzaran la remodelacion celular (46).

Es importante remarcar que los productos reactivos que los macréfagos liberan para intentar
eliminar a los patdgenos también son téxicos para las células del organismo. Es por ello que, si
la inflamacion perdura, puede tener efectos negativos. Ademads, conforme el proceso persiste
va pasando por nuevas fases que pueden degenerar en inflamacidn crénica con efectos mas

graves para el individuo (46).

La inflamacidn crénica es, por tanto, consecuencia de una regulacién deficiente en el control
del proceso inflamatorio. Aunque los mecanismos moleculares que causan la dolencia se
siguen investigando, el origen es muy diverso. La condicién puede ser consecuencia desde por
un fracaso en la eliminacion del patégeno (y por lo tanto la prolongacion de la fase de
inflamacidn aguda) a trastornos autoinmunes como el lupus o la artritis reumatoide, donde el
sistema inmunitario reconoce como dafiinos elementos del organismo atacdndolos durante el
proceso (47). Otros motivos para el desarrollo de la enfermedad son la manifestacion de
episodios recurrentes de inflamacién aguda, la exposicidn a alérgenos o efectos asociados a la

presencia de determinados microorganismos de la microbiota (47).

Todos estos factores pueden llegar a desencadenar un estado fisiolégico que tiene graves
consecuencias para la salud. Asi, se asocia la resistencia a la insulina con tejidos adiposos ricos
en receptores proinflamatorios tipo Toll (TLR), que aparte de ser regulables por elementos
microbianos, también lo son por lipidos presentes en la dieta (48). Ademas, también se ha
relacionado el aumento de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL.-1 o IL-18 con una

disrupcion en la sefializacion de la insulina (49).

Otra secuela que puede tener la inflamacidn crénica es la regulacién del sistema inmune de la
persona. La activacidon del sistema inmunitario dependerd de los estimulos que capte el
organismo. Estos, al unirse a sus respectivos receptores desencadenaran una respuesta que

conllevara la diferenciacién de células T y macréfagos para acudir a la zona afectada (18) (50).



Es por ello, que dependiendo del tipo de receptor que se active, aumentara la concentracion

de un tipo concreto de célula inmune u otro.

A todos estos problemas, subyace uno de mayor importancia, la influencia de la inflamacién en
la obesidad. Se ha encontrado asociaciones entre la inflamacién hipotalamica y la obesidad
(51). Esto es debido a que es en el hipotalamo donde se produce el control del equilibro de la
ingesta y gasto energético mediante neurorreguladores como la leptina o la insulina. Cuando el
hipotdlamo se encuentra inflamado se producen resistencias a los neurorreguladores
anteriores, creando desajustes en este control y disminuyendo la sensacidn de saciedad del
organismo. Es por ello, que en animales se encontr6 que eliminando receptores
proinflamatorios como el TLR4, se reducia la inflamacidn hipotaldmica y con ello mejoraban la

sefializacion de los reguladores (18).

1.2.3 Relacidon con la microbiota.

Todos estos efectos, como se ha explicado, se generaran segun las vias de inflamacién que se
active. La mayoria de las veces, la activacidn dependera de factores como el tipo de inductor
gue promueve el inicio del proceso. Existen dos tipos de inductores: los de tipo enddgeno, que
provienen de estimulos creados por las propias células del organismo y los de tipo exdgenos,

originarios del exterior.

Cuando se habla de la relacién de la microbiota con la inflamacidn se refiere a inductores de
tipo exdgeno, mas concretamente de tipo bacteriano. Es importante destacar que cualquier
inductor del que se hable nunca tendrd una respuesta fija en todas las circunstancias, sino que
dependerd del contexto en que se encuentre (52). Un mismo estimulo puede tener

caracteristicas inflamatorias y antiinflamatorias segun el lugar en que se encuentre.

Para determinar qué clase de respuesta generarda un componente es muy importante las
primeras etapas de la vida, ya que serdn en éstas donde se determinara la microbiota del
individuo. Cada pequeiia accidén influird en la composicion. Por ejemplo, se observaron
diferencias en las especies que componian la microbiota de una persona dependiendo la forma
en la que nacian, si mediante parto vaginal (en las que se encontré mayor variabilidad en las

especies) o cesarea (53).

Durante estas primeras épocas la respuesta inmune del individuo es menor por la inmadurez
de su sistema inmunitario. Este hecho, facilitard el asentamiento de las especies que
conformardan la microbiota (54). Ademas, se promoveran la colonizacién de los

microorganismos comensales mediante una serie de mecanismos. El individuo neonatal



atenuara, mediante mediadores inflamatorios o células eritroides, las respuestas defensoras
incluso si se activan los receptores que en la etapa adulta generarian respuestas inflamatorias
(54)(55). Se teoriza con que estos procesos de colonizacidn determinaran el futuro de la
composicion de la microbiota del organismo a lo largo de su vida por cambios epigenéticos en

las células epiteliales que generardn tolerancia hacia algunos microorganismos (56).

Aun asi, en el futuro, para evitar posibles efectos negativos se llevaran a cabo estrategias que
minimicen la posibilidad de contacto entre los receptores proinflamatorios y los
microorganismos. Estas se basaran en la presencia de células epiteliales, moco, IgA y péptidos
antimicrobianos en los lugares en donde la existencia de microbiota se puede considerar como
densa (57). Ademds de todo ello, si se produjese una traslocacién de estos organismos
comensales se ocasionaria una activacion de macréfagos que los eliminarian sin tener que
activar la respuesta inflamatoria (58). Se ha probado que la modificacién de la microbiota
intestinal a través de la dieta influye en la migracién de los macréfagos en los tejidos asociados
(59). En el mismo estudio, el cambio en la composicidn de los microorganismos produjo una

disminucién de algunas citoquinas pro y antiinflamatorias (59).

Incluso con todas estas precauciones la microbiota puede generar respuestas inflamatorias en
el huésped. Aparte de esto, el estado mas probable si un componente del microbiota genera
una inflamacién es el crénico, dado que, al estar en el organismo en gran densidad, el

componente seguird existiendo, aunque se elimine una pequefia proporcion.

Los mecanismos que tienen las bacterias comensales para activar la inflamacidn son variados.
Seguramente el desencadenante prioritario se encuentre en los lipopolisacéridos (LPS) que
forman parte de la pared celular de las bacterias Gramnegativas. Se ha asociado una alta
concentracidn de este componente en personas obesas y con sindromes metabdlicos (60). Su
mecanismo molecular es doble. En primer lugar, es capaz de unirse a receptores de tipo TLR
activando vias de sefializacion proinflamatorias y ademas su disociacién de la barrera intestinal

permite la entrada de macréfagos a la zona que posteriormente provocaran la inflamacion (61).

Otra forma de controlar la inflamacién es mediante los acidos grasos de cadena corta (SCFA)
(62). Estos son productos metabdlicos que las bacterias generan por la digestién de ciertas
moléculas, como la fibra, que no son capaces de digerir el huésped. Estos acidos grasos jugaran
diferentes papeles segun su composicién y concentracion. Por ejemplo, mientras el butirato
serd un factor antiinflamatorio que inhibira la sintesis de citoquinas proinflamatorias (62), el

acetato, en ciertas condiciones, puede promover la generacion de colesterol contribuyendo a



la aparicion de obesidad o controlar el metabolismo de los lipidos ayudando a mantener un

equilibrio lipidico (63).

Las citoquinas son otro de los principales factores con los cuales el sistema inmunoldgico
controla la apariciéon de la inflamacidn, tanto positiva como negativamente. Estas moléculas
interactuaran con la microbiota creando una relacién de retroalimentacién con muchas de
ellas. Por ejemplo, se observd una correlacién entre un bajo nivel de la citocina
proinflamatoria TNF-alfa y un nivel abundante de la bacteria Bifidobacterium adolescentis (64).
Otro hecho remarcable fue la asociacién positiva entre grandes concentraciones de
Lactobacillus y la IL-6, una citocina proinflamatoria relacionada con la aparicion de resistencia

a lainsulina (65)(66).

Por ultimo, también existen otros elementos microbianos que, de una forma mds minoritaria
regulan la inflamacién. Entre ellos, los mds importantes son los acidos biliares secundarios que
han sido metabolizados previamente por la microbiota y que podrdn activar algunos
receptores proinflamatorios (67) o el N-6xido de trimetilamina (TMAO) que son metabolitos de
bacterias comensales que generan a partir de compuestos de la dieta, y que facilitaran la

aparicién de inflamacién y enfermedades cardiovasculares (68).

1.3 Microbiota

1.3.1 Funciones.

Como se ha explicado, la microbiota juega un papel fundamental en la activacién de algunas
vias de inflamacion, por lo que también tendrd gran influencia en otras areas de la vida del
organismo. Desde el punto de vista cuantitativo la microbiota humana, es decir, el conjunto de
microorganismo que viven en las personas, representa una proporcién mayor que el nimero
total de células que tiene un adulto (69). Se calcula que un adulto promedio alberga alrededor
de 100 billones de microorganismos en su cuerpo (69). Ademas, éstos tendrdn una alta
variabilidad entre ellos. En un estudio realizado entre 14 adultos se observd que se obtuvieron

mas de 18000 secuencias distintas del gen del RNA ribosomal 16S (70).

Otro rasgo basico para entender la importancia de la microbiota es la relativa facilidad para
colonizar casi todas las partes del cuerpo humano. Los microorganismos tendran una presencia
fundamental en zonas esenciales del huésped. Aunque se pueda creer que su rol principal se
encuentra en el sistema digestivo, en un estudio el 53% de especies microbianas que se
consiguieron secuenciar fueron a partir del intestino (71), existen otras areas donde su

presencia es notable. Por ejemplo, la microbiota juega un papel trascendental en la boca por



su actividad proinflamatoria a la hora de activar rutas inmunoldgicas (72). Ademas, se ha
acreditado su existencia en zonas como la pulmonar, vaginal o renal entra otras (52). Incluso
en érganos donde a priori seria muy dificil su implantacion por las duras condiciones en que se
encuentra como es la piel, se han detectado hasta 1000 millones de bacterias por centimetro

cuadrado (73).

Asi, al encontrarse la microbiota en tantos tejidos tienen un papel trascendental en multitud
de funciones. Una de las funciones primordiales son las de tipo inmunitario. Se ha reportado la
utilidad de algunas especies para la lucha contra infecciones de patégenos multirresistentes
mediante la transferencia de heces entre donantes (74). En otro estudio similar se relaciond la
disminucién de organismos probidticos por el uso de antibidticos con una reduccion en la

eficacia de las células T en infecciones nasales (75).

La microbiota también ha sido relacionada con el correcto funcionamiento cerebral. Se
confirmé una red de comunicacién intestino-cerebro en la cual los comensales tenian bastante
influencia (76). Se obtuvo que la quimica cerebral cambiaba segin la composicion de la
microbiota en el intestino (77). En otros informes, ademds de demostrar que la exposicion
murina a estresores, como la separacién materna en las primeras etapas de vida, afectaba al
desarrollo cerebral a través de cambios en la microbiota, también se informd que la
administracién temprana de combinaciones de microorganismos conseguia, hasta cierto punto

revertir los cambios causados por los estresores (78)(79).

Al haber una influencia en el eje intestino-cerebro los microorganismos también median en el
comportamiento de los huéspedes. Se informd de fallos en acciones como el nado en crias de
ratdn que habian sido sometidas a estrés al producirse una separaciéon de la madre. Ademas,
estas crias presentaban algunos rasgos tanto cerebrales como conductuales de depresién y
ansiedad. Curiosamente, este efecto se apaciguaba cuando se administraba Bifidobacterium

infantis incluso en la adultez (80).

Otro ambito en que se sabe de la relacién con la microbiota es el de las enfermedades
metabdlicas y como se comentd anteriormente la inflamacién. En la misma investigacion que
la anterior también se expuso una disminucién de IL-6, una citocina proinflamatoria en el
momento en que se iniciaba el tratamiento con Bifidobacterium infantis (80). En otro estudio
se informd que cambios en la microbiota a través de la dieta, provocaban un aumento en la
permeabilidad de los tejidos. Este hecho permitia la interaccion de determinadas moléculas y
receptores proinflamatorios pudiendo provocar finalmente resistencia a la insulina (81).

Adicionalmente se reconocié que tanto las bacterias grampositivas como las negativas eran



capaces de activar algunas vias de sefalizacidn proinflamatoria pudiendo ayudar a la

generacion de resistencia a la insulina (82).

1.3.2 Relacidn con la obesidad

Finalmente, si hay una circunstancia con la cual se asocia a la microbiota, y el objetivo de este
trabajo, es la relacién de los microorganismos comensales y la obesidad. Numerosos estudios
han conseguido relacionar el control de microorganismos mediante antibidticos con la
regulacién de la cantidad de grasa corporal. Mientras que en ratones adultos la administracion
de floxacina y ampicilina consiguié un mayor control glucémico (83), tanto en ratones jévenes

como en nifios se asociod el suministro de antibidticos con la obesidad (83)(84).

Otra evidencia que parece confirmar la relacién microbiota-obesidad se encontré cuando al
trasplantar restos fecales de ratones gemelos con diferente fenotipo obeso/delgado, los
ratones a los que eran trasplantados adquirian el mismo fenotipo que de los cuales se
trasplantaba (85). A este estudio se le suman otros que indican que incluso en animales con la
misma dieta e idéntica genética pueden existir diferencia en el fenotipo de obesidad
dependiendo de la composicidn de su microbiota (86). Aparte de estas investigaciones
también se ha visto que la composicidon en la microbiota afecta a la cantidad de energia
obtenida de los alimentos, y por lo tanto al apetito y obesidad (87). También se detecté que
cambios en la dieta que reducian el nivel de masa corporal, como una dieta baja en
carbohidratos, produjo una disminucién de algunas especies de bacterias productoras de SCFA

(88).
1.3.3 Géneros que influyen en la obesidad

Demostrada la relacion entre la microbiota y la obesidad, falta determinar qué
microorganismos son los que favorecen la obesidad y cudles son los que previenen su
aparicidon. Como se ha establecido anteriormente, muchas veces sera el contexto en el que se
encuentre la bacteria el que determinara el efecto ultimo de la misma. Por ello, en este ambito
es normal encontrar investigaciones cuyas conclusiones se contradicen con otras. Por ejemplo,
mientras que algunos estudios relacionaron un aumento en la concentracidn de
Proteobacteria con aumentos en marcadores de enfermedades metabdlicas e inflamatorias

(89), otros no encontraron asociacion alguna (90).
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Se relaciond el aumento de microorganismos del filo Bacteroidetes y Firmicutes, por medio de
dietas ricas en grasas, con un aumento en el peso corporal, produccién de marcadores
proinflamatorios y deficiencias metabdlicas (91). Ademas, en otro estudio, el trasplante de
microbiota de heces rico en Bacteroidetes y Firmicutes a ratones libres de gérmenes y delgados,
dio como resultado el aumento de la masa corporal de estos ratones (92). Estas carencias se
consiguieron remediar, o bien, cuando se administraron antibiéticos que acababan con dichas
bacterias (93), o cuando se introducian otros microorganismos, en este caso Bifidobaterium
pesudocatenulatum, que desplazaban y reducian el nimero de Firmicutes y Bacteroidetes (94),
demostrando que si que existen microorganismos que regulan de forma beneficiosa la
aparicion de obesidad. Aun asi, algunos reportes no han encontrado asociacidn alguna entre
estos filos y el aumento en la masa corporal, pero si con otros microorganismos como las

Actinobacterias (95)(96).

Se han encontrado otras asociaciones con bacterias comensales que aumentan o disminuyen
la probabilidad de desarrollar obesidad. Se informdé de un aumento de especies de la familia
Enterobacteriaceae en pacientes obesos (97). En cambio, otra familia de microorganismos,
Christensenellaceae, se relacioné en pacientes con un buen nivel de masa corporal (98).
Algunas publicaciones, aunque evidenciaron un aumento en la concentracidn de Lactobacillus
en nifios que sufrieron una pérdida de peso (99), también se encontraron gran cantidad de

estas bacterias en niflos con obesidad (100).

Diferentes géneros de microorganismos se encontraron de manera diferencial en individuos
cuyo nivel de masa corporal era saludable. Entre éstos se encuentran los géneros Erwinia,
Succinivibrio (101) o Alistipes (102). En otro estudio metagendmico japones que intentaba
analizar las diferencias en la composicién de la microbiota entre individuos obesos y normo
peso se hallaron muchas especies determinantes. Entre las que promovieron un aumento de
peso se encontraron especies del género Ruminococcus (R. obeum y R. bromii), Eubacterium
ventriosum o Blautia hydrogenotorophica entre otras (103). Curiosamente, en ese mismo
estudio entre las especies que se encontraban significativamente diferenciadas entre
individuos normo peso respecto a los obesos, se informd de la presencia de otras especies del
género Blautia (B. wexlerae) entre otras como especies del género Bacteroides (B.

faecichinchillae y B. thetaiotaomicron) o Clostridium bolteae (103).

1.4 Género Blautia

1.4.1 Generalidades.
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Las especies del género Blautia juega un papel ambiguo en la obesidad. Cuando se habla de
Blautia se refiere a todas las especies que se engloban dentro de un género encuadrado en el
cluster Clostridium XIVa (104). Estas bacterias tienen ciertas caracteristicas comunes. La gran
mayoria son grampositivas (105), inmdviles, en forma de cocobacilo y no producen esporas,
aunque hay especies que son capaces de producirlas. Metabdlicamente se consideran
anaerobias estrictas, catalasa negativas y obtienen su energia fermentando los nutrientes
hasta producir acetato y succinato (104) principalmente, aunque también otros productos
como etanol y lactato (105). Su aislamiento se consiguid a partir de restos fecales, en donde se
encontraban en abundancia (106), surgiendo la hipdtesis de que debian ser una parte
importante de la microbiota. Es por todo esto en los ultimos afios ha sido objeto de

investigacion por su influencia metabdlica en la vida del individuo.
1.4.2 Estudios previos.

Por ejemplo, se obtuvo una relacion significativa entre la presencia de dos especies de Blautia
(B. luti y B. wexleare) en nifios con un peso normal respecto a los obesos (107). En el mismo
estudio, al comparase marcadores proinflamatorios en restos fecales de niflos obesos respecto
a los delgados se detectd una mayor cantidad de éstos en las heces de los nifios con obesidad,
demostrando la capacidad antiinflamatoria de estas bacterias y su relacién con el buen
metabolismo de la insulina (107). En esa misma linea, se han detectado efectos positivos en la
contencion del tono inflamatorio como consecuencia de la produccién de SCFA como el
butirato (108). En investigaciones paralelas se ha conseguido beneficios en pacientes con
diabetes de tipo 2 cuando se administraban ciertas combinaciones que aumentaban las
especies de Blautia (109), correlacionando el metabolismo de la glucosa con las especies que
conforman el género Blautia (110). Aun asi, existen otros reportes que atribuyen a la especie
de Blautia coccoides actividad proinflamatoria (111), por lo es necesaria mas investigacion

sobre el género.

En otros dmbitos, una investigacidn se informd sobre una menor mortalidad en pacientes con
abundancia de Blautia cuando se realizaban trasplantes alogénicos (112). Ademads, se ha
conseguido regular y aumentar la concentracién de Blautia mediante la ingesta de extracto de
salvado de trigo enriquecido en arabinoxilanos (113), hecho que permitiria el uso de

probidticos concretos para aumentar los efectos positivos de Blautia.

Es observable como de un tiempo a esta parte se ha ido incrementando el conocimiento

previo sobre este género. Tanto es asi que desde el momento en el cual se acotaron las
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especies y caracteristicas que comprendian el género, se han ido descubriendo otros

microorganismos que englobandose en Blautia, aportan variabilidad.

2. Objetivos

El objetivo del siguiente trabajo serd el ensamblaje, anotacién funcional y evaluaciéon del
genoma de una especie de Blautia aislada a partir de las heces de un individuo
metabdlicamente sano y con fenotipo delgado, con el propdsito de hacer una caracterizacion
preliminar de su genoma, una clasificacion taxondmica fiable a nivel de especie y determinar

rasgos metabdlicos de importancia para su hospedador.

3. Materiales y métodos

3.1 Pretratamiento de muestras.

3.1.1 Calidad de muestras.

Las secuencias se obtuvieron tras la caracterizacion de aislados en el laboratorio de
Interacciones Microbio-Hospedador en salud metabdlica del Centro Investigador Principe
Felipe. Inicialmente se caracterizd al microorganismo, obteniendo que eran bacterias cocoides
grampositivas, que se encontraban en agrupaciones de pares de células y cuyas condiciones
Optimas de crecimiento eran de anaerobiosis estricta, a una temperatura de 372 C en medio
Wilkins Chalgren. La secuenciacion de su genoma se realizd a partir de una extraccién de ADN
usando el kit MasterPure Gram Positive DNA Purification (Epicentre) y secuenciando dicho
ADN mediante la plataforma Illumina MiSeq generando un total de 2,8 millones de secuencias
bajo una configuracién de 2x300bp en formato Fastq. Paralelamente, se obtuvieron un total de
aproximadamente 12mil lecturas de ADN a partir de la secuenciacidon del mismo material

gendmico mediante la tecnologia Nanopore y quimica R9.4.1.

Una vez obtenidas las secuencias, se realiza un proceso de pretratamiento en el que se
controla la calidad de las muestras obtenidas para que posteriormente, las conclusiones que se

obtengan puedan ser reproducibles y tengan alto grado de fiabilidad.

Para ello, se aplicaran una serie de analisis, realizables mediante diferentes programas
informaticos, que calcularan parametros como el grado de calidad o la concentracién de las
bases en la secuencia y actuardn en consecuencia si algunos de estos valores no cumplen con

unos estandares minimos.
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El software utilizado para el control de calidad fue fastqc (v 0.11.9) (114). La principal ventaja
del programa, a parte de la presentacidn de los resultados en un entorno interactivo mucho
mas accesible, es la gran variedad de médulos que se comprueban de manera paralela.
Ademas, la forma de cdlculo de los pardmetros de fastqc en la cual se evaldan una cantidad fija
de secuencias lo suficientemente representativa y se extrapolan los resultados a las demas,

reduce en gran medida tanto el costo como el tiempo de operacidn (115).

Introducidos los datos en el programa se observé resultados anémalos en 2 de los parametros
calculados. En primer lugar, se evidencid la presencia de adaptadores propios de lllumina en la
zona (3’) de las secuencias. Al mismo tiempo, se observé una reduccidn en la calidad de la
secuenciaciéon conforme las posiciones de la secuencia avanzaban. Este hecho es debido a la

degradacion en la calidad de secuenciacién con el aumento en la longitud de la lectura.
3.1.2 Recorte de lecturas.

Es por ello por lo que se optd por el recorte de las secuencias mediante el software Cutadapt
(v 3.7) (116). Este es un programa capaz de hacer la poda tanto de manera automdtica
(determinando cual es el adaptador para eliminar segiin unas condiciones predefinidas) o de
manera manual (especificando las secuencias a eliminar o eligiendo la cantidad de lectura que

se quiere conservar).

Como ademas del adaptador se querian eliminar las zonas de las lecturas donde se comenzaba
a producir una reduccion de la calidad, se eligié la opcion de eliminar una cantidad fija de las
secuencias obteniendo como output las primeras 90 bases de cada lectura y como linea de

comandos:

cutadapt -u 90 -o /home/jaicagal/nuevo/ABL231_1_ 90.fastq /home/jaicagal/nuevo/ABL231_1.fastq
cutadapt -u 90 -o /home/jaicagal/nuevo/ABL231_2_ 90.fastq /home/jaicagal/nuevo/ABL231_2.fastq

Finalmente, las reads modificadas después de la aplicacidon de Cutadapt se volvieron a analizar
con fastqc y se observé que el conjunto de datos era éptimo para el posterior ensamblaje.
3.2 Ensamblaje.

3.2.1 Generalidades.

Asegurada las calidades de la muestras se procedié a la fase siguiente, el ensamblaje. El
ensamblaje es un proceso en el cual se agrupan y ordenan las reads obtenidas para conseguir
una secuencia consenso. Normalmente nunca se obtendrd la secuencia completa al finalizar el

procedimiento, sino que por el contrario alcanzaran niveles menores formados por grupos de
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reads que solapan entre ellos. Estos niveles podran ser “scaffolds”, la entidad minima del
ensamblaje constituida por las lecturas o “contigs”, unidades mayores que se basan en

agrupaciones de “scaffolds”.

Como pasaba en el control de calidad de las lecturas, el ensamblaje también presenta una
serie de caracteristicas que lo definen y que ayudan a discernir la confiabilidad del resultado.
En concreto, entre todos los pardmetros que se calculan destacan el grado de fragmentacién
de las secuencias, medible mediante el N50 (longitud de los contigs tal que usando contigs de
igual o mayor tamafo produce la mitad de las bases del genoma) y L50 (el nUmero mas
pequefio de contigs cuya suma de longitud constituye la mitad del tamafio del genoma), o la
composicion del resultado, que se evalla mediante métricas como el porcentaje del contenido

de guaninas y citocinas (GC%).

Al no saber el organismo al cual pertenecian las secuencias obtenidas, se optd por realizar un
ensamblaje de novo, es decir, que a diferencia del mapeo no utiliza un genoma de referencia
para ubicar los datos. Conforme esta premisa y para poder comparar y contrastar los
resultados se utilizaron dos ensambladores que utilizaban diferentes métodos
computacionales y posteriormente se analizaron mediante un software que determinaba la

calidad del procedimiento.
3.2.2 ABySS.

En primer lugar, se utilizd el software ABySS (v. 2.3.2) (117) para realizar la primera
aproximacién al ensamblaje. Este es un programa de cddigo abierto, implementado en C++
que se especializa en ensamblajes de lectura corta de novo. Su algoritmo estd basado en la
construccién de grafos ‘de Bruijn’, es decir, un método que representa los solapamientos de
una extension determinada entre diferentes fragmentos de lecturas de longitud K (k-mers). En
otras palabras, el funcionamiento de la operacién consta de 2 fases. En la primera se generan
todas las posibles subcadenas de longitud k (k-mers) que forman las lecturas y en la segunda se

superponen los k-mers para solucionar problemas de ambigliedades y extender los contigs.

Ademas, para especificar mas, de las distintas opciones elegibles se indicd que el maximo
tamanfio de k-mer que se generase deberia ser de 96 bases (k = 96) y que el ensamblaje final no

podria superar las 2G de bases (B=2G). Asi, la secuencia de la pipeline en Linux fue:

abyss-pe name=/home/jaicagal/nuevo/blautia k=96 B=2G
in='/home/jaicagal/nuevo/ABL231_1 90.fastq /1 /home/jaicagal/nuevo/ABL231 2 90.fastq /2'
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3.2.3 Spades.

Para el segundo ensamblaje el algoritmo elegido fue Spades (v. 3.13.1) (118) un ensamblador
que se suele aplicar para casos concretos en los que solo se dispone de una Unica célula del
microorganismo. La diferencia de este ensamblador con respecto a los demas radica en su
técnica, que, aunque basada en los grafos de Bruijn, esta modificada en ciertos aspectos que
aumentan su precisién y disminuyen el tiempo y esfuerzo de computacidon. En concreto, el
enfoque innovador es el lamado PDBG (Grafos Emparejados de Bruijn) que consigue calcular
las desviaciones en la distancia entre todos los dos k-mers posibles de cada lectura (k-bimer) y

ajustarla para conseguir el mejor resultado posible.

De todas las especificaciones posibles se escogieron las opciones de --sc (single cell), que indica
al programa que los datos recogidos son de una Unica procedencia y --careful, que es una
forma de reduccién del nimero de errores mediante la ejecucion de la herramienta integrada
MismatchCorrect y que ademds es recomendable en genomas pequeiios como era el caso del
estudio. Con todo esto, se construyo la siguiente pipeline:

spades -1 /home/jaicagal/spadesresult/ABL231_1_90.fastq -2

/home/jaicagal/spadesresult/ABL231_2 90.fastq --sc —careful -o
/home/jaicagal/spadesresult/emsamblaje.fastq

3.2.4 Quast.

Finalmente, para evaluar los ensamblajes obtenidos se utiliz6 Quast (v. 5.0.2) (119), una
herramienta que compara y valora la calidad en los ensamblajes, incluso sin disponer de un
genoma de referencia con el que contrastar los datos. Esta tarea la realiza principalmente con
el calculo de distintos mddulos que generan una idea de lo confiable que puede ser el
resultado de los ensambladores. La eleccidn de dichos mddulos dependera de las necesidades
de la investigacion. En este caso se establecieron los siguientes parametros. En primer lugar, se
determind en 10 el nUmero maximo de subprocesos que se podian realizar de manera paralela
(-t 10) para que se equilibrase el tiempo necesario por la computadora para llevar a cabo los
procesos y aun asi no produjese un gran esfuerzo computacional. Se especificé que los datos
introducidos se encontraban en scaffolds en lugar de contigs (-split-scaffolds). Ademas, se
introdujeron variables para el cdmputo de las calidades de las agrupaciones mediante k-mers
(--k-mer-stats). Finalmente, para poder comparar el ensamblaje obtenidos con otros realizados
de la misma especie y para analizar de manera superficial la calidad del resultado. Se

afiadieron opciones que estimaban tanto la posicion de las diferentes estructuras gendmicas
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como CDS, ORFs o genes (--glimmer), las secuencias de ADN ribosomal (--rna-finding)
necesario para la determinacion del microorganismo y la presencia de ciertos genes ortélogos
en otras especies (--conserved-genes-finding). Con la eleccién de todas estas medidas, la linea

de comandos fue:
Para Spades (v. 3.13.1):

python2 ./quast.py -o quastresult -t 10 --glimmer --rna-finding --split-scaffolds --k-mer-stats --est-insert-
size 130 --conserved-genes-finding -1 /home/jaicagal/nuevo/ABL231_1_90.fastq -2
/home/jaicagal/nuevo/ABL231_2_ 90.fastq /home/jaicagal/spadesresult/scaffolds.fasta

3.2.5 Repeticion del proceso.

Cuando se hubo analizado los ensamblajes con quast, aunque se observd que los productos
elaborados por Spades tenian una mejor calidad con respecto a los de Abyss, sobre todo en
ciertos ambitos como el de la fragmentacién, no existio la suficiente disposicién como para
que se diesen por confiables. Es por ello, que el microorganismo se volvié a secuenciar, en este
caso mediante la plataforma Nanopore (que generd lecturas mucho mas largas) y se repitio el
proceso, pero combinando las lecturas pasadas de lllumina con las de Nanopore. En esta
ocasién, teniendo presente el anterior analisis de los ensambladores por parte de quast, se
prefirid realizar el ensamblaje Unicamente con Spades. La pipeline de cada una de las

aplicaciones usadas quedaron:

Spades (v. 3.13.1):

spades -1 /home/jaicagal/spadesresult/ABL231_1 90.fastq -2
/home/jaicagal/spadesresult/ABL231_2 90.fastq --nanopore
/home/jaicagal/spadesresult/ABL231_ONT_R941.fastq --sc --careful -o
/home/jaicagal/spadesresult/emsamblaje.fastq

Para Abyss (v. 2.3.2):

python2 ./quast.py -o quastresult -t 10 --glimmer --rna-finding --split-scaffolds --k-mer-stats --est-insert-
size 130 --conserved-genes-finding -1 /home/jaicagal/nuevo/ABL231_1_90.fastq -2
/home/jaicagal/nuevo/ABL231_2 90.fastq /home/jaicagal/abysss/scaffolds.fasta

Para Quast (v. 5.0.2):

python2 ./quast.py -o quastresult -t 10 --glimmer --rna-finding --split-scaffolds --k-mer-stats --est-insert-
size 130 --conserved-genes-finding -1 /home/jaicagal/nuevo/ABL231_1_90.fastq -2
/home/jaicagal/nuevo/ABL231_2 90.fastq --nanopore
/home/jaicagal/nuevo/ABL231_ONT_R941.fastq /home/jaicagal/nuevo/scaffolds.fasta
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3.3 Anotacion estructural y funcional.

3.3.1 Quast

El siguiente paso, después de ensamblar las lecturas obtenidas, fue la anotacidn del genoma
ensamblado. Esta etapa consiste en la caracterizacion de los rasgos distintivos de las
secuencias. Se conseguird mediante dos formas, desde un punto de vista estructural, es decir,
indicando la disposicién de los distintos elementos gendmicos (exones, ORFs, transposones ...)

y desde un punto de vista funcional revelando la funcién de los genes que forman la secuencia.

Para llevar a cabo esta tarea y a su vez poder comparar resultados, se confid en tres programas
informaticos especializados con diferentes algoritmos y bases de datos. Como se ha explicado
en el apartado anterior quast proporciona algunos médulos que realizan estas deducciones. Es
por ello, que se utilizaron ciertos apartados para confirmar la informacién de los demas
softwares. En concreto se usé la opciéon Glimmer, que utiliza la herramienta GlimmerHMM
(120) de GeneMark basada en modelos probabilisticos de Markov (GHMM) y que a partir de
ciertos supuestos es capaz de generar un mapa con las regiones de las secuencias. Ademas,
también se empled la herramienta de cédigo abierto Barrnap (121), mediante la opcién rna-
finding, para la busqueda de ARN ribosémico a través de su propia base de datos. Finalmente,
la busqueda de ortélogos de genes en otras especies (conserved-genes-finding) se ejecutd con
el programa BUSCO (122), que a partir de los datos generados por medio de los modelos
ocultos de Markov (GHMM) y utilizando una base de datos propia (OrthoDB) es capaz de

predecir la funcionalidad de los genes propuestos.
3.3.2 Prodigal

Los dos otros programas que se gastaron fueron Prodigal y Eggnog Mapper. El primero,
Prodigal (v. 2.6.3) (123), es una aproximacion para analisis funcionales de genomas creada con
la intencion de ser lo mas veridica posible. Asi, el algoritmo del programa se encuentra en
constante entrenamiento para aumentar su sensibilidad en la detecciéon de ORFs y disminuir la
cantidad de falsos positivos. Para este trabajo se utiliza una base de datos creada a partir de un
centenar de genomas del GenBank. La linea de comando empleada para el proceso fue:

prodigal -d /home/jaicagal/prediccion/ABL231.fna -f gbk -i /home/jaicagal/spadesresult/scaffolds.fasta
-n -o /home/jaicagal/prediccion/ABL231.gbk -a /home/jaicagal/prediccion/proteina.fnn
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3.3.3 Eggnog Mapper

Finalmente, también se dispuso de la plataforma online Eggnog Mapper (v 2.17) (124). La
principal ventaja con respecto a los demds programas es su amplia base de datos propia
(eggNOG) con registros muy completos de los genes en cualquiera de los ambitos y que
permite al algoritmo de la plataforma buscar coincidencias significativas en colecciones
precalculadas de modelos de Markov (HMM). Otra razén que explica su uso es que al ser
online y realizar los cdmputos en servidores con mayor potencia que un ordenador
convencional, puede filtrar y evaluar mucha mas informacidon para conseguir mayor
sensibilidad. Finalmente, la utilizacion de términos jerarquizados que son conocidos en el
mundo de la bioinformatica, como las vias KEGG o las categorias COG, facilitan en gran medida

el analisis.

3.4 Alineacion de secuencias y filogenia.

Las secuencias del RNA ribosémico obtenidas en el anterior paso se utilizaron para cotejar la
especie de organismos a la que pertenecian mediante BLAST. BLAST (125) es un software
gratuito del NCBI que a través de la evaluacién de alineamientos de secuencias locales que se
encuentran en la base de datos de la institucidn, es capaz de obtener las secuencias que mas
se asemejan a la secuencia problema. Esta labor la conseguird mediante 3 pasos: el seeding,
donde el algoritmo creara k-mers de la secuencia problema y la alineara contra secuencias de
la base de datos; la extension del alineamiento y la evaluacién de dicha extensién con un

sistema de puntacion.

Obtenida la presunta especie a la que pertenecia el genoma secuenciado, se buscé las
secuencias de ribosdmicas 16S y 5S de especies relacionadas en la base de datos de GenBank y
se llevé a cabo las acciones necesarias para crear un arbol filogenético entre todas las
secuencias obtenidas. Ademads, también se captaron genomas tanto de otras cepas de la

misma especie, como de especies relacionadas para su posterior analisis.

Aunque los arboles filogenéticos fueron creados mediante el programa Megall (v. 11.0.11)
(126), se realizaron diversos alineamientos multiples con diferentes algoritmos para confirmar
la distribucién de los arboles. En primer lugar, se utilizé la forma web de Muscle (127) como
alineador. Este procesador se basa en la idea de la creacién de sucesivas matrices de relacion

entre todas las secuencias que se quieren alinear y después mediante el método de
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jerarquizacion UPGMA establecer arboles guia que ayuden a la generacién de los

alineamientos multiples.

Ademas, con el propio Mega también se alinearon las secuencias mediante el algoritmo de
Muscle que tiene integrado, pero en vez de utilizar el método UPGMA se usé el de Neighbour-
Joining, que se ha estimado 6ptimo para arboles de tipo evolutivo (127). Este hecho es asi ya
que el drbol mediante esta manera se ira creando desde las secuencias con mayor relacion

hasta las de menor.

Con los distintos alineamientos multiples construidos se realizé la filogenia mediante Megall
(126). Se decididé que se efectuarian arboles de maxima verosimilitud (Maximum Likelihood) y
como forma de comprobacion se utilizé la técnica del Bootstrap con un numero de 1000

iteraciones distintas de arboles para producir el arbol consenso.

4. Resultados y discusion

4.1 Ensamblaje.

A lo largo del presente trabajo, el principal objetivo del estudio ha sido la elaboracién vy
posterior confirmacién de un ensamblaje, a partir de las reads obtenidas, con el fin de evaluar
la relacién entre el microrganismo al cual pertenecia el genoma y su potencial rol en la
inflamacidn. Para ello, como se ha expuesto anteriormente, se eligié Spades como una primera
aproximacioén preliminar que se completaria con una evaluacién y perfeccionamiento de los

resultados mediante Quast.

Una vez obtenidos los posibles ensamblajes se escogieron una serie de pardmetros para
valorar la calidad de los resultados (Tabla 1). Para poder realizar una comparacion significativa
se optd por 3 de los estados mas representativos del proceso. En primer lugar, se eligieron los
datos provenientes del procedimiento completo (realizacion preliminar con Spades y
correccion mediante Quast) pero esta vez sin los datos gendmicos de la secuenciacién por
tecnologia Nanopore, es decir Unicamente con las reads proporcionadas por lllumina. También
se escogieron los resultados obtenidos exclusivamente por Spades con las reads tanto de
Illumina como de Nanopore. Finalmente, también se optd por los resultados procedentes del
proceso completo de ensamblaje con las reads resultantes de las dos plataformas de

secuenciacion.

Como se puede observar, existen grandes diferencias entre los ensamblajes. Si bien es cierto
que el tamafio total es parecido en todos los casos, es en el fraccionamiento de éstos donde se

aprecian las principales discordancias. En primer lugar, el nUmero de contigs serd un gran
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indicador para estimar la calidad. Cuanto menos contigs haya, mejor sera el ensamblaje, pues
mas compacto serd el resultado (128). Como se observa el uso de Quast para el
perfeccionamiento es esencial, ademds de que se hace patente la necesidad de complementar
los datos iniciales con reads de Nanopore para un resultado éptimo. Estos valores se
correlacionaran tanto con el N50, el tamafios del contig mds largo y el L50. El N50 es el valor
de la longitud del contig mas pequeio a partir del cual sumando las longitudes de contigs
mayores e iguales da como resultado mas del 50% de la longitud total del ensamblaje. En
cambio, el L50 es la cantidad minima de contigs que suman mas del 50% de la longitud del
ensamblaje. Asi, cuanto mas grandes sean los valores de N50 y la longitud del contig mas largo,
y mas pequeiio sea el valor de L50, el ensamblaje estard menos fragmentado, tendrd menos
zonas de incdgnita y por tanto se asemejara mas a la realidad. Se observa que con estos datos
se repite la misma situacién que con el nimero de contigs. Por un lado, se reitera la necesidad
de usar Quast para mejorar el ensamblaje resultante de Spades y por otro, se apunta a las
limitaciones que hubiesen ocurrido si solo se hubiese usado las lecturas de Illumina. Es por
todo ello, que se decidié que dentro del contexto del estudio el mejor ensamblaje seria el
procedentes del proceso completo de ensamblaje (Spades y Quast) con las reads resultantes

tanto de lllumina como de Nanopore.

Tabla 1. Comparacién de resultados del ensamblaje en diferentes momentos del estudio

Resul i Resul i

esultados Quast (sin esu ta.d’o Spades (sin Resultado Quast

dataset Nanopore) correccion de errores)
Tamafio (pb) 3.772.749 3.798.197 3.836.144
N2 Contings 137 393 5
N50 198.427 72.660 1.006.803
L50 8 37 2
Conting mas largo 1.045.274 248.563 1.635.515
Profundidad de o 232 143x
cobertura
GC (%) 44,44 44,12 44,48

4.2 Identificacion taxondmica.

4.2.1 Resultados Blast.

Una vez determinado cual es el mejor ensamblaje dentro del ensayo, se paso a averiguar cuadl
era la especie a la que pertenecia el genoma ensamblado obtenido. Para este propdsito se

utilizé el predictor de genes ribosomales incorporado dentro del paquete de Quast,
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obteniendo como resultado tanto las secuencias de ARN ribosomal de la subunidad 16S como
de la 23S del ensamblaje. Se eligieron estos operones ribosomales puesto que son secuencias
muy conservadas que permiten identificar facilmente las especies incluso con cambios

minimos entre las bases de diferentes organismos (129).

Estas secuencias sirvieron para crear emparejamiento con otras secuencias parecidas de la
base de datos del NCBI mediante BLAST. Atendiendo a la similitud en los resultados es posible

especificar qué especie es la mas probable que sea. Asi, se obtuvo: (Tabla 2) (Tabla 3)

Tabla 2. Resultados de Blast al realizarlo con la secuencia 165

16S

Organismo Score Porcentaje identidad N2 Acceso (GenBank)
Bacteria no identificada 2645 99,59% GQ897153.1
Bacteria no identificada 2639 99,52% GQ897209.1
Blautia massiliensis 2636 99,45% LN890282.1
Bacteria no identificada 2619 99,24% GQ897517.1
Blautia sp. 2608 99,10% CP040518.1

Tabla 3. Resultados de Blast al realizarlo con la secuencia 235

23S

Organismo Score Porcentaje identidad N2 Acceso (GenBank)

Blautia massiliensis 5137 99,79% CP085976.1

Blautia sp. 5110 99,36% CP040518.1

Blautia sp. 4253 93,89% LR994469.1

Blautia argi 3938 91,91% LR994468.1

Blautia argi 3928 91,84% CP030280.1

Se detecta que, sin lugar a duda, como se sospechaba por la evaluacién morfoldgica preliminar,
el organismo del cual provienen las lecturas es del género Blautia. Atendiendo al porcentaje de
identidad, y teniendo en cuenta la gran conservacidon de esta porcion del genoma, existen
grandes probabilidades que en concreto se trate de Blautia massiliensis, una especie del
género recientemente descrita y que, segun algunos informes anteriores, podria formar parte

dentro del proceso de regulacion de la obesidad mediante la inflamacion (105).
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4.2.2 Comparacion de genomas Blautia massiliensis.

Aun asi, para mayor fiabilidad se realizaron una serie de comprobaciones posteriores que se
describirdn a continuacién. En primer lugar, se efectudé una busqueda en distintas bases de
datos (GeneBank y ENA) con la finalidad de encontrar ensamblajes existentes de la misma
especie y asi poder compararlos con el generado en este trabajo. Los criterios de eleccién de
los ensamblajes existentes se basaron en valores éptimos de caracteristicas que indicaban un
resultado no fragmentado, es decir una estimacion alta de la N50 y un valor bajo del nimero
de contigs. Teniendo en cuenta estas apreciaciones se eligieron las siguientes cepas: B.
massiliensis GD9 (SAMEA3676640), B. massiliensis MSK.22.60 (SAMN14067542), B. massiliensis
1001254J) 160919 F9 (SAMN15533053), y B. massiliensis DFI.1_1 (SAMN24725948) y se compararon

con el resultado del ensamblaje de la cepa del estudio Blautia spp. ABL231. (Tabla 4)

Como se puede observar el ensamblaje generado en este trabajo tiene muy buenas
prestaciones en las caracteristicas que determinan su calidad con respecto a los demas
ensamblajes. Aunque no es el que mayor N50 tiene, si que es mayor que la mayoria de los
genomas registrados. Ademds, si que es el que menos fragmentado esta si atendemos
Unicamente a la cantidad de contigs formados. Estos rasgos, se deberdn seguramente a la

combinacion de plataformas de secuenciacion que forman mejores resultados.

Una vez comprobada la calidad del ensamblaje con respecto a otros, se comparan los rasgos
fundamentales para asegurarse de que concuerdan entre si y por lo tanto pueden ser
considerados de la misma especie, es decir que el resultado del estudio es Blautia massiliensis.

(Tabla 4)

Se advierte como se asemejan bastante la mayoria de las caracteristicas fundamentales del
ensamblaje problema con los demas. En primer lugar, el tamafo del genoma, aunque es
ligeramente mayor el obtenido en la investigacidn, es del mismo orden de magnitud que el
resto, siendo al que mas se parece la cepa GD9, que es justo la que mejor calidad de
ensamblaje tenia. Con lo que respecta a la cantidad de genes predichos, se encuentra una alta
similitud entre todas las opciones consultada, ya que solamente en una cepa el valor de este
rasgo se encuentra en un rango diferente al de 3350-3300. Posteriormente también se
analizardn a grandes rasgos las categoria COG de cada uno de los ensamblajes para averiguar si
los datos del estudio son coherentes con los registros existentes. Finalmente, otro pardmetro
que se examind fue el porcentaje de GC en el genoma. Este, una vez mas, expresé una alta

afinidad entre cepas reforzando la idea de que la especie a estudiar fue Blautia massiliensis.
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Tabla 4. Comparacién de ensamblajes de Blautia massiliensis

B. massiliensis

msents Dol S onisetames e
Plataforma de secuenciacion Illumina MiSeq [llumina HiSeq ll:g;gfe’\_/:\ijii?g'\l\la Illumina HiSeq Ilumina MiSeq
Tamafio (Mb) 3,72 3,61 3,8 3,41 3,59
9 51 5 47 59
2.528.264 170.554 1.006.803 130.922 158.108
Genes predichos 3.346 3.311 3.321 3.171 3.337
Operones de rRNA 16 14 15 2 5
43,98 43,90 44,48 44,40 44,20

Los datos del ensamblaje de las cepas B. massiliensis GD9, B. massiliensis MSK.22.60, B. massiliensis 1001254)_160919_F9 y B. massiliensis DFI.1_1
fueron obtenidos mediante informacidn disponible en GenBank y ENA.

4.2.2 Comparacion filogenias

Una vez comprobada la similitud de los datos mediante la comparacion entre el ensamblaje
generado en el laboratorio y diferentes resultados bibliograficos, se pasé a realizar arboles
filogenéticos con la intencidon de clarificar la relacion de la cepa investigada con las demas
especies del género. Es por ello, que se eligieron secuencias de ADN de especies del género
Blautia, ademas de una especie no relacionada, como es el Lactobacillus Cassei, para enraizar

los arboles.

Las secuencias elegidas fueron de las subunidades ribosomales 16S (Figura 1) y 23S (Figura 2)
gue como se ha especificado anteriormente estdn altamente conservadas. Es por ello, que
cualquier minimo cambio en el ADN se podrd identificar de manera mas sencilla y generara un
rastro mayor para los algoritmos de creacidn de arboles filogenéticos. Ademas, normalmente
este tipo de secuencias son de las mas estudiadas ya que permiten la identificacion de las
especies, por lo que es mas facil encontrar datos de los organismos que se quieren comparar.
Aun asi, es importante especificar que el género Blautia comprende, por el momento, una
veintena de especies distintas (130), por lo que en el caso de la subunidad 23S no fue posible
encontrar secuencias de todas las especies en las bases de datos bioldgicas. Todas las
secuencias que se emplearon para la construccién de los arboles filogenéticos se pueden
encontrar en la base de datos de GenBank, por lo que en los arboles también se detallaron el
numero de identificacién de las secuencias entre paréntesis. Con todas estas especificaciones,

se generaron los siguientes dos arboles.
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Blautia massiliensis MSK_15.19 (CP085976.1)
Blautia massiliensis 446 (MT905178.1)

Blautia massiliensis FDAARGOS 1576 (CP085976.1)
Blautia massiliensis GD8 (LNB90282 1)

47 Blautia spp. ABL231

Blautia provencensis Marseille-P3602 (LT714168.1)
40 ﬁE Blautia luti DSM 14534 (AB691576)
51 Elautia wexlerae DSM 19850 (EF036467.1)

100 Blautia faecis M25 (HMG26178)
Blautia phocaeensis Marseille-P3441 (LT631543.2)
49 Blautia intestinalis 27-44 (MK224720.1)
Blautia obeum ATCC 29174 (L76601)
Blautia schinkii DSM 10518 (X94965.1)
Blautia caecimuris 5J18 (KR3647486)
Blautia glucerasea HFTH-1{AB439724.1)
Blautia stercoris GAME-1 (HME26177.1)
Blautia argi N6H1-15 (KX025138.1)

21

35

79 Blautia hansenii JCM 14655 (AB534168)
35 . Blautia pseudococcoides YL5S (KR364747.1)
100 | Blautia hominis KB1 (MGG696224.1)
100 Blautia marasmi Marseille-P2377 (LT631508)
47 Blautia coccoides Ga-1 (KX594322.1)
og ' Blautia producta ATCC 27340 (X94966)
[ Blautia brookingsii SG772 (MH127966.1)
100 — Blautia faecicola KGMB01111 (MK424331.1)
Blautia hydrogenotrophica JCM (AB810751.1)
Lactonifactor longoviformis ED-MtE1/PYG-s6 (DQ100449.1)
Lactobacillus casei ATCC 393 (AF469172)
i i i i i |
010 0.08 0.06 0.04 0.02 0.00 Scale

Figura 1. Filogenias de la secuencias ribosomales 16S

100 | Blautia spp. ABL231

| Blautia massiliensis FDAARGOS1576 (CP0OB59TE.1)

Blautia intestinalis A2744 (JACOQEQ00000000.1)

Blautia luti DSM14534 (WMBC00000000.1)

Blautia coccoides YL58 (CP022713.1)

Blautia producta ATCC27340 DSM2950 (CP048626.1)

Blautia argi KCTC 15426 (CP030280.1)

Blautia hansenii DSM20583 (CP022413.2)

Blautia faecicola KGMB01111 (SDKC00000000.1)

Blautia hydrogenotrophica DSM10507 (GGE57679.1)

Lactobacillus casei DSM 20011 (AP012544.1)

'l 'l 'l 1
L] L] L] L] L]
0.08 0.06 0.04 0.02 0.00

Figura 2. Filogenias de la secuencias ribosomales 23S
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A grandes rasgos, sin analizar las filogenias de forma pormenorizada, se distingue en los dos
arboles un clado perteneciente de manera exclusiva a cepas de la especie de Blautia
massiliensis, donde, de manera conveniente se encuadra el organismo problema del estudio.
Ademas, para mayor seguridad, los valores de bootstrap (re-muestreo aleatorio) obtenidos en
ambos drboles para el clado perteneciente a Blautia massiliensis son de 100, es decir en todos
los supuestos arboles construidos por el algoritmo para confirmar las distribuciones de las
especies, se creaba un subgrupo en que se agrupaban las especies de Blautia massiliensis,

entre ellas el ensamblaje del trabajo.

Si se comenta mas detalles de los resultados, lo primero que habra que especificar es, que
como se aprecia, los valores de bootstrap de la mayoria de los nodos son inferiores a 70, por lo
que habra que tener cuidado a la hora de sacar cualquier tipo de conclusién. Aun asi, se puede
recurrir a otros estudios bibliograficos para poder discernir si los arboles estdn bien
construidos y por lo tanto se confirma la especie a la que pertenece el organismo que se

quiere estudiar.

En primer lugar, se observa que la especie mas alejada filogenéticamente del género, en los
dos casos, es la correspondiente a Blautia hydrogenotrophica. Si se compara con los datos
bibliograficos consultados (130) se observa que esta apreciaciones concuerdan con lo
publicado anteriormente. En estos mismos estudios (130) también se advierten ciertos
subgrupos con alto valor de bootstrap y que, por lo tanto, tienen alta posibilidades de ser
cercanos a nivel filogenético. Entre estos nodos, destacan los formados por dos binomios, el de
Blautia coccoides y Blautia producta y el de Blautia marasmi y Blautia hominis. Ademas, estos
nodos, normalmente estdn conectados tanto con las especies Blautia hanseii como con Blautia
argi. Si se compara el clado anteriormente nombrado con los arboles generados, se observa
que estan presentes en los dos, si bien es cierto que en el arbol de las secuencias 23S de

algunas de las especies nombradas no existen datos.

Finalmente, para verificar las filogenias, el analisis se centra en los nodos que se encuentran
junto a la especie Blautia massiliensis. En la bibliografia consultada se aprecia como esta
especie se encuentra estrechamente relacionada, en particular con Blautia luti y de forma mas
alejada con Blautia wexlerae y Blautia provencensis. Si el foco se centra en el arbol de 1685, ya
que es el Unico en el que se encontraron datos de todas estas especies, se detecta una relacion
bastante mas estrecha respecto a las demas especies, entre las 3 especies anteriormente
nombradas y el clado en el que se encuadran todos los organismos pertenecientes a Blautia

massiliensis.
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Acorde a todas estas evaluaciones se puede determinar con alto grado de seguridad, que la
especie que se encontré de manera diferencial en personas con un indice de masa corporal
correcto es Blautia massiliensis. Aun asi, se encontraron algunas discrepancias morfoldgicas
cuando se compard la evaluacidn que se realizé en el laboratorio de este estudio con respecto

al realizado en las referencias bibliograficas encontradas.

Segun el estudio que descubrié la bacteria (105) la caracterizacion de la especie dio como
resultado bacterias ovaladas Gram-negativas, mientras que en este estudio se observaron
bacterias cocoides Gram-positivas, que se encontraban en agrupaciones de pares de células.
Esta discrepancia es llamativa ya que todas las especies pertenecientes al género Blautia que
se han detectado hasta el momento se encontraron Gram-positivas. Ademds, cuando se
compard el ensamblaje resultado de la investigacién con el que se obtuvo en el articulo
cientifico que se referencia, se observd que eran parecidos en la gran mayoria de sus
caracteristicas, por lo que la explicacién mas razonable seguramente sea una equivocacion

involuntaria.

4.3 Resultado analisis funcional

Para acabar, una vez determinada la especie a la que pertenecia el microorganismo problema
se realizod la anotacion estructural y funcional del ensamblaje generado. Para ello, se acudié a
la clasificacion mediante categorias COG. Estas son un tipo de categorizacion que se
fundamenta en bases de datos de agrupamiento de genes ortdlogos, es decir, cada gen se
clasifica dependiendo de su funcion (131). Existen 26 grupos diferentes en los que se pueden
clasificar a los genes dependiendo de su funcién, asi, segun las necesidades de los
microrganismo tendrd mas o menos cantidad de genes de una categoria o de otra. Es por ello,
que analizando la composicidon de tipos de genes se puede averiguar el contexto y las
funciones para el sistema que realiza la bacteria (131). Teniendo esto en cuenta, al analizar

funcionalmente a la bacteria se obtuvo la siguiente tabla (Tabla 5).

Lo que primero llama la atencidn es la gran cantidad de genes cuya funcién se desconoce o no
estan registrados. Este hecho podria sesgar los resultados, ya que es posible que justo los
genes que no se conocen sean los que aumenten la proporcion de genes de una determinada
funcidén, pero se acepta que lo mas probable es que, habiendo interpretado casi el 70% de los

genes predichos, los restantes sigan el mismo patrén.
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Tabla 5. Clasificacién de la composicién genética del ensamblaje mediante categorias COG

Categoria Porcentaje N2 Genes Explicacion
[A] - - Procesamiento y modificacion de ARN
] 4,5 151 Translacién
(K] 9,3 310 Transcripcion
(L] 7,9 261 Replicacién y reparacion
[D] 1,6 54 Control del ciclo celular y mitosis
[B] - - Estructura y dinamica de la cromatina
[Y] - - Estructura nuclear
V] 3,2 107 Mecanismos de defensa
[T 4,4 145 Transduccién
[M] 5,1 170 Biogénesis de pared/membrana/envoltura celular
[N] 0,5 17 Motilidad celular
(Z] 0,0 1 Citoesqueleto
(W] - - Estructuras extracelulares
[U] 1,8 59 Trafico intracelular y secrecidn
[0O] 1,9 63 Modificacién post-traduccional y funciones de chaperona
(X] - - Transposones
[C] 6,1 201 Produccién y conversién de energia
[G] 6,4 211 Metabolismo y transporte de carbohidratos
[E] 5,7 189 Metabolismo y transporte de aminodcidos
[F] 2,5 82 Metabolismo y transporte de nucledtidos
[H] 5,7 189 Metabolismo coenzimatico
(1] 1,6 53 Metabolismo lipidico
[P] 4,3 143 Transporte inorgdnico de iones y metabolismo
Q] 0,9 31 Estructura secundaria
[R] - - Prediccién funcional general solamente
[S] 22,2 738 Funcién desconocida
- 8,3 275

Otro hecho que sobresale sobre el resto es que en ciertos grupos de genes no se ha detectado
ninguno. Este es el caso de, por ejemplo, las categorias B e Y correspondientes a genes que
regulan la estructura de la cromatina y que controlan la organizacién nuclear respectivamente.
Es normal que no existan genes de este tipo, puesto que los organismos procariotas carecen
de este tipo de estructuras (132). Lo que si puede llamar mds la atencién es la baja cantidad de
genes correspondientes a los tipos X y Z, responsables tanto de la regulacion de la funcidn de
los transposones como del citoesqueleto. En lo que respecta a los transposones,
posteriormente se comparard con otras especies del mismo género para dilucidar la razén del

resultado, pero si que es llamativa la no presencia de ningliin gen que regule el citoesqueleto
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procariota cuando desde la Ultima década se han ido descubriendo diferentes moléculas que si
estan implicadas en esta funcion (133). Este hecho hace patente lo escrito anteriormente, la
gran cantidad de genes cuya funcidn se desconoce puede alterar el resultado de la discusidn y

conforme se vayan descubriendo nuevas funcionalidades, los resultados seran mas precisos.

En las demds categorias, su abundancia varia dependiendo su utilidad de ese ambito en su
contexto. Es por ello, y como ultima verificacion de la calidad de los datos, se compard las

predicciones de las categorias COG de los ensamblajes de Blautia massiliensis que se utilizaron

anteriormente. (Figura 3)
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Figura 3. Comparacién de los patrones génicos de diferentes cepas de Blautia Massiliensis.

Como se puede apreciar los patrones de los resultados en la comparativa son bastante
similares con pequefias divergencias atribuidas a las diferencias entre los ensamblajes, pero a
nivel de forma, encajan casi a la perfecciéon. Si que destaca que en ciertos aspectos el
ensamblaje del estudio presenta mayor cantidad de genes comparado con los demas, sobre
todo en la regulacidn de la transcripcion y factores relacionados con la replicacién y reparacién
del genoma. A priori, no deberia existir razén alguna para estas diferencias por lo que la

hipdtesis mas acertada sea otra vez discrepancias en la generacién de ensamblajes.

Un rasgo que si que podria ser bastante relevante es el alto porcentaje en todos los

ensamblajes de las categorias relacionadas con el metabolismo de biomoléculas y generacion
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de energia. Se ha demostrado que en circunstancias de inanicion uno de los géneros de
bacterias que mas disminuyen es precisamente Blautia (134). Este hecho, ademas de la
hipétesis de otros estudios que encontraron especies de Blautia sobrerrepresentadas en haces
de humanos normopesos (107) y que detectaron relaciones entre la presencia de especies de
Blautia y beneficios en pacientes con diabetes tipo 2 (109), se podria explicar por la alta

capacidad de estos microrganismos en catabolizar grasas y azucares.

Otra caracteristica que podria tener importancia en la falta de desarrollo del proceso
inflamatorio es la baja cantidad de genes que provienen a la bacteria de motilidad celular. Asi,
este factor dificultaria a la bacteria su difusién al torrente sanguineo o lugares en los cuales se

encuentran células inmunitarias que desencadenan inflamacién (47).

5. Conclusiones

Como conclusién, en este trabajo se realizé un ensamblaje de un genoma a partir de las
lecturas generadas mediante dos plataformas de secuenciacion distintas, lllumina y Nanopore.
Después de realizar una serie de comprobaciones se determind que el microorganismo que se
encontraba en abundancia en la microbiota de personas con un buen indice de mas corporal

era Blautia massiliensis.

Posteriormente se realizd un estudio funcional del genoma mediante la clasificaciéon de los
genes que resultaron en la prediccidon estructural en categorias COG. Con la comparacién de
resultados de diferentes especies se llegd a la conclusion que podria existir un mecanismo
comun entre especies estrechamente relacionadas de Blautia para realizar un control del

desarrollo de la respuesta inflamatoria.

Si se quiere entender la razén y la importancia de esta especie en la composicidon de la
microbiota y sus consecuencias para la regulacion de la inflamacion y posterior desarrollo de
ciertas enfermedades, una investigacion mds detallada y basada en el conocimiento de sus

mecanismos metabdlicos es absolutamente necesaria.

Finalmente, a vista de los resultados y la bibliografia existente, es indudable que esta especie,
Blautia massiliensis, juega un papel muy importante dentro de la composicién de la microbiota.
Aun asi, todos los estudios referentes a especies de Blautia relacionadas, e incluso a otras que
no tienen nada que ver con Blautia, indican que el comportamiento de cualquier
microorganismo esta mediado por su contexto y entorno, por lo que aun siendo optimista, no

hay que olvidar que se necesita mas informacién para conocer la naturaleza real de la bacteria.
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