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Analisis In silico de la diversidad taxonémica del micobioma y su relacion con

estados de salud y enfermedad en poblaciones humanas de diferente ancestria
Resumen

El microbioma es el conjunto de microorganismos y su contenido genético que se
encuentran habitando un ambiente determinado. Los miembros del microbioma pueden ser:
bacterias, virus, hongos, y protozoarios. El cuerpo humano representa un ecosistema
complejo dentro del cual se distinguen diferentes habitats. Las bacterias son los
microorganismos de mayor abundancia y que presentan un mayor potencial en el
mantenimiento de estados de salud o el desarrollo de cuadros de enfermedad en el
hospedero. Otro grupo importante dentro del microbioma humano son los hongos, sin
embargo, las comunidades fangicas en el cuerpo humano no_han sido extensamente
estudiadas. En este trabajo mostramos la diversidad de hongos de 3 poblaciones humanas
derivado del andlisis metagendmico de datos publicos de 3 proyectos de microbiomas
humanos: (1) Estadounidenses / HMP: 16 zonas del cuerpo; (2) Europeos / MetaHIT-Eur:
tracto gastrointestinal; y (3) Chinos / MetaHIT-Ch: tracto gastrointestinal; haciendo una
comparacion entre grupos de casos (enfermos) y controles (sanos). Nuestros resultados
muestran que en individuos estadounidenses sanos las zonas de la piel y mucosas
presentan baja diversidad y se encuentran gobernadas por los géneros Malassezia y
Candida, respectivamente. En las 3 poblaciones evaluadas, el tracto gastrointestinal es una
zona que presenta elevada diversidad y en donde destacan dos géneros: Enterocytozoon
y Saccharomyces. En individuos europeos, al comparar casos (IBD) y controles no se
encuentran diferencias a nivel de composicion y diversidad de hongos encontrados. Por su
parte, en la poblacion de individuos chinos, el grupo de casos (diabetes) muestra mayor

abundancia del género Saccharomyces en comparacion con el grupo control.
Abstract

The microbiome is the collection of microorganisms and their genetic content that inhabits a
certain environment. The members of the microbiome can be bacteria, viruses, fungi, and
protozoa. The human body represents a complex environment in which can be distinguished
different habitats. Bacteria are the most abundant microorganisms, and they represent a
larger potential in the maintenance of states of health and disease in the host. Another group
of great importance within the human microbiome is the fungal component. However, the

fungal communities inside the human body have not been extensively studied. Here, we



show the fungal diversity of 3 different human populations derived from the metagenomic
analysis of public datasets, which comprise 3 human microbiome projects: (1) Americans /
HMP: 16 body sites; (2) Europeans / MetaHIT-Eur: intestinal tract; and (3) Chinese /
MetaHIT-Ch: intestinal tract; we made comparisons between case (disease) and control
(health) groups. Our results show that in healthy individuals from the United States, skin and
mucosal related-sites show a low diversity and they both are governed by the Malassezia
and Candida genera, respectively. Within the 3 evaluated populations, the intestinal tract is
the zone that represents the higher diversity and where the genera Enterocytozoon and
Saccharomyces are highly represented. In the European individuals, by comparing the
groups of cases (IBD) and controls (No IBD), we could not track differences in the
composition and diversity of the identified fungi. While in the chinese population, the group
of cases (diabetics) shows a higher abundance of the genus Saccharomyces compared to

the control group.
1. Introduccidn

El microbioma puede ser definido como la comunidad microbiana total dentro de un
ambiente especifico, incluyendo tanto sus productos generados, como sus biomoléculas
(Morgan, Segata and Huttenhower, 2013). Estos ambientes pueden ser el cuerpo humano
o partes del mismo, como las mucosas, incluyendo a las distintas partes de la boca y la
zona vaginal, o los epitelios. Los microorganismos en las distintas zonas de nuestro cuerpo
representan alrededor de 3.8 trillones de células, igualando al total de células humanas
estimadas en 3 trillones (Sender et al., 2016), entre las que se encuentran bacterias, hongos
y protozoarios, ademas de virus (Qin et al., 2010). Aunque esta proporcion y diversidad
varia de acuerdo a la zona del cuerpo, el tracto gastrointestinal es la zona que presenta
mayor abundancia y diversidad (Peterson et al., 2009). Actualmente sabemos que muchos
de estos microorganismos tienen una funciéon importante en procesos metabdlicos,
nutricionales, fisiolégicos e inmunoldgicos (Ottman et al., 2012). Por ejemplo, a nivel
bacteriano el filo Bacteroidetes es uno de los més abundantes en el tracto gastrointestinal;
comprende 4 clases y alrededor de 7,000 especies; los integrantes de este Filo se conocen
por su funcibn como especialistas en la degradacién de materia orgéanica de alto peso
molecular como proteinas y carbohidratos (Thomas et al., 2011), lo cual apoya a los

procesos fisiolégicos gastrointestinales.

Una gran parte de la importancia conferida a los componentes de la microbiota y el

microbioma humano ha sido su relacion con estados de salud y enfermedad. Con el objetivo
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de indagar sobre la relacion entre estos componentes, se han realizado grandes esfuerzos
para conocer la composicién del microbioma en estados de salud en diversas poblaciones
humanas. Uno de los estudios mas destacados es el Proyecto del Microbioma Humano
(HMP, The Human Microbiome Project) (Human Microbiome Project Consortium, 2012) .
En dicho proyecto, se estudiaron 15 zonas distintas del cuerpo de individuos
norteamericanos y se establecieron los microorganismos centrales presentes en cada una
de estas zonas mediante un analisis taxonémico y funcional. Otro esfuerzo por conocer la
abundancia y diversidad del microbioma humano, pero con un enfoque en-salud y
enfermedad fue el Metagenoma del Tracto Intestinal Humano (MetaHIT, Metagenome of
Human Intestinal Tract) (Qin et al., 2010). En dicho estudio, los autores describieron las
poblaciones bacterianas y su funcidon en individuos europeos sanos (dentro de sus
estandares asignados) contra un grupo de individuos con Enfermedad Inflamatoria
Intestinal (IBD, Inflammatory Bowel Disease). Un siguiente ‘estudio por el mismo autor
surgi6 dos afios después con la publicacion del metagenoma intestinal de individuos

pertenecientes una poblacién china asociado a diabetes tipo 2 (Qin et al., 2012).
1.1. El microbioma humano

El concepto del “microbioma humano” fue propuesto por primera vez por Joshua Lederberg,
quien utilizdé este término para referirse a la “comunidad ecoldégica de microorganismos
comensales, simbidticos y patogénicos que comparten nuestro espacio corporal”
(Lederberg & Mccray 2001). Actualmente se sabe que la mayor parte de nuestro cuerpo se
encuentra habitada por bacterias y hongos, y que una gran parte de estos lleva a cabo
funciones importantes en nuestra nutricion y fisiologia, reflejandose asi, al final, en nuestro
estado de salud (Ottman et al., 2012). Sin embargo, la composicion del microbioma humano
varia de acuerdo a diversos factores, la mayor parte de ellos ambientales y del propio
hospedero; involucrando asi factores genéticos, alimenticios, de consumo de farmacos,
edad y sistema inmune; ademas, las interacciones naturales entre los componentes del
microbioma propias de una comunidad ecoldgica, son también un factor fundamental
(Blekhman et al., 2015). Datos de secuenciacién masiva de muestras fecales del HMP han
mostrado que la mayor parte del microbioma humano se compone de bacterias, seguido
por hongos, protozoarios y virus (Peterson et al., 2009). Algunas de las observaciones mas
relevantes sobre la composicion bacteriana del microbioma humano son las siguientes: i)
E. coli se encuentra presente en el intestino de la mayoria de los individuos pero a muy baja

abundancia, ii) especies del género Campylobacter, que incluye a patégenos oportunistas,



se encuentran en la cavidad oral como microbiota normal de personas sanas, iii) el género
Bacteroides es el mas abundante a nivel intestinal en sujetos sanos, iv) el género
Streptococcus se encuentra en mayor proporcion en la cavidad oral, y v) Staphylococcus
epidermidis coloniza la mayor parte de las zonas externas del cuerpo (Morgan, Segata &
Huttenhower, 2013).

A pesar de los grandes esfuerzos por conocer de manera mas profunda todos los
componentes del microbioma humano, su diversidad taxonomica y funcional, sus
interacciones, los componentes principales de éste y su variacién en distintos estados
fisioldégicos del hospedero, aun falta mucho trabajo por hacer para conocer al microbioma
humano en su totalidad. El estudio del microbioma es complejo, y mas aun el estudio del
mismo a nivel del tracto gastrointestinal, que es a donde se han dirigido actualmente la

mayor parte de los estudios.

Sin embargo, algunos estudios muestran que el microbioma humano difiere incluso entre
individuos sanos pertenecientes a un mismo grupo poblacional (Human Microbiome Project
Consortium, 2012). Esto indica que los componentes del microbioma no son estaticos, y
gue se encuentran en constante cambio en respuesta a distintos factores que ya
conocemos y muchos otros que aun no, como las complejas interacciones entre los
diversos grupos taxondémicos que lo componen y de estos con factores propios del

hospedero.
1.1.1. El microbioma del tracto gastrointestinal

El estudio del microbioma humano comenzéd con el objetivo de conocer ampliamente la
distribucién y diversidad de microorganismos y sus productos génicos en las distintas zonas
del cuerpo, tanto en mucosas como en epitelios, incluyendo la boca, lengua, piel, vagina,
heces fecales, entre otros (Peter J. Turnbaugh et al., 2007). Sin embargo, después del HMP
en el afio 2007, los estudios han centrado su atencion en la investigacion del microbioma
intestinal debido, en gran parte, a la alta diversidad de bacterias y hongos observada en
esta zona. Otra de las razones por el creciente interés en estos estudios se debe a la
relacion de este microbioma con distintos desordenes y enfermedades del tracto
gastrointestinal, como la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerativa (Qin et al., 2010) y los
adenomas colorectales (Sun & Kato, 2016). Aunque también tiene relacion con otro tipo de

enfermedades y desordenes metabdlicos como la diabetes tipo 2 (Qin et al. 2012), algunos



procesos neurodegenerativos (Erny & Prinz, 2017), la obesidad (Parekh, Balart & Johnson,
2015), entre otros.

1.2. El micobioma humano

Si bien los esfuerzos por caracterizar los distintos componentes del microbioma humano
han aumentado durante los Gltimos afios—con mas de 3,000 articulos cientificos publicados
Unicamente en el afio 2016, comparado con menos de 90 publicados en el afio 2006 (Cani,
2017)—,la investigacion en este campo se ha centrado principalmente en el componente
bacteriano del microbioma, dejando a un lado a otros componentes importantes como los

hongos.

El componente flngico del microbioma humano se conoce como micobioma (Ghannoum et
al., 2010). El microbioma de cada individuo contiene miles de diferentes especies de
microorganismos, sin embargo, sélo una pequefia cantidad de especies dominan la mayor
parte de la comunidad, representando al 99.9% del microbioma. El 0.1% restante se
compone de especies menos abundantes pero mas diversas; a este componente de menor
abundancia pero mayor diversidad se le denomina biosfera extrafia (Huffnagle & Noverr,

2013). Dentro de la biosfera extrafia podemos-encontrar al micobioma (Figura 1).

=

(8)
Hongos

' N\

‘Biosfera extrafia’

comunidad

El microbioma

Abundancia relativa en la

Especies microbianas u OTUs (en orden decreciente de Bacterias

abundancia)

Figura 1.-Abundancia de especies en el microbioma. Panel A) Muestra un gréfico de la
abundancia relativa y el nUmero de especies en una comunidad. Panel B) Muestra un
grafico de pay en donde el microbioma se encuentra conformado casi en su totalidad por
bacterias, y una parte muy pequefia por hongos (Tomado y modificado de Huffnagle &
Noverr 2013).

Parte de la importancia de conocer cuales son los componentes del micobioma es su
relacion con estados de enfermedad (Cui, Morris & Ghedin, 2013). Este tipo de estudios se

basan en un disefio experimental que involucra la participacion de dos grupos de individuos:



(1) Individuos sanos (sin la condicién de estudio), (2) individuos con enfermedad (con la
condicién en estudio), ambos grupos pertenecientes a una misma poblacion. El objetivo
principal de estos estudios es observar dos propiedades de las comunidades ecoldgicas:
estructura taxonémica y funcional de cada grupo, y observar las diferencias que se
presentan en estos. En muestras orales de individuos sanos se ha reportado la presencia
de ciertos taxa como: Candida, Cladosporium, Aspergillus, Fusarium, Glomus, Penicillium,
Alternaria y miembros del orden Saccharomycetales (Ghannoum et al., 2010). Otros
estudios con individuos en estados de enfermedad como el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), han mostrado que la diversidad de especies de hongos en-la boca
disminuye, siendo el género Candida el que se encuentra en una proporcién de casi el
100% (Lucia Bosco et al., 2003). Aunque la diversidad de hongos en el cuerpo humano
también difiere en funcion de las distintas zonas del cuerpo, el género Malassezia es el que
mayor proporcion alcanza en zonas de epitelio expuestas, como son las plantas de los pies,
las manos, los brazos, entre otros (Findley et al., 2013). Entre las especies de Malassezia
descritas se encuentran M. restricta, M. globosa y M. sympodialis. A nivel gastrointestinal,
en adultos sanos, se han descrito diferentes taxa como Wallemia, Trichomaceae,
Saccharomycetacae, Rhodotorula, y Pleosporaceae (Dollive et al. 2012). También, a nivel
gastrointestinal, pero en individuos con enfermedad inflamatoria intestinal (Enfermedad de
Crohn y colitis ulcerativa) las especies de hongos descritas se encuentran principalmente
dentro de los los géneros Rhodotorula, Galactomyces, Trametes, Pleospora, Sclerotinia,

Penicillium, Bullera, Ustilago, Candida, entre otros (Ott et al., 2008a).

En mucosas como el tracto urogenital, las distintas partes de la cavidad oral, y en el tracto
gastrointestinal es comin que se genere una colonizacion por especies de Candida, tan
solo en individuos sanos la prevalencia de Candida oscila entre el 30 y el 70% (Huffnagle
& Noverr, 2013). La prevalencia de Candida en individuos con algun estado de enfermedad
que comprometa su sistema inmune también es elevada, algunas especies de importancia
clinica-en_ humanos son Candida albicans, Candida glabrata, Candida rugosa, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Candida dubliniensis, Candida krusei y Candida lusitaniae
(Odds, 1984).

A pesar de que el estudio del micobioma ha aumentado en los ultimos afios, alun quedan
varias limitantes por vencer para conocer la diversidad total de hongos en grupos de
individuos sanos como enfermos. Para ello, es indispensable establecer metodologias cuyo

fin particular sea explorar el micobioma. Actualmente una gran cantidad de protocolos de



extraccion de ADN y metodologias para el manejo de muestras que se utilizan en el estudio
del microbioma humano se encuentran optimizadas para realizar la extraccion de ADN
bacteriano, generando un sesgo en la obtencibn de ADN fungico en estudios
metagendmicos (Kong & Morris, 2017). Ademas, la manipulacion de las muestras fecales
para el estudio del microbioma intestinal también es un paso critico durante la recuperacion
de ADN fangico, congelar las muestras y no realizar extraccién de ADN con material fresco

disminuye el rendimiento de ADN obtenido asociado a hongos (Huseyin et al., 2017).

1.3. Enfermedades humanas relacionadas a la composicion del

microbioma intestinal

Uno de los mayores intereses en el estudio del microbioma, y en _especial en la zona
gastrointestinal es su relacién con estados de salud y enfermedad. Durante cuadros de
enfermedad ciertos componentes del microbioma aumentan y otros-disminuyen de manera
diferencial. A pesar de que son muchos los casos en los que se han reportado estas
diferencias de abundancia y composicion (ver Tabla 1), ha sido dificil describir el impacto
preciso del microbioma intestinal en la salud humana y.como éste se encuentra involucrado
en estados de enfermedad (Cani, 2017) (Carding et al. 2013).

Tabla 1. Enfermedades causadas por miembros propios de la microbiota humana
(Tomada y modificada de Wilson 2016).

Microorganismo Enfermedad

Enterococcus faecalis Infecciones del tracto urinario,

endocarditis, meningitis, infecciones en

heridas
Moraxella catarrhalis Broncopneumonia, sinusitis, otitis media
Haemophilus influenzae Meningitis, pneumonia, sinusitis, otitis

media, epiglotitits

Proteus mirabilis Infecciones del tracto urinario
Helicobacter pylori Gastritis, Ulceras, carcinoma
Streptococcus mutans Caries dentales, endocarditis




Porphyromonas gingivalis Periodontitis

Actinomyces israelii actinomycosis Actinomicosis

Staphylococcus saprophyticus Infecciones del tracto urinario

Neisseria meningitidis Meningitis

Malassezia spp. Dermatitis atdpica, dermatitis seborreica,
foliculitis

Gardnerella vaginalis Vaginitis bacteriana

Como ahora sabemos, la mayor parte del cuerpo humano se encuentra colonizada por
microorganismos, los cuales se han adaptado especificamente a cada uno de los distintos
nichos de nuestro cuerpo. Se reconoce que debe existir-un balance entre los organismos
que forman parte del mismo y el hospedero humano. Este balance es importante en el
mantenimiento de un estado de salud o en‘el desarrollo de alguna enfermedad. La
microbiota intestinal, por ejemplo, tiene un profundo impacto en la fisiologia humana, el
metabolismo, la organizacion del tejido local, y en el desarrollo del sistema inmune. Una
alteracion desfavorable en el balance microbioma-hospedero se denomina disbiosis (Hill &
Artis, 2010). Este fendmeno se caracteriza por alteraciones en las poblaciones microbianas
en alguna de las zonas del cuerpo, y puede tener efectos profundos en el mantenimiento
de un estado de salud (Frank et al.,, 2011). Algunas de las enfermedades asociadas

producto de una disbiosis se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Enfermedades asociadas a dishiosis bacterianas en distintas zonas del cuerpo
(Tomada y modificada de Wilson, 2016).

Enfermedad Microbiota involucrada
Obesidad Tracto intestinal
Rinosinusitis Cavidad nasal
Desorden crénico obstructivo pulmonar Pulmones
Asma Pulmones




Autismo Tracto intestinal
Enfermedad inflamatoria intestinal Tracto intestinal
Esclerosis multiple Tracto intestinal
Artritis Tracto intestinal
Cancer colorectal Tracto intestinal
Periodontitis Cavidad oral

Diabetes tipo I Tracto intestinal

1.4. Principales miembros del microbioma humano en distintas zonas del

cuerpo: piel, mucosas y tracto gastrointestinal.

La cantidad de estudios basados en la determinacién del perfil taxonémico de comunidades
fungicas ha aumentado considerablemente durante la Ultima década, aunado a estos
esfuerzos, el conocimiento de miembros  clave ‘del micobioma humano también ha
aumentado. Se han descrito distintos géneros de hongos en distintas partes del cuerpo
humano, mostrando una presencia especifica de ciertos géneros de acuerdo a la zona en
estudio, entre ellos se distingue la piel con el género Malassezia, las mucosas con el género
Candida, y el tracto gastrointestinal con una alta diversidad de géneros, de entre los cuales

destaca Saccharomyces y Candida.

La piel representa la interfase y la primera linea de defensa del cuerpo humano con el
ambiente externo, la diversidad de microorganismos que tienen la capacidad de colonizar
la piel es determinada por una gran cantidad de factores como la predisposicion genética,
el estilo de vida, y de caracteristicas fisicas del ambiente como del propio hospedero, entre
ellas la-humedad, el pH, la salinidad, y el contenido sebaceo (Zeeuwen & Schalkwijk, 2016).
A pesar de la elevada diversidad de microorganismos con capacidad de colonizar la piel,
son pocos los géneros que gobiernan estas comunidades, entre ellos destacan miembros

del género Malassezia.

Malassezia es un género de hongos perteneciente al filo Basidiomycota, este género
alberga a un total de 17 especies con capacidad de colonizar una gran variedad de nichos.

Las especies descritas que se encuentran formando parte de comunidades de la piel en



seres humanos son principalmente dos: Malassezia restricta y Malassezia globosa (Findley
et al., 2013). De manera normal este género se encuentra en una relacion comensal con el
ser humano, sin embargo, en individuos inmunocomprometidos se puede presentar como
un patégeno oportunista (Grice and Dawson, 2017). La principal caracteristica de la piel
para ser colonizada por hongos es su naturaleza sebacea, alta humedad, y la ausencia de
luz en algunas zonas. La relacion simbidtica entre Malassezia y el ser humano se ha
desarrollado por lo menos durante los dltimos 120 afios, esto con base en los primeros
registros de colonizaciébn de especies de Malassezia en epitelios humanos. Esto ha
generado que miembros del género Malassezia hayan perdido contenido gendmico
relacionado con el procesamiento de carbohidratos, amplificacion de lipidos y digestion de
proteinas (Grice and Dawson, 2017). Disminuyendo asi su capacidad de sintetizar lipidos y
por lo tanto desarrollando una elevada preferencia a colonizar zonas sebaceas, este

fendmeno se conoce como evolucién especifica de nicho.

Las zonas del cuerpo humano en las que se encuentra.una mayor abundancia de miembros
de Malassezia son: la espalda, el occipucio, la cresta inguinal, las crestas retroauriculares,
la nariz, las fosas antecubitales, las palmas de las manos, entre otras. Por otro lado, las
zonas asociadas a los pies, como la planta, los dedos y el espacio interdigital también
muestran presencia de este género pero en menor proporcién, siendo zonas que se
destacan por una mayor diversidad de hongos, entre los que se encuentran miembros de
los taxa: Chrysosporium, Arthrodermataceae, Aspergillus, Candida, Rhodotorula, entre
otros (Findley et al., 2013).

Las superficies mucosas por sus caracteristicas fisiolégicas forman un nicho ecoldgico
diferente a la piel, el.cual es colonizado por miembros de hongos distintos a los encontrados

en la piel, entre ellos del género Candida.

Las superficies mucosas llevan a cabo un rol esencial en el mantenimiento de la inmunidad
y en la proteccion contra infecciones. Estas areas se caracterizan por la presencia de una
barrera epitelial semipermeable que es reforzada por mecanismos de inmunidad innata y
adaptativa (Nagler & Feehley, 2013). Las células epiteliales han desarrollado distintos
mecanismos para el control de la colonizacién de especies de Candida mediante la
distincion de especies avirulentas de entre aquellas con capacidad de causar enfermedad
(Verma, Gaffen & Swidergall, 2017).

10



Candida es un hongo que habita asintométicamente en la zona bucal de aproximadamente
50% de la poblacion. El sobrecrecimiento de Candida es evitado y mediado por linfocitos T
locales e interleucinas (IL-17). De esta manera, cuando la inmunidad de los individuos se
encuentra comprometida, se desarrolla una infeccion oportunista. Los cuadros de
candidiasis en su mayoria se producen por Candida albicans, aunque otras especies como
Candida tropicalis y Candida stellatoidea también ocurren pero en menor proporcién, esto
en individuos sumamente inmunocomprometidos cursando algun cuadro de VIH o diabetes
(Verma, Gaffen & Swidergall, 2017). Por otro lado, la prevalencia de Candida en.mujeres
también se presenta en zonas asociadas a la vagina. Existen distintas  similitudes
estructurales entre las superficies epiteliales de las amigdalas palatinas en la'boca y del
cérvix en la vagina, estas similitudes se asocian a los eventos primarios de colonizacion de
Candida y su evoluciéon a una etapa de infecciobn en ambos sitios. La superficie de las
amigdalas palatinas se encuentra cubierta por un epitelio escamoso estratificado en donde
las células mas externas son continuamente perdidas por accion de los movimientos
bucales, y éstas son reemplazadas por células que proliferan de las capas suprabasales.
Un epitelio escamoso estratificado protege la superficie de la vagina y el ectocérvix. Este
mecanismo de pérdida y reemplazo celular origina que la barrera epitelial en estas zonas
sea un arreglo de unicapa celular en donde la proporcion de leucocitos es baja, propiciando
asi una zona con mayor susceptibilidad de infeccién por Candida y otros microorganismos
(Southern et al., 2008).

El tracto gastrointestinal ‘representa un nicho ecoldgico atractivo para distintos
microorganismos debido a su abundante flujo y concentracion de nutrientes. Los nutrientes
obtenidos por el hospedero suplen las necesidades energéticas de los microorganismos
que ahi habitan. Sin embargo, para ser capaces de colonizar el tracto gastrointestinal, los
microorganismos deben ser capaces de tolerar una serie de condiciones fisiologicas
especiales como la ausencia de oxigeno, temperatura fisioldgica (~37°C), contracciones
peristélticas; y un pH variable, desde una elevada acidez en el estbmago, hasta un pH

alcalino en la mucosa intestinal (Hellen-Adams & Sur, 2017).

Distintos géneros de hongos son capaces de colonizar el tracto gastrointestinal, algunos
reportes muestran miembros de los géneros Saccharomyces, Candida, y Malassezia
gobernando las comunidades gastrointestinales de hongos (Nash et al., 2017).

A pesar de que se han logrado detectar 267 especies de hongos en el conjunto de estudios

de micobioma intestinal durante el periodo de los afios 1917-2015, estas especies son
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altamente variables entre individuos. Presentando una inter e intra variabilidad de los
géneros de hongos detectados.

Debido a la naturaleza variable de los miembros del micobioma en el tracto gastrointestinal
en funcién de variables ambientales como la dieta del hospedero y el estilo de vida, se han
generado dos categorias descriptivas de los hongos que habitan este sitio: hongos
residentes y no residentes. Uno de los requerimientos minimos para que un hongo sea
considerado como residente del tracto gastrointestinal es su capacidad de crecimiento y

desarrollo a 37°C. Especies del género Candida cumplen con esta caracteristica.

Por su parte, la presencia del género Malassezia en el tracto gastrointestinal llama la
atencion debido a que éste es un género especializado en la colonizacion de epitelios
superficiales expuestos. Algunos autores argumentan que la presencia de este género en
muestras fecales se debe a la contaminacion cruzada de los alimentos al entrar en contacto
con la piel durante su manipulacién en el proceso de preparacion y consumo (Nash et al.,
2017).

Dentro del dominio Eukarya, los hongos se encuentran en mayor proporcion en el tracto
gastrointestinal, sin embargo, en algunas poblaciones humanas, ademas de hongos, se
presentan miembros del dominio protista, dentro de ellos destacan los géneros Blastocystis
y Enterocytozoon. Enterocytozoon bieneusi es una especie de parasitos unicelulares
formadores de esporas pertenecientes al filo Microsporidia. Los miembros del grupo
Microsporidia poseen la capacidad de infectar a un gran rango de linajes animales, desde
gusanos hasta humanos (Stentiford et al.,, 2016). Las células de microsporidios son
estructuralmente simples, no cuentan con mitocondrias convencionales, tienen un aparato
de Golgi atipico, son formadoras de esporas, y cuentan con moléculas de rRNA con
caracteristicas procariotas (Zelman & Corradi, 2011). La presencia de estas estructuras no
convencionales en los microsporidios refleja su posible naturaleza eucariética primitiva. La
naturaleza primitiva y degenerada de estos microorganismos derivado de su parasitismo
intracelular obligado ha dificultado la determinacion de su taxonomia y su lugar a nivel
evolutivo. Distintos autores posicionan al filo Microsporidia dentro de las lineas basales del
reino Fungi (Hirt et al., 1999; Hand & Weiss, 2017), esto mediante el analisis de secuencias
de RNA polimerasas y otras proteinas, sin embargo, otros autores posicionan a este Filo
dentro del reino Protista (Choi & Kim, 2017), esto mediante una construccion taxonémica

derivada de genoma completo.
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1.5. Diferencias del microbioma entre poblaciones humanas.

Todos los componentes de la microbiota humana se encuentran en constante interacciéon
con factores del ambiente y del propio hospedero, como resultado de esto es que
obtenemos la naturaleza dinamica y variable de la microbiota en funcion del tiempo y de los
factores que a ésta afectan. Sabemos que la microbiota humana varia incluso entre
individuos sanos pertenecientes a una misma poblacion (Human Microbiome Project
Consortium, 2012). El estilo de vida, la alimentacién, el clima, la altitud, son factores
importantes en la determinacion de una estructura taxonémica especifica en la microbiota
al llegar a la edad adulta (Yatsunenko et al., 2012). A pesar de que una gran cantidad de
factores externos determinen la composicion general de la microbiota humana, existe un
grupo de microorganismos centrales -core- que se comparten y se mantienen estables entre
los distintos individuos dentro o fuera de una poblacion. A nivel de bacterias se distingue un
grupo central de 14 géneros compartidos entre el 95% de individuos (Falony et al., 2016)
de distintas nacionalidades que han participado en los mayores estudios metagenémicos
como el HMP (n=300), el MetaHIT-Chino (n=145), y el MetaHIT-Europeo (n=124); ademas
del Proyecto de la Flora Intestinal Belga-Flamenca (Belgian Flemish Gut Flora Project,
n=1106) (Falony et al., 2016), y el estudio Belga LifeLines-DEEP (Dutch LifeLines-DEEP
study, n=1135) (Zhernakova et al., 2016). Otros estudios metagenémicos de menor tamafio
pero que también se han analizado para determinar este core bacteriano corresponden a
lugares como Papua Nueva Guinea (Martinez et al., 2015), Pert (Obregon-Tito et al., 2015),
y Tanzania (Schnorr et al., 2014). Los taxa bacterianos compartidos entre todas estas
poblaciones estudiadas son: Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Bacteroides,
Faecalibacterium, Blautia, Roseburia, Erysipelotrichaceae, Coprococcus, Dorea,
Clostridiaceae, Hyphomicrobiaceae, Clostridiales, Veillonellaceae y Clostridium (Falony et
al., 2016).

Las comunidades microbianas del tracto gastrointestinal representan una fuente de
diversidad genética y metabdlica en los seres humanos (Yatsunenko et al., 2012). El
ambiente tiene una influencia directa en el estilo de vida de las personas, y éste en la
naturaleza y diversidad del microbioma humano. Debido a lo anterior, distintos estudios han
basado su interés en la determinacién del microbioma humano en relacion a su
biogeografia. El estilo de vida occidental ha sido adoptado por una gran cantidad de
poblaciones humanas. A este estilo de vida se le atribuyen practicas especificas como la

cesarea, el uso de antibibticos, la alimentacion de infantes con férmulas sintéticas, y la
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sanitizacién del ambiente (Tasnim et al., 2017). Ademas de estas practicas, otro tipo de
comportamientos se asocian a dicho estilo de vida, como una menor actividad fisica,
ocupaciones con mayor generacion de estrés, sedentarismo, y un mayor consumo de
tabaco y bebidas alcohdlicas. Este tipo de practicas, junto con el tipo de alimentacién, se
asocian a un decremento en la diversidad de la microbiota intestinal humana. El tipo de
alimentos que se consumen, la cantidad, y la calidad de los mismos son caracteristicas que
han cambiado dentro del estilo de vida occidental. Actualmente existe un alto consumo de
alimentos procesados, carnes rojas, harinas, productos altos en grasas, huevo,-y granos

refinados (Rodriguez-Castafio, Caro-Quintero & Reyes, 2017).

La adopcién de un estilo de vida occidental se asocia al decremento en la diversidad de las
comunidades microbianas en el tracto gastrointestinal humano. Asociado a esta baja
diversidad de la microbiota se encuentra el aumento en la prevalencia de enfermedades
inflamatorias crénicas, como la enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes, obesidad,
alergias y asma (Broussard & Devkota, 2016). El estilo de vida y dieta occidental no se
restringe solamente a sociedades de Occidente, la globalizacién y la urbanizacion han
incrementado la exposiciébn mundial a este estilo de vida. Actualmente podemos observar
cdmo otros paises han comenzado a adoptar un tipo de dieta occidental, tal es el caso de
los japoneses, algunos paises del centro y sur de América, ademas de Sudéfrica

(Rodriguez-Castafio, Caro-Quintero & Reyes, 2017).

El nivel de industrializacién del-ambiente en el que vivimos y nos desarrollamos es uno de
los factores con mayor influencia en la determinacion de la estructura taxonémica y
funcional de la microbiota-humana (Valle et al., 2016). Debido a lo anterior, instituciones y
consorcios de distintas regiones y paises alrededor del mundo han llevado a cabo proyectos
para determinar la estructura del microbioma en diferentes poblaciones de interés. Es asi
gue han surgido proyectos sobre microbiomas humanos en Estados Unidos (HMP);
alrededor de Europa: Dinamarca y Espafia (MetaHIT-Eur), Francia, Alemania, ltalia, y
Suecia (Mueller et al., 2006); China (MetaHIT-Ch), Bélgica (LifeLiness-DEEP), Rusia
(Tyakht et al., 2013), entre otros.

La cantidad de datos metagendémicos derivados de estudios de microbiomas humanos
actualmente es muy grande. Esto permite realizar comparaciones de la estructura del
microbioma entre distintas poblaciones. Un ejemplo de esto es un estudio liderado por el
EMBL (European Molecular Biology Laboratory) en Heidelberg Alemania (Costea et al.,

2017). En este estudio se evaltuan las principales diferencias en la estructura taxonémica
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de bacterias y arqueas en 9 sets de datos correspondientes a poblaciones provenientes de:
América, Austria, China, Dinamarca, Francia, Alemania, Kazajistan, Espafia y Suecia. De
las 71 especies de procariontes mas abundantes, las que gobiernan las comunidades del
tracto gastrointestinal en todas las poblaciones son: Bacteroides vulgatus/dorei, Prevotella
copri, y Eubacterium rectale. Sin embargo, existen diferencias en la composicion del
microbioma entre las 69 especies restantes, estas diferencias se explican por el
enriguecimiento geografico y la generacién de subespecies. En concordancia ‘con lo
anteriormente sefialado - sobre la influencia del estilo de vida y alimentacién Occidental -
las poblaciones de América, Austria, Dinamarca, Francia, Espafia y Alemania muestran una
distribucién similar entre la diversidad de especies que se presentan. Sin embargo, la
poblacion China y de Kazajistan muestran un enriquecimiento geografico distintivo de
miembros de los géneros Eubacterium, Faecalibacterium, Ruminicoccus, y Coprococcus,
este enriquecimiento podria estar explicado por las diferencias en estilos de vida, nivel de
industrializacion y habitos alimenticios de estas dos poblaciones. Ademas, en cada una de
las diferentes poblaciones evaluadas se observa una especializacion en la estructura

taxondmica mediante el surgimiento de distintas subespecies (Costea et al., 2017).

Ademas del ambiente y el estilo de vida, los factores genéticos del propio hospedero se
relacionan fuertemente con la estructura de la microbiota que posee cada individuo. La
variacion genética en los seres humanos explica una parte de la diversidad de los miembros

del microbioma humano.

La genética del hospedero define las caracteristicas fisicas y quimicas de las zonas del
cuerpo que seran habitadas por los distintos microorganismos. Estas caracteristicas
incluyen principalmente el metabolismo y disponibilidad de nutrientes, asi como la
modulacion de <la respuesta inmune. A nivel del sistema inmune la regulacion de la
microbiota intestinal por parte el hospedero se lleva a cabo mediante mecanismos de
secrecion de inmunoglobulinas A (IgA), péptidos antimicrobianos y microRNAs. Como
consecuencia de esto, las comunidades microbianas intestinales presentaran una
estructura especializada con microorganismos capaces de metabolizar moléculas
especificas del hospedero y evadir mecanismos del sistema inmune (Brantley Hall, Tolonen
& Xavier, 2017). Larespuesta y modulacién de procesos inflamatorios del hospedero juegan
un papel clave en el establecimiento de la diversidad en las comunidades bacterianas. Un
proceso inflamatorio ocurre cuando el sistema inmune envia moléculas sefalizadoras y

células leucocitarias a un sitio de dafio para controlar a los posibles invasores microbianos
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y facilitar la reparacion de tejido. En individuos que poseen un polimorfismo de nucle6tido
sencillo (SNP) del gen MEFV que regula la formacién de pirina, una molécula involucrada
en el control de procesos inflamatorios, la estructura de las comunidades de bacterias
intestinales es distintiva en comparacion a aquellos individuos que no portan este

polimorfismo (Khachatryan et al., 2008).

Los miembros de la microbiota humana se encuentran en constante interaccion con las
células del hospedero. En las distintas partes del cuerpo el control del crecimiento de las
comunidades de microorganismos es esencial para evitar el desarrollo de cuadros de
enfermedad, algunos ejemplos son las bacterias del género Bacillus en la nariz, los hongos
del género Candida en la vagina, o la bacteria Helicobacter pylori en el estbmago, estos
microorganismos forman parte de la flora microbiana normal, sin embargo, cuando existe
un desbalance de estas comunidades se producen cuadros de enfermedad, generando el
desarrollo de sinusitis (Zhang et al., 2015) , candidiasis vaginal (Southern et al., 2008) y
Ulceras gastricas (Diaconu et al.,, 2017), respectivamente. Para mantener a las
comunidades microbianas en homeostasis con el hospedero el umbral de expresién de
componentes moleculares de diferentes vias de sefializacion es fundamental. Los niveles
de expresion de estas moléculas estan relacionados con la variacion genética del
hospedero. Algunos ejemplos de lo anterior son el polimorfismo con perdida de funcién del
gen FUT2, el cual se sabe es un factor de riesgo en el desarrollo de la enfermedad de Chron
Este polimorfismo se asocia a la.modulacién energética del metabolismo del microbioma
intestinal, lo cual puede inducir el desarrollo de una estructura especifica de la microbiota
en sujetos que lo presenten. Por otro lado, en individuos con IBD se ha demostrado que el
alelo de riesgo NOD2 esta relacionado con un incremento en la abundancia relativa de

miembros de la familia Enterobacteriaceae (Blekhman et al., 2015).

La variacion genética de los individuos de una misma especie dentro de una poblacién se
explica por multiples factores. Dentro de estos se encuentran la tasa de mutacion, deriva
genética, endogamia, distribucion geografica, ascendencia genética (ancestria), entre otros
(Klug et al., 2013). En las poblaciones humanas, el mayor porcentaje de variacion genética
(85%) entre individuos ocurre dentro de las poblaciones, mientras que solo el 15% de
variacion existe entre poblaciones (NIH, 2017). Debido a estos factores es comun encontrar
individuos dentro de una poblacién que comparten ciertos polimorfismos genéticos en
mayor proporcion. Como resultado de estas observaciones se han llevado a cabo estudios

de asociacion tipo GWAS en poblaciones humanas que presentan una ascendencia
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genética particular con el objetivo de asociar miembros de la microbiota con su fondo
genético. Uno de los principales descubrimientos de estos estudios es la identificacion de
una propiedad de heredabilidad de ciertos miembros dentro de la microbiota humana en
funcién de las caracteristicas fisiol6gicas del hospedero dada su ascendencia genética, de
estos se destacan los géneros Methanobrevibacter, Bifidobacterium, y Turicibacter; las
familias Clostridiaceae y Christensellaceae; y miembros de la clase Actinobacteria
(Goodrich et al., 2016). Estos hallazgos indican que estos taxa bacterianos son responsivos
a las caracteristicas genotipicas del hospedero dentro de las poblaciones. De esta. manera
se evidencia la importancia de la genética del hospedero y de la heredabilidad de estas
caracteristicas en el mantenimiento de una estructura particular de la microbiota en

individuos dentro de poblaciones humanas.

El estudio de las comunidades microbianas humanas alrededor del mundo nos ha permitido
obtener un panorama general sobre la composicion y estructura de estas comunidades.
Ahora sabemos qué bacterias se comparten entre las distintas poblaciones, cuales son mas
abundantes, y cuales muestran niveles de especializacion en funcién a la zona geogréfica,
estilo de vida, y ascendencia genética de la poblacién evaluada. Sin embargo, aln queda
mucho trabajo por hacer. A pesar de los grandes esfuerzos para determinar las
comunidades microbianas en seres humanos, sigue existiendo un sesgo muy grande en el
estudio exclusivo de bacterias, mientras que otros miembros importantes como los hongos
son poco estudiados. Para obtener una visiGn mas amplia sobre el funcionamiento de las
comunidades ecoldgicas en el tracto gastrointestinal humano se debe realizar un esfuerzo
por incluir en este tipo de estudios al mayor nimero de integrantes del microbioma:
bacterias, arqueas, hongos, y virus, lo que permitira generar un andlisis que permita la

obtencioén de resultados mas robustos.

1.6. Principales proyectos para la determinacién del microbioma humano:
HMP, MetaHIT-Eur y MetaHIT-Ch

El ‘actual entendimiento entre el microbioma humano y su asociacion con estados de
enfermedad y desérdenes metabdlicos como en la obesidad, enfermedad inflamatoria
intestinal, artritis y autismo, se ha extendido rapidamente. Las mejoras en el rendimiento y
precision de las técnicas de secuenciacion de ADN de genomas provenientes de
comunidades microbianas asociadas a muestras humanas, complementado con analisis de

transcriptomas, proteomas, metabolomas, inmunomas y otro tipo de estudios mecanisticos
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en organismos modelo, han mejorado nuestra habilidad de entender la estructura y funcion

del microbioma en estados de salud y enfermedad (Caporaso et al., 2018).

Los estudios de microbioma humano revelan que incluso entre individuos sanos, la
diversidad de microorganismos que habitan los distintos ambientes como el tracto
gastrointestinal, la vagina y la piel, difieren fuertemente (Human Microbiome Project
Consortium, 2012). La mayor parte de esta diversidad permanece sin explicacion aparente,
sin embargo, la dieta, el ambiente, la genética del hospedero, y la exposicién tempranaa
distintos microorganismos, juegan un papel importante en el establecimiento de una
microbiota especifica en los diferentes individuos dentro de una poblacion.. Por ello,
caracterizar la ecologia de las comunidades microbianas asociadas a individuos humanos
se ha vuelto un tema de gran avance e investigacion dentro de la comunidad cientifica

durante los ultimos afios.
1.6.1. El Proyecto del Microbioma Humano (HMP)

El HMP es un proyecto establecido en el 2008 como parte de una iniciativa de los Institutos
Nacionales de Salud de Estados Unidos (National Institutes of Health, NIH), con la mision
de generar fuentes que permitan la caracterizacién comprensible del microbioma humano
y el andlisis de su rol con estados de-salud y enfermedad. Dentro de este esfuerzo
interdisciplinario, los centros de investigacion que destacan son el Broad Institute, Baylor
College of Medicine, Washington University School of Medicine, J. Craig Venter Institute y
el Data and Analysis Coordination Center.

En la primera etapa del HMP se realiz6 el analisis de 300 individuos adultos sanos, 151
mujeres y 149 hombres, entre las edades de 18 y 40 afios de edad de dos regiones
geograficas de Estados Unidos: Houston, Texas y St. Louis, Missouri. De cada individuo se
obtuvieron de 15 a 18 muestras de sitios especificos en funcion al sexo, y abarcando 5
regiones del cuerpo: (1) la cavidad oral: mucosa bucal, placa supragingival, placa
subgingival, encia (gingiva) queratinizada, paladar duro, amigdalas palatinas, saliva,
garganta y dorso lingual; (2) la cavidad nasal: nariz anterior; (3) la piel: cresta
retroauricular izquierda y derecha, fosa antecubital izquierda y derecha; (4) el tracto
gastrointestinal: heces fecales; y (5) el tracto urogenital: férnix posterior, vagina media,
y el introito vaginal. El estudio se realizé de manera longitudinal. Se tomaron 3 muestreos

de cada individuo en 3 diferentes tiempos, el primer muestreo fue realizado en noviembre
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del 2008, y la muestra final en octubre del 2010. Resultando asi en un total de ~11,000

muestras primarias derivadas de los 300 individuos en estudio.

El analisis de las comunidades microbianas se llevé a cabo mediante técnicas de 16S y de
secuenciacidbn metagendmica tipo shotgun (MSS, Metagenomic Shotgun Sequencing).
Para la generacion de datos metagendmicos se partié de un total de 749 muestras que
representan las 15 zonas del cuerpo de los 300 individuos en el estudio. Derivado del
proceso de filtracién y andlisis de calidad, se obtuvo un conjunto de 681 muestras (Tabla

3) de alta calidad incluyendo a 242 individuos, 129 hombres y 113 mujeres.

Cada una de las 681 muestras contiene un total de 13 Gb (z+ 4.3) de datos de secuencias,
generando un set total de 8.8Tb. Posteriormente, mediante una limpieza de reads
provenientes de contaminacion humana se filtr6 un 49% del total de secuencias. Las
muestras provenientes de tejidos suaves fueron las que presentaron la mayor
contaminaciéon por ADN humano: vagina media (96%), nariz anterior (82%), y garganta
(75%). La saliva también presentd una alta proporcion. de ADN humano (80%), mientras
que las heces fecales son la zona con la menor cantidad de secuencias humanas (~1%).

Después de aplicar un protocolo de control de calidad, el cual involucra la eliminacién de
lecturas y bases de baja calidad al igual que de secuencias humanas, se obtuvo un total de
3.8Tb de datos provenientes de las 681 muestras. Este set de datos es uno de los

utilizados en el presente trabajo de tesis.

Tabla 3. Muestras del HMP examinadas por MSS.

Region del cuerpo Sitio del cuerpo Numero total de muestras
Tracto Gastrointestinal | Heces fecales 136
Cavidad Oral Mucosa bucal 107

Paladar duro 1

Encia queratinizada 6

Amigdalas palatinas 6

Saliva 5

Placa Subgingival 7
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Placa Supragingival 115
Garganta 7
Dorso lingual 122
Cavidad Nasal Nariz anterior 84
Piel Fosa antecubital izquierda 0
Cresta retroauricular izquierda 9
Fosa antecubital derecha 0
Cresta retroauricular derecha 15
Vagina Vagina Media 2
Fornix posterior 53
Introito vaginal 3
TOTAL 681

Este primer estudio clinico del HMP, ademdas de caracterizar la estructura de las
comunidades microbianas humanas en estados de salud y enfermedad, se tenia trazados

otros 5 objetivos que incluyen:

1) El desarrollo de un set de referencia de 3,000 secuencias genémicas de aislados
microbianos.

2) Un estudio metagendmico inicial basado en 16s y MSS para generar un estimado
de la complejidad de las comunidades microbianas en cada zona del cuerpo.

3) . Proyectos de demostracion para determinar la relacion entre enfermedad y cambios
en el microbioma humano.

4) El desarrollo de nuevas herramientas y tecnologias para el analisis computacional,
y el establecimiento de un Centro para la Coordinacién y Analisis de Datos (DACC).

5) La examinacion de las implicaciones éticas, legales y sociales, a ser consideradas

en el estudio y aplicacion de andlisis metagendmicos de la microbiota humana.
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Los primeros resultados del HMP se dieron a conocer en el 2012 con un articulo en la
revista Nature que describe la estructura, funcion y diversidad del microbioma humano en

individuos humanos saludables (Human Microbiome Project Consortium, 2012).

La diversidad microbiana se asocia fuertemente a condiciones de salud humana. Esta
diversidad de microorganismos puede ser definida como la distribucién del nimero y
abundancia de los distintos microorganismos presentes en un habitat determinado. Una
menor diversidad de microorganismos en el tracto gastrointestinal se asocia a cuadros de
obesidad (Peter J Turnbaugh et al., 2007) y enfermedad inflamatoria intestinal (Qin et al.,
2010). Por otro lado, una alta diversidad en la vagina se asocia a una vaginosis bacteriana
(Fredricks, Fiedler & Marrazzo, 2005).

Como parte de los resultados del HMP, se observa que la variacién de microorganismos
entre las muestras se agrupa por area del cuerpo (Figura 2), con la cavidad oral, la zona
gastrointestinal, la piel y el habitat urogenital separados; mientras que la cavidad nasal y la
piel comparten una gran cantidad de componentes de la microbiota, seguidos de la cavidad
oral. Con respecto a la diversidad, las comunidades microbianas de la cavidad oral y las
heces fecales son especialmente diversas en términos de miembros de la comunidad.
Mientras que las areas vaginales analizadas muestran las comunidades mas simples. Este
estudio muestra que los patrones de diversidad alfa (dentro de las muestras) difieren
marcadamente entre comparaciones de muestras del mismo hébitat entre distintos
individuos (diversidad beta). Por ejemplo, la saliva muestra la mayor diversidad alfa de
especies, pero uno de los valores mas bajos de diversidad beta. Esto nos indica que la
saliva es una de las zonas mas ricas y diversas en cuanto a especies de microorganismos
en todos los individuos, y que, ademas, la mayor parte de estos miembros de la comunidad
se comparten entre los distintos individuos analizados. Por su parte la nariz anterior muestra
el mayor nivel de beta diversidad, con un nivel de alfa diversidad intermedio. La vagina
presenta el menor nivel de diversidad alfa, con un nivel relativamente bajo de diversidad
beta a nivel de género. Por otro lado, la variacién dentro de un mismo individuo durante los
3 muestreos a través del tiempo es consistentemente menor que la variacion entre los
diferentes individuos analizados, tanto a nivel de composicién como de funcion. Por altimo,
se observa que la composicion microbiana Unica de cada individuo parece ser estable a
través del tiempo, lo cual podria ser una caracteristica especifica de un microbioma humano

asociado con un ‘correcto’ estado de salud.
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Figura 2. Gréfico de Componentes Principales entre las distintas zonas del cuerpo del
HMP. Muestra la variacion entre las muestras demostrando que se agrupan por sitio del
cuerpo, ademas, que existen habitats con miembros distantes, mientras que otros se
sobrelapan (Tomado y modificado de HMP Consortium, 2012).

En cuanto a la composicion .a nivel de Filo (Figura 3) de las distintas regiones
representativas del cuerpo, se observa que 5 de los 10 fila bacterianos mayormente
representados gobiernan la estructura microbiana de estas comunidades. Como se
observaba anteriormente en la grafica de componentes principales una gran parte de la
variabilidad entre las muestras se explica por la propia zona del cuerpo. En congruencia
con estos resultados, observamos que las heces fecales muestran una composicién
distintiva, con una riqueza de miembros de los fila Firmicutes y Bacteroidetes. Mientras que
las regiones asociadas a la piel, mucosa nasal y oral muestran una interrelacion entre los
componentes a nivel de Filo entre los cuales se observan: Firmicutes, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria, entre otros. Por su parte la zona vaginal, como
ya se habia observado en los analisis de alfa diversidad, muestra una composicion simple,

con miembros del filo Firmicutes gobernando la comunidad.
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Figura 3. Andlisis taxonémico a nivel de Filo en sitios del cuerpo que reflejan las regiones
representativas del HMP. CR = Cresta Retroauricular (Tomado y modificado de HMP

Consortium, 2012).

Actualmente 42 Instituciones de Salud e Investigacién de Estados Unidos conforman el
Consorcio de trabajo del HMP. La investigacién del HMP ya no.se basa Unicamente en
conocer la estructura y funcion de las comunidades microbianas en individuos sanos, sino
también en estados de enfermedad; y otro gran grupo de investigaciones basadas en
metabolismo (Cantarel, Lombard & Henrissat, 2012) y ecologia (Li et al., 2012) de estas

comunidades.

1.6.2. El metagenoma del tracto intestinal humano de poblaciones Europeas,

MetaHIT-Eur, asociado a enfermedad inflamatoria intestinal.

Después de los primeros resultados del HMP y de observaciones previas sobre la gran
complejidad y diversidad de la microbiota del tracto intestinal humano y su particular
importancia en el mantenimiento de un correcto estado de salud, surge el proyecto
MetaHIT.

El MetaHIT-Eur es un proyecto financiado por la Comisién Europea, fue desarrollado
durante un periodo que abarco desde el 1ro de enero del 2008, hasta el 30 de junio del
2012. El principal objetivo de este proyecto se basa en el establecimiento de asociaciones
entre los genes de la microbiota intestinal humana relacionados a estados de salud y
enfermedad. Para ello se estudiaron dos desordenes de salud en aumento durante los
ultimos afios en poblaciones Europeas: Enfermedad Inflamatoria Intestinal (IBD,
Inflammatory Bowel Disease), incluyendo Colitis Ulcerativa y Enfermedad de Crohn; y
Obesidad. Durante el desarrollo del estudio participaron 124 individuos, 55 hombres y 69
mujeres, de origen Danés del Norte de Copenhague, y de origen Espafiol. Del total de

23



individuos, 99 no presentan IBD, y 25 presentan IBD (21 Colitis Ulcerativa, 4 Enfermedad

de Crohn) como se muestra en la Figura 4.

10 45
Hombres Hombres

15
Mujeres

Figura 4. Namero de individuos participantes en el MetaHIT-Eur y su clasificacion de
acuerdo a su estatus de presencia o ausencia de IBD. UC= Colitis Ulcerativa, CD=

Enfermedad de Crohn.

Para alcanzar el objetivo central del proyecto y lograr establecer exitosamente una relacion
entre los genes de la microbiota intestinal,.y su asociacién con IBD y obesidad, se trazaron
4 pasos esenciales: (1) El establecimiento de un catalogo de referencia extensivo de genes
microbianos presentes en el intestino humano; (2) el desarrollo de herramientas
bioinformaticas para el almacenamiento, organizacion, e interpretacion de los datos; (3) el
desarrollo de herramientas que determinen qué genes del catadlogo de referencia se
encuentran presentes en los diferentes individuos y a qué frecuencia; y (4) reunir cohortes
de individuos con estados de salud y enfermedad y determinar qué genes se encuentran

presentes y con mayor representacion en cada cohorte (MetaHITConsortium, 2010).

A nivel metodolégico se realizd la colecta de heces fecales de los 124 individuos que
participaron en el estudio. Se distinguieron 4 diferentes grupos de individuos: (1)
Saludables, (2) con sobrepeso, (3) con obesidad, y (4) con IBD. ElI ADN total extraido de
cada una de las muestras fecales generé en promedio 4.5 Gb (con un rango de 2 a 7.3 Gb)
de secuencia por cada muestra. Obteniendo un set total de 576.7Gb de secuencia.

Siguiendo un proceso de ensamblaje para la generacién de secuencias mas largas tipo

contigos. (Figura 5). Los contigos (que de aqui en adelante en este escrito seran llamados
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“contigs”) son secuencias ensambladas continuas derivadas de lecturas de procesos de
secuenciacién, estas se forman por traslapes entre las secuencias. Los super contigos (de
aqui en adelante en este escrito seran llamados “scaffolds”) consisten en contigs
sobrelapados con huecos de un tamafio conocido entre las secuencias (Koren & Phillippy,
2015), (Sangwan, Xia & Gilbert, 2016). Para ensamblar las secuencias en el proyecto del
MetaHIT-Eur se utiliz6 SOAPdenovo (Lam et al., 2013), ésta es una herramienta disefiada
para el ensamblaje de reads muy cortos basada en Grafos de De Bruijn. Debido a'que se
espera una alta diversidad entre individuos, se ensambldé cada muestra de.manera
independiente. Los reads que no pudieron ser ensamblados de manera independiente en
cada una de las muestras se agruparon en un pool de reads en comun, los cuales fueron
ensamblados en conjunto como se representa en la Figura 5. Al menos un 42.7% de los
reads derivados de Illumina GA fue ensamblado en un total de 6.58 millones de contigs con
un tamafio mayor a 500pb, dando un total de 10.3Gb de secuencia de contigs con un
tamafio N50 de 2.2kb y un rango de 12.3 a 237.6Mb. Este set de datos de secuencias de
contigs es uno de los utilizados en el presente trabajo de tesis.

Aproximadamente el 35% de los reads de cualquier muestra pudo ser mapeado a los
contigs de otras muestras, indicando la existencia de un core de secuencias comunes (Qin
et al., 2010).

lllumina GA llumina GA N Reads No
Reads Muestra 1 ™| Reads Muestra 124 I Ensamblados )
' I ' -‘ I
ENSAMBLAIJE ENSAMBLAIJE
Il , v [ !
|
{ Contigs } Contigs
———E -
PREDICCION PREDICCION
ORFs ORFs
P B | N
Genes Genes
—‘—/ —
- . Unién y Remocién de e
Redundancia
l
Set de Genes No
Redundantes

Figura 5. Flujo de trabajo en el MetaHIT-Eur para el ensamblaje, prediccién de ORFs y

generacion de un set de genes no redundantes para cada una de las 124 muestras en

estudio.
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1.6.2.1. Diversidad de la microbiota intestinal humana, MetaHIT-Eur.

Los seres humanos vivimos en constante interaccion con los diferentes componentes del
ambiente que nos rodea, entre ellos, los microorganismos. Naturalmente, los
microorganismos como las bacterias tienen una alta capacidad de adaptacién a distintos
tipos de ambientes. El ser humano por su parte provee una gran cantidad de
microambientes distintos que han sido aprovechados por distintas comunidades
microbianas, estableciendo asi lo que hoy conocemos como el microbioma humano. La
microbiota humana es compleja y dinamica, en particular la microbiota intestinal (Peter J
Turnbaugh et al., 2007), la cual tiene una profunda influencia en la fisiologia y nutricion
humana. Los miembros de la microbiota intestinal realizan funciones de digestién de
alimentos, y de sintesis de vitaminas y aminoacidos esenciales para el cuerpo humano
(Rowland et al., 2018). Los cambios en la estructura normal de los componentes de la
microbiota (disbiosis) dentro de un individuo generan afecciones del sistema digestivo, es
por ello que es importante entender la estructura de estos cambios y cémo pueden estar
aparentemente asociados con desérdenes crénicos como en el sindrome de IBD y la

obesidad.

Para entender el impacto entre la microbiota intestinal y la salud humana se vuelve crucial
evaluar el potencial genético de ésta. Como parte del proyecto MetaHIT-Eur se realizé la
secuenciacion metagendémica, ensamblaje y caracterizacion de 3.3 millones de genes
microbianos no redundantes, derivados de 576.7 gigabases de secuencias, provenientes
de 124 muestras de individuos europeos. El set de genes microbianos es ~150 veces mas
grande que el set completo de genes humano. Cerca del 99% de los genes identificados
son bacterianos. En la cohorte de 124 individuos se lograron caracterizar entre 1,000 y
1,150 especies de bacterias prevalentes. Cada individuo porta un aproximado de 160 de

estas especies, las cuales son altamente compartidas entre individuos (Qin et al., 2010).

En los primeros resultados del HMP se observé que los miembros pertenecientes a dos Fila
bacterianos: Bacteroidetes y Firmicutes, constituyen el 90% del total de la comunidad
bacteriana en el tracto gastrointestinal (Figura 3). En este estudio (MetaHIT-Eur) se logro
identificar un core de 57 especies bacterianas compartidas entre los 124 individuos
analizados, las cuales en su mayoria pertenecen a los dos fila ya mencionados. Ademas,
un analisis de asignacion filogenética a partir de la base de datos NCBI-nr (non redundant)
de secuencias proteicas determind que el 99.96% del total de secuencias asignadas del

MetaHIT-Eur pertenece a los Dominios Bacteria y Archaea, mostrando la predominancia
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de estos en el tracto intestinal humano. Observaciones de estudios anteriores indican que
la diversidad bacteriana en individuos que sufren de IBD es menor en comparacién a
individuos saludables (Manichanh et al., 2006). Como parte de los resultados del MetaHIT-
Eur esta observacion se relaciona fuertemente al hecho de que los individuos con IBD de
este estudio presentan 25% menos genes bacterianos que aquellos que no sufren de IBD
(Qin et al.,, 2010). Por otra parte, un analisis de componentes principales muestra la
agrupacién de los grupos de individuos con base en las diferencias de la abundancia de
especies bacterianas en individuos con IBD (Colitis Ulcerativa y Enfermedad de Crohn) e

individuos sanos (Figura 6).
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Figura 6. Andlisis de componentes principales sobre la abundancia diferencial de
especies bacterianas en individuos con IBD e individuos sanos (Tomada y modificada de
Qin et al., 2010).

1.6.3. El metagenoma del tracto intestinal humano de una poblacién China,

MetaHIT-Ch, asociado a diabetes tipo 2

El-proyecto MetaHIT-Eur y MetaHIT-Ch forman parte del Consorcio Internacional del
Microbioma Humano (International Human Microbiome Consortium, IHMC). Este consorcio
tiene el objetivo de trabajar bajo un conjunto de politicas y principios comunes en el estudio
y entendimiento de la funcion del microbioma humano y su relacién con el mantenimiento
de estados de salud y causas de enfermedad, utilizando este conocimiento para mejorar
nuestra habilidad en la prevencion y tratamiento de enfermedades (IHMC, 2008). Por ello,

como parte de una iniciativa en comun con el MetaHIT-Eur, se llevé a cabo un estudio
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semejante (MetaHIT-Ch) en un grupo poblacional de individuos chinos. Este ultimo estudio
con caracteristicas distintivas se realiz6 con el objetivo de conocer las comunidades

microbianas intestinales asociadas a desordenes de diabetes tipo 2 (T2D).

El MetaHIT-Ch es un estudio de casos y controles que involucra la participacion de 368
individuos provenientes de la Ciudad de Shenzhen, al sur de China. Incluye 345 muestras
fecales utilizadas para un estudio de asociacion de metagenomas completos (MGWAS,
Metagenome Wide Association Study) y 23 muestras adicionales utilizadas para la
validacién de los resultados en individuos con T2D. Como parte de este estudio, un grupo
de muestras de 145 individuos (71 casos y 74 controles) (Figura 7) fue utilizado para una
secuenciacion metagendémica tipo shotgun, obteniendo un promedio de 2.61Gb (15.8
millones) de reads pareados por muestra. Siguiendo un proceso de filtrado, analisis de
calidad y ensamblaje similar al del MetaHIT-Eur (Figura 5), se obtuvo un conjunto de 4.01
millones de contigs ensamblados mayores a 500 pb de longitud. Este conjunto de datos
de contigs es uno de los utilizados en el presente trabajo de tesis. Mediante un andlisis
de asignacion taxondmica cerca del 61% de los reads de las 145 muestras pudieron ser

asignados a un taxon exitosamente.

48
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25
Mujeres

Figura 7. Numero de individuos participantes en el MetaHIT-Ch y su clasificacién de

acuerdo a la presencia o no de T2D.

1.6.3.1.  El microbioma intestinal humano y su relacion con T2D.

La diabetes tipo 2 es un trastorno metabdlico caracterizado por la desregulacion del
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, lo cual resulta en una secrecion de
insulina alterada, resistencia a la insulina, o una combinacion de ambas. La T2D es un
problema de salud publica global en expansion con una fuerte relacién a la actual epidemia

de obesidad. Los individuos con T2D se encuentran en un mayor riesgo de desarrollar
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complicaciones microvasculares como la retinopatia, nefropatia y neuropatia; ademas de
desérdenes cardiovasculares. Los factores ambientales (obesidad, dieta poco saludable, e
inactividad fisica) y genéticos contribuyen a las mdultiples alteraciones fisiopatoldgicas
responsables de la homeostasis de la glucosa en individuos con T2D. Cerca del 90% de los
casos de diabetes registrados corresponden a T2D, mientras que el 10% restante engloba

a la diabetes mellitus tipo 1 y a la diabetes gestacional (DeFronzo et al., 2015).

La reciente investigacion metagendmica de comunidades microbianas intestinales ha
cambiado nuestro entendimiento sobre enfermedades humanas y su potencial impacto
médico. Desde una perspectiva taxondmica y funcional, la microbiota humana podria estar
ligada a la contribucion etiolégica de diferentes enfermedades complejas, entre ellas, la
diabetes tipo 2 (Qin et al 2012). Los metabolitos generados por la microbiota intestinal
contribuyen a la integridad de la barrera intestinal. Por su parte, una barrera intestinal
comprometida resultado de una alteracién en los componentes de la microbiota intestinal
conduce a la filtracion de mediadores inflamatorios: dentro de la circulacidon sistémica,
resultando en un aumento en la resistencia a la insulina (Upadhyaya & Banerjee, 2015).

La obesidad predispone el desarrollo de T2D y enfermedades cardiovasculares. Estas dos
patologias son parte de lo que se conoce como el sindrome metabdlico. La perturbacién de
la composicién y actividad de la microbiota se encuentra involucrada en la emergencia del

sindrome metabdlico.

Una de las actividades con el mayor potencial de cambio en las comunidades microbianas
intestinales es una buena alimentacion acompafada del consumo regulado de probioticos
y prebiéticos. Los probiéticos son microorganismos vivos que administrados en cantidades
adecuadas confieren un beneficio a la salud del hospedero (Hill et al., 2014). Mientras que
los prebidticos son un sustrato que es selectivamente utilizado por los microorganismos del
hospedero que confiere un beneficio a su salud (Gibson et al., 2017). En este sentido, una
gran parte de proyectos de casos y controles asociados a la identificacion de los
componentes estructurales de la microbiota intestinal humana se realizan con este objetivo
en particular: la identificacion de microorganismos asociados a un buen estado de salud o
a una mejora en el estado de enfermedad que puedan ser utilizados como probi6ticos.

Durante los ultimos afios, y como resultado de la gran cantidad de proyectos de
microbiomas intestinales humanos, se han identificado microorganismos que cumplen con

esta descripcion.
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Los microorganismos benéficos de siguiente generacién son aquellos que han sido
identificados mediante el uso de tecnologias de secuenciacion de nueva generacion y no

por métodos de cultivo convencionales (Next-Generation Sequencing, NGS).

Akkermansia muciniphila es una de las especies bacterianas mas abundantes de la
microbiota intestinal (0.5 — 5% del total de bacterias). Es una bacteria degradadora de
mucina. La mucina es una glicoproteina producida y degradada especificamente en el colon
y que forma parte de la mucosa intestinal. Interesantemente, A. muciniphila se encuentra
en menor abundancia en la microbiota intestinal de ratones obesos y diabéticos (Cani & De
Vos, 2017). En humanos, la abundancia de A. muciniphila disminuye en distintas
situaciones patolégicas como en la obesidad, diabetes tipo 2, enfermedad inflamatoria
intestinal, hipertension y enfermedades del higado. Por otra parte, se encuentra el caso de
la bacteria Christensenella minuta, una bacteria asociada a individuos delgados identificada
como parte de los esfuerzos del HMP. Estudios en ratones con sobrepeso alimentados con

C. minuta muestran una disminucion de peso (Rosa et al., 2017).

1.7. Aportes de estudios metagendmicos recientes

A pesar de los grandes esfuerzos de estos consorcios y de otros grandes proyectos, adn
se desconoce una gran parte del repertorio de microorganismos asociados al cuerpo
humano, principalmente a la zona gastrointestinal. Esto se sabe debido a que en proyectos
como el HMP y en ambos estudios del MetaHIT una elevada proporcién (entre el 30% al
50%) de lecturas y secuencias ensambladas generadas por secuenciacion metagenémica
no han podido ser mapeadas a las diferentes bases de datos de microorganismos,
evidenciando asi que existen miembros de la microbiota humana de los cuales aln no se
cuenta con genomas de referencia para su identificacion. Elucidar la totalidad de
microorganismos que forman parte del microbioma es de vital importancia debido a que la
presencia de diferentes géneros y especies de bacterias, virus y hongos se asocian con el
desarrollo de fenotipos de importancia médica en el hospedero. Para abordar esta
problematica recientemente han sido publicados algunos trabajos en los cuales se
ensamblan y recuperan genomas microbianos, principalmente bacterias, provenientes del
total de conjuntos de datos de metagenomas publicos disponibles. Uno de ellos es el trabajo
de Donovan H. Parks y colaboradores (Parks et al., 2017) en donde se reporta la
reconstruccion de 7,903 genomas de bacterias y arqueas derivado del analisis de 1,550

metagenomas. A pesar de que este estudio se baso principalmente en el ensamblaje de
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genomas microbianos provenientes de metagenomas no asociados a humanos, los
resultados nos permiten contextualizar la cantidad de bacterias que permanecen aun sin
ser identificadas. Otro estudio con una metodologia similar pero asociado a metagenomas
humanos es el de Alexandre Almeida y colaboradores (Almeida et al., 2019), en donde
logran ensamblar 92,143 genomas microbianos derivado del analisis de 11,850
microbiomas del tracto gastrointestinal humano, incrementando asi en ~281% la diversidad
filogenética asociada a la microbiota intestinal. De estos genomas ensamblados 1,952
corresponden a nuevas especies candidatas de bacterias. Ademas, logran aumentar en
200% el numero de genomas microbianos de poblaciones poco representadas como son el
caso de Africa y Sudamérica, al aplicar técnicas de ensamblaje de novo de“los sets de
metagenomas disponibles derivados de dichas poblaciones. De acuerdo a distintos autores,
estos dos estudios han permitido aumentar significativamente el nimero de taxa
bacterianos existentes en las diferentes bases de datos, lo que permitira expandir

substancialmente el &rbol de la vida, principalmente a nivel-de microorganismos.

La mayoria de los estudios sobre microbiomas humanos se han realizado en poblaciones
europeas y americanas. Esto se debe a que los consorcios mas grandes de investigacion
sobre este tema provienen de Estados Unidos y Europa. Generando asi una elevada
representacion de metagenomas provenientes de estas poblaciones en las diferentes bases
de datos. Gracias al estudio de Almeida y colaboradores citado en el parrafo anterior se
incrementd el nimero de genomas microbianos de poblaciones poco representadas como
Africa y Sudamérica. De igual forma, gracias al trabajo de Almeida y colaboradores se logré
disminuir la proporcion de reads o contigs que no recibian una asignacion taxonémica en
estudios de microbiomas humanos. En su conjunto esto permitird observar nuevos taxa de
microorganismos gue se encuentran en asociacion con seres humanos, principalmente a

nivel del tracto gastrointestinal.

Los componentes del micobioma muestran una naturaleza variable. En distintos estudios
longitudinales se ha observado que existe una intra-variabilidad elevada entre los distintos
géneros de hongos que se pueden detectar en un individuo en un momento determinado,
y que esta composicion varia fuertemente en el mismo individuo al realizarse un segundo
muestreo en una temporalidad diferente (Nash et al., 2017). Otros estudios ademas
muestran una alta inter-variabilidad mediante comparaciones del perfil taxonémico fungico
entre individuos dentro de un grupo de estudio, mostrando que el nimero de individuos que

explica la mayor parte de la diversidad de hongos es muy bajo en comparacion al total de
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individuos participantes. Un ejemplo de esto es el estudio de Ghannoum y colaboradores
(Ghannoum et al., 2010), quienes se enfocaron en estudiar la diversidad del micobioma oral
en un grupo reducido de 20 individuos, detectando 85 géneros de hongos, de los cuales,
39 géneros se explican por la diversidad de hongos que posee 1 solo individuo. Estas
observaciones nos muestran la complejidad y la variabilidad de las comunidades
microbianas que habitan en el cuerpo humano. Si bien, actualmente los grandes consorcios
dedicados a la investigacidbn de microbiomas humanos han establecido protocolos de
investigacion mas detallados, es indispensable el control de la mayor cantidad de variables
en este tipo de estudios, y ain mas en aquellos que se enfocan en generar diferencias en
la composicion en grupos de casos y controles, de esta manera se disminuye el error
provocado por variables no controladas y se aumenta la certeza de-que dichos cambios
observables se deben con mayor probabilidad a la presencia o ausencia de la caracteristica

en estudio.
1.8. Tecnologias para determinar la diversidad del microbioma.

El estudio del microbioma humano ha avanzado drasticamente durante los Ultimos afios
gracias al surgimiento y mejora de las nuevas tecnologias de secuenciacion. Estas
tecnologias actualmente nos permiten obtener un mejor panorama de las comunidades
microscoépicas que viven dentro y sobre €l cuerpo humano, tanto a nivel de prevalencia
como de diversidad (Clemente et al., 2012). Anteriormente, las aproximaciones
metodoldgicas para la deteccion e identificacion de microorganismos se basaban en
técnicas de cultivo, pruebas bioquimicas, microscopia y cultivo en medios selectivos
(Huffnagle & Noverr, 2013), sin embargo, la mayor parte de las bacterias y hongos son
incultivables en medios de cultivo convencionales, generando una pérdida de informacion

en estudios de este tipo.

Una de las principales herramientas que ha permitido estudiar las secuencias genémicas
de comunidades microbianas completas es la secuenciacion de Ultima generacién (NGS,
next generation sequencing). Estas herramientas permiten la secuenciacion de ADN de alto
rendimiento. De esta manera millones o billones de hebras de ADN pueden ser
secuenciadas en paralelo, permitiendo una mayor calidad y minimizando la necesidad de
incluir métodos de clonacion de segmentos de ADN como era el caso en la secuenciacion
tipo Sanger. Debido al progreso en estas tecnologias de secuenciacion se ha podido
disminuir el costo por megabase secuenciada e incrementar el nimero y diversidad de

genomas secuenciados (Goodwin, McPherson & McCombie, 2016), como en el caso de los

32



estudios de metagenomas. Ademas de las caracteristicas anteriores, las tecnologias de
NGS presentan una diversidad en la estructura y tamafio de secuencias que se pueden
obtener, por un lado, lllumina domina las tecnologias de secuenciacién de lecturas cortas,
mientras que otras tecnologias como Oxford NanoPore permiten la generacion de

secuencias largas (~200kb).

Actualmente existen dos principales aproximaciones metodolégicas para estudiar el perfil
microbiano de una comunidad: los estudios metagenémicos, y la secuenciacion de
marcadores como 16S, 18S o secuencias espaciadoras transcritas internas. (ITS, Internal
Transcribed Spacer). (Tang et al., 2015). En este sentido, la metagenomica puede ser
definida como el analisis directo de genomas contenidos en una muestra ambiental sin la
necesidad de generar cultivos clonales (Sharpton, 2014). Una de las'mayores ventajas que
nos ofrece la metagendémica es el conocimiento de la abundancia de los componentes de
la comunidad, y de su estructura mediante el andlisis de indices de diversidad: alfa (a), beta
(B) vy gama (y). Los indices de diversidad anteriores son variables descriptivas
fundamentales a nivel ecolégico (Jost, 2005). De manera general lo que cada indice nos
indica es lo siguiente: la diversidad alfa es la diversidad a nivel local en una comunidad
cerrada; la diversidad beta es la medida de qué tan diferentes son dos muestras tomadas
de una misma area; y la diversidad gama es la diversidad total de una region a larga escala
gue contiene diversas comunidades (Krebs, 1999). La escala de los indices de diversidad
puede ser ajustada de acuerdo a las comunidades de estudio, desde comunidades de
organismos superiores hasta de microorganismos. Por otra parte, conocer la composicion
de una comunidad en estudio es importante para la determinacién de un analisis funcional
adecuado que nos permita reconstruir vias metabdlicas, de esta manera es posible evaluar
el posible impacto que estas comunidades de microorganismos tienen en la fisiologia del

hospedero.

La secuenciacién metagendmica tipo shotgun es una herramienta completa que permite
obtener datos de comunidades microbianas enteras. Este método es costoso y necesita de
recursos computacionales potentes para su analisis, sin embargo, el volumen de datos
producidos y la calidad en el andlisis de estos es mucho mayor, permitiendo asi dar
respuesta a una gran cantidad de preguntas bioldgicas bajo estudio. Una alternativa a esta
ultima metodologia es la amplificacion mediante reacciones en cadena de la polimerasa
(PCR, Polymerase Chain Reaction) de marcadores blanco especificos como las regiones

ribosomales variables 16S y 18S, asi como las regiones espaciadoras ITS. Estas regiones
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son amplificadas y secuenciadas con el fin de identificar las poblaciones de bacterias u
hongos (de acuerdo al marcador utilizado) a través de una comparacién con bases de datos
de referencia como SILVA (Quast et al., 2013) en el caso de 16S y 18S, y UNITE (Nilsson
et al., 2018) en el caso de ITS (Tang et al., 2015).

Actualmente existen muchas bases de datos con informacion de secuencias
metagenomicas como las mencionadas anteriormente: HMP, MetaHIT-Europeo y MetaHIT-
Chino. Estos proyectos cuentan con informacién derivada de procesos de ensamblado tipo

contigs o scaffolds.

1.9. Biodiversidad e indices de diversidad en el analisis de datos

metagendmicos

La diversidad bioldgica es la variabilidad entre los organismos vivos de todas las fuentes,
incluidos, entre otros, los ecosistemas terrestres, marinos y otros ecosistemas acuaticos y
los complejos ecoldgicos de los que forman parte; esto incluye la diversidad dentro de las
especies, entre las especies y de los ecosistemas (CBD, 1992). Se distinguen tres niveles
de biodiversidad: (1) genética, (2) de especies.y (3) de ecosistemas. El interés de los
estudios de biodiversidad en sistemas naturales se basa en representar la variabilidad de

todos o alguno de estos tres componentes en la comunidad en estudio.

La biodiversidad puede verse como una propiedad multidimensional de los sistemas
naturales (Morris et al., 2014). El cuerpo humano contiene una gran cantidad de
microorganismos, los cuales varian de individuo a individuo de acuerdo a diversos factores
del ambiente o del propio hospedero. Conocer cual es la naturaleza y la dinamica de cambio
del microbioma humano es parte fundamental en estudios que evallan grupos de casos y

controles.

Con el objetivo-de describir las propiedades generales de las comunidades ecolégicas que
nos permitan comparar distintas regiones, taxa, y niveles tréficos se han creado diferentes
medidas de biodiversidad. Los indices de diversidad nos permiten obtener un estimado
cuantitativo de la variabilidad bioloégica que puede ser usado para comparar entidades

biologicas que difieren entre ellas en espacio o tiempo.

La diversidad usualmente implica la medida de dos propiedades fundamentales en un

contexto ecoldgico: (1) el nimero de especies (riqueza) y (2) la equidad entre las especies.
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La riqueza de especies es una medida del numero total de especies en una comunidad,
mientras que la equidad de especies expresa qué tan igualitaria es la distribucién de cada

una de ellas dentro de la poblacion.

Estas dos medidas permiten obtener una primera vision sobre la estructura de la comunidad
en estudio (riqueza y equidad), sin embargo, para conocer la identidad de los miembros de
la comunidad es necesario hacer uso de indices taxondmicos. Este tipo de indices clasifican
a los miembros de la comunidad de acuerdo a su relacion taxonémica, reflejando asi la
distancia taxondmica promedio entre dos organismos tomados de manera aleatoria de la
muestra en estudio. Es importante mencionar que los indices de riqueza y equidad
(diversidad a) pueden ser utilizados sin distincion en el estudio comparativo espacial de
diferentes comunidades. Dentro de los indices de diversidad alfa méas utilizados en ecologia
encontramos el indice de entropia de Shannon y el indice de dominancia de Simpson. Por
su parte, dentro de los indices de diversidad beta, el mas utilizado es el indice de Bray-
Curtis (McHugh et al., 2018).

El indice de entropia de Shannon cuantifica la falta de certeza en la predicciéon de la
identidad de un individuo que es tomado de manera aleatoria de un set de datos (Grabchak
et al., 2017). Asi, mientras mayor sea la diferencia entre el tipo de individuos dentro de una
poblacién, y mas proporcionales — equitativas - sean las abundancias de estos, mayor sera
el grado de incertidumbre al intentar predecir la identidad del individuo tomado de manera

aleatoria. La formula para estimar la entropia de Shannon (Oksanen, 2018) es la siguiente:
S
H=—> p;log,p;
i=1
En donde pi es la proporcion de individuos pertenecientes a la especie i, mientras que S el

namero de especies en la poblacion de interés.

El indice de dominancia de Simpson es una medida que iguala la probabilidad de que dos
entidades tomadas de manera aleatoria de un set de datos de interés representen el mismo
tipo. Sin embargo, han surgido variaciones a este indice como el inverso de Simpson, que
por su parte representa la probabilidad de que dos entidades tomadas de manera aleatoria
de un set de datos pertenezcan a diferentes especies. Esta variacion es la mas utilizada en
estudios ecoldgicos (Morris et al., 2014). La formula para estimar el indice de Simpson

inverso (Oksanen, 2018) es la siguiente:
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S
D1 =1 —Zp?
1=1

En donde S es la rigueza o el niUmero total de especies distintas dentro de la muestra. Esta
ecuacion también es igual a la media aritmética ponderada de las abundancias

proporcionales (p;) de las diferentes especies.

El indice de Bray-Curtis es utilizado para cuantificar las diferencias en la estructura entre
dos poblaciones distintas cuando se cuenta con datos de abundancia de sus integrantes.
En el caso de datos de presencia/ausencia se tendria que utilizar una variante de Bray
Curtis denominada Sgrensen. Los valores del indice de Bray CurtiS se encuentran
restringidos a un rango de 0 a 1. Cuando la distancia es cero, dos sitios son completamente
distintos para cada especie (Kindt, 2008). Cuando la distancia iguala a 1 son
completamente similares. En el caso del indice de disimilitud el razonamiento es el inverso:

“Disimilitud = 1 — Similitud”. La férmula de disimilitud-es la siguiente:

BCij =1 2Ly

lj = N o
Si+§j

En donde “jj” son dos sitios, “Si” es el nUmero total de especimenes contados en el sitio i,

“Sj”es el numero total de especimenes contados en el sitio j, “Cj” es la suma que representa

solo a los recuentos menores para cada especie encontrada en ambos sitios. De esta

manera si una especie se encuentra presente en ambos sitios, solo se tomara en cuenta

para la sumatoria “Cij” el niumero de aquel sitio en donde se encuentra en menor

abundancia.

1.10. Herramientas de alineamiento de secuencias y bases de datos
Uno de los primeros pasos para el entendimiento de datos generados por métodos de
secuenciacion masiva, es el alineamiento. A partir de este, se realizan estudios posteriores

que involucran la generacion de analisis filogenéticos, de funcién, de estructura y prediccion

proteica, entre otros.
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En paralelo con el crecimiento de las nuevas tecnologias de secuenciaciobn masiva, una
gran cantidad de algoritmos que alinean los datos generados por éstas han sido
desarrollados. Una de las cosas que no ha cambiado durante los Ultimos afios, es la salida
de datos crudos generada por los equipos de secuenciacion, la cual es por si misma poco
informativa. Con el fin de darle un sentido bioldgico a los datos obtenidos, estos deberan
pasar por una tuberia de andlisis informéticos -pipeline-. La cual nos permite obtener
resultados informativos que nos acercaran cada vez mas a resolver las preguntas biolégicas

gue indujeron la generacion de los datos.

1.10.1. Alineamiento de secuencias

El alineamiento es el proceso por el cual se determina la localizacién més probable de una
lectura dentro de una referencia de secuencias genOmicas. Dicha referencia es
seleccionada en funcién al conocimiento previo de la fuente original de la lectura (Flicek &
Birney, 2009). Las herramientas actuales realizan el alineamiento de secuencias de ADN
de especies de interés a genomas de referencia ensamblados de dichas especies.

Uno de los programas mas utilizadas para la busqueda de similitud de secuencias es la
herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschup et al., 1990). La
busqueda de similitud de secuencias puede llevar a la identificacion de proteinas o genes
homologos, esto con base en andlisis estadisticos que nos permitan inferir una ascendencia
comun entre las secuencias comparadas (Dalal & Atri, 2014). Debido a lo anterior, evaluar
la similitud en secuencias de ADN se ha vuelto un entendimiento crucial para la biologia

evolutiva.

BLAST es una herramienta de busqueda de alineamiento local. El alineamiento de
secuencias es una forma de comparacion de secuencias de ADN, ARN o aminoacidos, que
nos permite identificar regiones de similitud que pueden ser una consecuencia de relaciones
funcionales, estructurales, o evolutivas entre las secuencias. La busqueda de similitud de
secuencias generalmente puede ser clasificada como global o local de acuerdo al algoritmo
utilizado para su busqueda. Las herramientas de busqueda de similitud global se basan en
el algoritmo Needleman-Wunsch, el cual optimiza el alineamiento completo entre dos
secuencias, incluyendo asi el alineamiento de secuencias largas con similitud baja. Este
tipo de alineamiento es mas util cuando las secuencias a comparar comparten mayor
similitud y son del mismo tamafio. Por su parte, las herramientas de alineamiento local como

como BLAST, hacen uso del algoritmo Smith-Watermann, optimizando la busqueda de
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subsecuencias relativamente conservadas; alineamientos mas cortos con mayor similitud
(Altschup et al., 1990) (Figura 8). Las medidas de similitud local se prefieren para su
busqueda en bases de datos, en donde las secuencias pueden ser comparadas contra
secuencias parciales de genes. Ademas de la generacion de alineamientos, BLAST provee
informacién estadistica acerca del alineamiento, tales como el valor esperado (expected

value).

Alineamiento Local

Secuencia blanco (target)
5' ACTACTAGATTACTTACGGATCAGGTACTTTAGAGGCTTGCAACCA 3'

LEEE TEEEEE TEERETTETTT LA

Secueni::ugfyjonsuna 5' TACTCACGGATGAGGTACTTTAGAGGC 3

Alineamiento Global

Secuencia blanco (target)

5' ACTACTAGATTACTTACGGATCAGGTACTTTAGAGGCTTGCAACCA 3'

LEREEEEEEEE TEEEEERATEEEEEE R FEETTT

5' ACTACTAGATT----ACGGATC--GTACTTTAGAGGCTAGCAACCA 3°

Secuencia de consulta
(query)

Figura 8. Representacion de un alineamiento local y un alineamiento global (Tomada y
modificada de Altschup et al., 1990).

Los programas de alineacion normalmente siguen un procedimiento que involucra multiples
pasos para realizar el mapeo con precision de una secuencia. El primer paso es el uso de
técnicas heuristicas en donde el objetivo es identificar rapidamente un pequefio set de
zonas-en la secuencia de referencia en donde es mas probable que se localice el mejor
mapeo. Una vez que se ha definido el subset de zonas con un posible mapeo, se realiza un
alineamiento mas lento y més precioso con el uso del algoritmo Smith-Waterman. Correr
estos algoritmos de alta precision en todas las posibles regiones en donde podria existir un
mapeo es computacionalmente inviable. Ademas, todos los programas de alineamiento
implementan una “politica de mapeo” que rigen los aspectos clave de rendimiento de dicha
herramienta. Independientemente del algoritmo que se utilice, una regla general es que

existe un equilibrio entre velocidad y sensibilidad (Flicek & Birney, 2009).
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1.11. Herramientas para el analisis taxonémico de comunidades
microbianas. MEGAN.

Una gran cantidad de estudios han documentado las diferencias en composicion de
comunidades microbianas asociadas a sus hospederos durante estados de salud y
enfermedad. Para un creciente nimero de enfermedades, un microbioma alterado no es
solamente un marcador de enfermedad, sino también un contribuyente activo a la patologia
(Chassaing et al., 2012). Debido a la importancia en la determinacion de los componentes
taxondmicos de las comunidades microbianas y su relacién con distintas patologias, han
surgido un gran nimero de herramientas computacionales con el fin de evaluar con mayor
detalle y precision las comunidades microbianas derivadas de datos metagendmicos
(Goodrich et al., 2014).

La determinacion de la estructura dentro de las comunidades microbianas asociadas a
humanos es crucial para el entendimiento ecolégico de éstas cuando se presentan cuadros
de enfermedad. Para este fin se han creado distintas herramientas de asignacion
taxondmica, que con el surgimiento de mas y mejores tecnologias de secuenciacion, han
sido mejoradas a través del tiempo. Las caracteristicas que se buscan en una herramienta

de asignacion taxondmica es rapidez y sensibilidad.

Dentro de las herramientas de asignacion taxondmica podemos distinguir dos grupos: (1)
aquellas que basan su clasificacién en sets de genes blanco (ej. QIIME, mOTU, MetaPhyler,
MetaPhlAn), y (2) aquellas que utilizan todas las secuencias disponibles — reads o
secuencias ensambladas - en el set de datos para realizar la determinacién (ej. MG-RAST,
Kraken, MEGAN) (Lindgreen, Adair & Gardner, 2016).

1.11.1. MEGAN.

La metagenomica es el estudio del contenido genémico de una muestra de organismos
obtenidos de un hébitat comun utilizando secuenciacion dirigida (marcadores) o aleatoria
(shotgun). El principal objetivo de este campo de estudio se basa en entender el contenido
y funcion de la diversidad microbiana en un ambiente determinado. MEGAN (MEtaGenome
Analyzer) es una herramienta que permite el andlisis de datos metagendmicos, creada por
Daniel Huson en el afio 2007 (Huson, Auch, Qi, & Schuster, 2007). El funcionamiento de
MEGAN se basa en el (1) pre-procesamiento, (2) filtracion, (3) asignacion taxonémicay (4)

representacion visual de los datos metagendémicos (Figura 9). En un paso de pre-
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procesamiento, el set de lecturas de ADN o contigs es comparado contra una base de datos
de referencia de interés que contiene secuencias ensambladas y anotadas de distintos
organismos, usando para ello herramientas de comparacioén basadas en alineamientos
locales como BLAST. Después de este andlisis de comparacion, las herramientas de
MEGAN son utilizadas para estimar y explorar el contenido taxonémico del set de datos,
usando como base de referencia el arbol taxondmico de NCBI para generar una

representacion visual de un arbol taxonémico de los datos metagendémicos evaluados.

El funcionamiento de MEGAN esta basado en un algoritmo de “Ancestro comun mas bajo”
(Lowest Common Ancestor algorithm, LCA). Este tipo de algoritmos nacen junto con la
teoria de grafos, haciendo uso de nodos y uniones (aristas). En principio, el ancestro comun
mas bajo entre dos nodos x y y, se define como el nodo mas bajo que tiene a x y y como
descendientes (Figura 10). Este tipo de organizacion jerarquica en los sistemas biolégicos
siguen un principio central basado en la historia evolutiva de distintos grupos de organismos
(Federhen, 2012).

ADN Comparacién de Comparacién
Muestra h |,
(lecturas) secuencias de datos

Metagenoma

Analisisinteractivo
y visualizacién con
MEGAN.

genolma Bases de datos
especifico de referencia

Figura 9. Diagrama de flujo de MEGAN. Preprocesamiento y asignacion taxonémica
(Tomada y modificada de Huson et al., 2007).

El algoritmo LCA asigna las lecturas derivadas del pre-procesamiento y las asigna a los
taxa correspondientes, de manera que el nivel taxondmico del taxon asignado refleja el nivel

de conservacion de la secuencia.

En sus inicios, MEGAN fue utilizado para el analisis de un subset de datos del Mar de los
Sargazos de Craig Venter; y de una muestra de un hueso de Mamut con una composicion

aproximada de 300,000 reads.
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Junto con el crecimiento de los proyectos metagendmicos, tanto en nimero de muestras
consideradas como de reads colectados, y el interés en el uso de secuenciacién tipo
shotgun, surge una version de MEGAN que provee las herramientas necesarias para el
analisis y comparacion de datos de este tipo: MEGAN-CE (Community Edition) (Huson et
al., 2016). Esta version de MEGAN contiene 3 algoritmos LCA: (1) “naive-LCA”, (2)
“weighted-LCA” y (3) “LR-LCA” (long reads). Debido al interés actual en la generacion de
lecturas largas de alta calidad (10kb — 1Mb) como resultado de las nuevas tecnologias de
secuenciacién surge el algoritmo LR-LCA de MEGAN (Huson et al., 2018). Este algoritmo
esta explicitamente disefiado para el analisis de lecturas largas (generalmente mayores a
1000 pb, y que se encuentran entre los rangos de 10 a 15 kb) o contigs ensamblados, y es
una adaptacién de los algoritmos anteriores para el andlisis de lecturas cortas (~100 a 600
pb, o hasta 1000 pb).

Figura 10. Arbol de ancestro comiin méas bajo. En este arbol el ancestro comin mas bajo
de los nodos x y y esta marcado con un circulo color verde claro. Otros ancestros en comun

mas lejanos de x y y se muestran en color verde oscuro.

Trabajar con lecturas cortas en el analisis de datos metagenémicos genera limitantes en la
resolucion de ciertas preguntas biologicas, dificultando la respuesta de éstas. Un ejemplo
muy claro es si dos genes que son detectados en la misma muestra de microbioma también
ocurren juntos en el mismo genoma de un organismo. Abordar esta pregunta haciendo uso
de secuencias cortas puede ser posible con un procedimiento de ensamblaje adecuado en

algunos casos, sin embargo, se vuelve una limitante extra a resolver, problemética que
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puede ser evitada haciendo uso de lecturas largas, en donde ambos genes pueden o0 no

ocurrir en un mismo genoma de un organismo en particular.
Algoritmos LCA en MEGAN:

1. Naive-LCA: Es el primer algoritmo desarrollado para su uso en MEGAN, ademas,
es el algoritmo que MEGAN utiliza por default en un andlisis taxonémico. El objetivo
de este algoritmo es realizar una asignacion taxonémica. En este enfoque, cada
read es asignado al nodo del “ancestro comun mas bajo” de la taxonomia. De esta
manera la asignacion se realizara al taxdn/nodo que se encuentra por encima de
todas las especies en las cuales dicho read tuvo un alineamiento-significativo
(Figura 11). Asi, los reads que alinean a genes altamente conservados son
asignados a niveles taxonémicos mas altos (ej. Filo, Clase), mientras que los reads
gue alinean a un gen que es especifico para un cierto tipo de-organismos pueda ser
asignado a un nivel taxonémico mas bajo (Género o Especie). Como consecuencia
de lo anterior, los reads son asignados a través de todos los niveles taxonémicos.
Este algoritmo provee un método de asignacion taxondmica rapido y directo,
corriendo a una tasa de ~100 millones de reads (cortos) y 2 billones de
alineamientos por hora. Sin embargo, €s menos adecuado para propositos de
perfiles taxonémicos, en donde el objetivo es obtener una estimacion precisa del
contenido taxonémico de una muestra. Una de las razones del bajo rendimiento de
este algoritmo como una herramienta de perfilamiento es el hecho de que procesa

cada read por separado, independientemente de todos los otros reads.
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Figura 11. Algoritmo “naive-LCA” MEGAN-CE. Considerando un read r que presenta un
alineamiento significativo a las secuencias de referencia al, a2, a3, a4... aN, que se
encuentran asociadas a los taxa t1, t2, t3, t4. El algoritmo naive-LCA asigna a r al nodo
taxondmico mas bajo (T) que representa al nodo que se encuentra por encima de todas las

especies en donde se present6 un alineamiento significativo de r.

2. Weighted-LCA: Este algoritmo es disefiado e implementado en MEGAN con el
objetivo de abordar las limitantes de perfilacion taxondmica presentadas por el
algoritmo naive-LCA. Este algoritmo funciona de la siguiente manera. En una
primera fase, a cada secuencia de referencia (S) le es asignado un peso (weight).
Este valor es el numero de reads (R) que Unicamente alinearon a S. Entonces, en
una segunda fase, cada read R es colocado en el nodo mas bajo de la taxonomia
gue se encuentra arriba del 75% o mas del peso total de todas las referencias para
las cuales R tuvo un alineamiento significativo. De esta manera la asignacién
taxonémica no se realizard4 Unicamente en el nodo taxondmico mas bajo, sino en
todos los nodos taxondmicos arriba del 75% del valor del peso de todas las
referencias. Esto mejora la especificidad de la asignacion taxonémica, pero requiere
mas tiempo y trabajo de computo.

3. LR-LCA: Este algoritmo es utilizado para realizar una asignacion taxonémica de un
conjunto de reads largos o contigs. Hace uso del algoritmo naive-LCA.

Una de las mayores asunciones al trabajar con reads cortos en procesos de

alineamiento es que cualquier read alineara solamente a un solo gen y por lo tanto
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a todos los taxas asociados a ese mismo gen. Cuando se trabaja con secuencias
largas esta asuncién no se cumple, por el contrario, se espera que un read largo se
traslape con uno 0 mas genes.

Para hacer el algoritmo naive-LCA aplicable al alineamiento de reads largos o
contigs, primero se parte de la idea general de detectar los diferentes genes a lo
largo del read en donde se presenten alineamientos significativos, para después
aplicar el algoritmo naive-LCA a cada una de las regiones detectadas de manera

individual. Arrojando asi una asignacién taxonémica basada en secuencias largas.

Todos los seres vivos nos encontramos en constante interaccion con el ambiente
que nos rodea. Esta interaccion nos permite generar asociaciones de convivencia ecolégica
que nos brindan beneficios para un mejor aseguramiento de nuestra eficacia biolégica. Los
seres humanos y los microorganismos no son la excepcion a este fenémeno. El cuerpo
humano posee al menos un namero semejante de células humanas como de células
microbianas. Se estima que al menos entre 500-1,000 especies de bacterias viven sobre y
dentro del cuerpo humano en un momento determinado, y que la naturaleza de éstas varia
de acuerdo a distintos factores ambientales y del propio hospedero. Cada bacteria posee
un genoma que a su vez posee cientos o miles de genes; la diversidad genética que ofrecen
los miembros del microbioma al ser humano es al menos 10 veces mayor que la propia
diversidad genética humana. Los componentes del microbioma humano son cambiantes,
cada individuo humano posee una estructura taxonémica distintiva, sin embargo, ciertos
componentes microbianos se comparten entre individuos dentro y fuera de una poblacion.
Muchos miembros del microbioma son necesarios para el mantenimiento de un buen estado
de salud en‘los seres humanos. El cambio drastico en la estructura y dindmica de la
microbiota ocasionada por factores externos o del propio hospedero generan un desbalance
en la comunidad ecoldgica, lo que resulta en un desequilibrio homeostatico y puede llevar
a la aparicion de cuadros de enfermedad o en un aumento de la severidad de estos. Los
recientes avances tecnologicos a nivel de herramientas de secuenciacion nos han permitido
obtener un mejor y mas amplio panorama acerca de estas importantes comunidades. Hoy
en dia conocemos que distintas especies y géneros bacterianos se encuentran
relacionadas con una mejor prognosis y diagnostico de enfermedades. Las bacterias
conforman la mayor parte de la microbiota humana. Sin embargo, otros integrantes de la

microbiota también llevan a cabo procesos esenciales para el mantenimiento de la
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comunidad ecoldgica, este es el caso de los hongos. Los hongos, a diferencia de las
bacterias de la microbiota humana, son menos abundantes, pero son muy diversos.
Distintas especies de hongos han sido descritas formando parte normal de la microbiota
humana como miembros de los géneros Candida y Malassezia. Conocer la estructura
completa de las comunidades microbianas en los seres humanos nos permitira establecer
relaciones entre sus miembros y entender mejor como el desbalance de alguno de ellos

puede llevar a estados de enfermedad.

En el presente trabajo se realizar4d un analisis exhaustivo de las comunidades poco
estudiadas de hongos derivados de datos metagenémicos, y se haran relaciones sobre los
miembros de las comunidades fungicas y su posible relacion con estados de salud y

enfermedad en individuos humanos.

2. Hipotesis

Existe una diferencia en el componente fungico del microbioma humano relacionado a
estados de salud y enfermedad, ademas, éste varia en funcién de la ancestria de la

poblacién en la que se observa.

3. Objetivos
3.1 Objetivo general

Determinar la diversidad taxonémica del micobioma en distintas poblaciones humanas de

acuerdo a un estatus de salud o-enfermedad.

3.2. Objetivos especificos

1) Recopilar informacion de datos derivados de secuenciacion metagendmica (contigs)
de 3 de los principales estudios de microbiomas en poblaciones humanas: HMP,
MetaHIT-Eur y MetaHIT-Ch.

2) -Alinear las secuencias de contigs obtenidas contra una base de datos de referencia.

3) Filtrar los alineamientos obtenidos de acuerdo a la calidad de estos.

4) Asignar los alineamientos de las secuencias a un perfil taxonémico con un énfasis
en el reino ‘Fungi’.

5) Describir la diversidad taxonémica encontrada en los distintos grupos (casos y

controles).
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6) Representar visual y graficamente los datos generados para una mejor

interpretacion de los mismos.

4. Metodologia

La metodologia, en concordancia con los objetivos planteados, se divide en las siguientes
seis etapas: 1) Seleccion y recopilacion de datos de secuencias y ensambles
metagenomicos tipo contigs derivados de 3 de los principales proyectos de microbiomas en
poblaciones humanas: HMP, MetaHIT-Eur, y MetaHIT-Ch; 2) Generacion de alineamientos
de los datos de secuencias tipo contigs obtenidos utilizando la herramienta BLAST 2.3.0
contra la base de datos de referencia nr-nt de NCBI; 3) Filtracion y 4) analisis taxonémico
de los alineamientos generados mediante el uso de la herramienta MEGANG-CE; 5)
Derivado del perfil taxonémico se utilizard la herramienta vegan 2.5.2 (RStudio) para
realizar una descripcion de la diversidad encontrada mediante el uso de indices de
biodiversidad tipo alfa: usando los indices no inversos de Shannon y Simpson; 6)
Finalmente, se realizara una representacion visual grafica de los resultados obtenidos

mediante el uso de la herramienta ggplot2 (RStudio).

La metodologia propuesta involucra el analisis de datos metagendmicos derivados de
microbiomas de distintas partes del cuerpo humano (HMP), sin embargo, se hara un énfasis
en el componente fangico de aquellos obtenidos del tracto gastrointestinal (MetaHIT) que

se encuentran relacionados a estados de salud y enfermedad.

4.1. Recopilaciéon de secuencias ensambladas derivadas de estudios de

microbiomas humanos.

Se trabajé conarchivos de secuencias ensambladas tipo contigs generadas originalmente
por cada uno de los dos grandes consorcios: The Human Microbiome Project, y The

Metagenome of the Human Intestinal Tract.
1) Proyecto del Microbioma Humano, HMP (ler set de datos)

Se obtuvieron las secuencias de contigs derivados de un estudio de MSS de 300 individuos
estadounidenses en 15 zonas del cuerpo. El set de datos disponible es una representacion
de 681 muestras de 242 individuos debido a un filtro de calidad del HMP. Todos los

individuos se encuentran catalogados como individuos sanos.
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Los datos con los que se trabajé se obtuvieron durante el mes de Mayo del 2017 del sitio
web NIH Human Microbiome Project siguiendo la via: >home >data browser >hmbsa

>hmbsa:healthy como se muestra en la siguiente liga:

https://www.hmpdacc.org/hmp/HMBSA/healthy/index.php

Los archivos se encuentran organizados como un conjunto de contigs de todos los
individuos por sitio del cuerpo, sumando un total de 15 archivos. Se realiz6 la descarga de

los documentos via FTP en linea de comandos bash en Ubuntu/Linux con el comando wget

para cada uno de los archivos como se ejemplifica a continuacion:

wget ftp://public-ftp.ihmpdcc.org/HMBSA/Anterior nares.tarvbz?

Tabla 4. Vista general de la composicién de los archivos obtenidos del HMP.

Zonadel cuerpo No. de Numero de Tamafio promedio Tamaro del
muestras | contigs de contigs archivo
Nariz anterior 84 67, 612 635 bp 25.0 MB
Mucosa bucal 107 358, 115 494 bp 103.3 MB
Gingiva queratinizada 6 54,234 475 bp 14.0 MB
Cresta retroauricular 9 61, 316 563 bp 16.9 MB
izquierda
Vagina media 2 353 695 bp 87.2 KB
Amigdalas palatinas 6 106, 953 592 bp 29.3 MB
Fornix posterior 53 17, 820 540 bp 5.8 MB
Cresta  retroauricular 15 118, 851 438 bp 47.2 MB
derecha
Saliva 5 21, 693 408 bp 5.3 MB
Heces fecales 136 2, 225, 881 471 bp 769.1 MB
Placa subgingival 7 275, 970 413 bp 79.7 MB
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Placa supragingival 115 784, 017 498 bp 247.3 MB
Garganta 7 105, 394 450 bp 27.7 MB
Dorso de lalengua 122 264, 916 615 bp 95.0 MB
Introito vaginal 3 2,280 437 bp 595.9 KB
TOTAL 681 4, 465, 405

2) Metagenoma del Tracto Intestinal Humano, MetaHIT-Eur (2do set de datos)

El proyecto MetaHIT-Eur contiene una base de datos de 6, 577, 036 contigs con un tamafio
mayor a 500 pares de bases generados de la secuenciaciéon de muestras fecales de 124
individuos europeos (39 casos y 85 controles). El set de datos completos se muestra en la
Tabla Al de la seccion de Anexos al final de este documento.

Los archivos de contigs se encuentran disponibles en el sitio web:

http://www.bork.embl.de/~arumugam/Qin_et al*2010/ organizados por individuo, sumando

un total de 124 archivos. Estos fueron descargados durante el mes de Mayo del 2017. Se
utilizé el comando wget mas la direccion FTP de cada archivo como se ejemplifica a

continuacion:

wget http://www.bork.embl.de/~arumugam/Qin et al 2010/MH0001.seq.fa.gz

3) Metagenoma del Tracto Intestinal Humano, MetaHIT-Ch (3er set de datos)

El proyecto MetaHIT-Ch contiene una base de datos de 4, 019, 997 contigs con un tamafio
mayor a 500 pares de bases. Estas secuencias fueron generadas de la secuenciacion y
ensamblaje de muestras fecales pertenecientes a 145 individuos chinos (71 casos y 74
controles). El set de datos completo se muestra en la Tabla A2 de la seccion de Anexos al

final de este documento.

Los archivos de contigs se encuentran disponibles en el sitio FTP del repositorio GigaDB:
ftp://parrot.genomics.cn/gigadb/pub/10.5524/100001 101000/100036/AssemblyContigs/

Cada archivo representa a un individuo del estudio, sumando un total de 145 archivos. Se

realiz6 la descarga de todos los archivos dentro de la carpeta AssemblyContigs mediante

el siguiente comando:
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http://www.bork.embl.de/~arumugam/Qin_et_al_2010/
ftp://parrot.genomics.cn/gigadb/pub/10.5524/100001_101000/100036/AssemblyContigs/

wget -r
ftp://parrot.genomics.cn/gigadb/pub/10.5524/100001 101000/100036/Assembly

Contigs/

4.2. Alineamiento de las secuencias de contigs usando la herramienta
BLAST 2.3.0 contra la base de datos “no redundante de nucleétidos (nr-nt)”
de NCBI.

Se realizaron alineamientos de las secuencias de contigs de los 3 sets- de datos de
microbiomas. Los alineamientos fueron realizados con la herramienta BLAST 2.3.0 (Altschul
et al. 1990) en su version de linea de comandos. Blast es una herramienta de blsqueda de
alineamiento local (Basic Local Alignment Search Tool), genera la alineacion de dos
secuencias de ADN de acuerdo a algoritmos de homologia 'y similitud mediante la
comparacion de combinaciones de nucleétidos en bases de datos establecidas. Si una
secuencia desconocida genera un alineamiento en una secuencia blanco que cumple con
los parametros establecidos, entonces se le asigna un identificador a dicha secuencia (Ye,
McGinnis & Madden, 2006).

Descarga y almacenamiento de la base de datos nr-nt

Los alineamientos se realizaron.contra la base de datos de secuencias de nucleétidos “no
redundantes” (non redundant) de NCBI “nr-nt”. Se llevé a cabo la descarga de la base de
datos del sitio de FTPs de NCBI: ftp:/ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/ el dia 20 de Abril del
2017. La base de datos fue almacenada dentro del cluster “DNA HPCC” del Laboratorio de

Visualizacion Cientifica Avanzada (LAVIS) de la UNAM Campus Juriquilla.

La base de datos no redundantes de NCBI se construye con secuencias idénticas que son
fusionadas en una misma entrada de las distintas bases de datos. Para que dos secuencias
sean fusionadas éstas deben tener tamafios idénticos, y cada residuo en cada posicion
debe ser el mismo (NCBI, 2017).

La base de datos nr-nt corresponde a todas las secuencias no redundantes reportadas en
bases de datos como GenBank, EMBL y DDBJ (NCBI, 2017). Tan solo en la actualizacion
de Abril del 2003 esta base de datos contaba con secuencias que representan a 4,653
familias, 26,427 géneros, 130,207 especies, y un total de 176,890 taxas (Federhen, 2013).
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Alineamiento de secuencias

Para realizar el alineamiento de secuencias el primer paso es darle un formato especifico

a la base de datos que se utilizara para que blast pueda hacer uso correcto de ella.

Posteriormente se realiza un alineamiento de los archivos de contigs utilizando los

parametros por default de la herramienta BLAST2.3.0 contra la base de datos nr-nt.

Comando:

makeblastdb -in mydb.fsa —-dbtype nucl -parse seqgids

Después de haber dado formato a la base de datos. Se llevé a cabo el alineamiento de las
secuencias. En este caso, al realizar alineamientos de archivos grandes se paralelizé el
script y se aument6 el niumero de nucleos por trabajo (job) mandado al clister, de la

siguiente manera:

Comando:

blastn -db path/to/database —-query path/to/contigs -num threads
4 -out path/to/out/directory =outfmt 6

Los parametros anteriores son los que aseguran un rendimiento 6ptimo de BLAST: 4
nucleos con 4 Gb de RAM cada uno, para un total de 16Gb de RAM de trabajo continuo.
Asegurando asi no hacer uso de nudcleos ni memoria excesiva que BLAST no utilizaria
correctamente. Debido a la cantidad de secuencias y la naturaleza de los datos
(metagenomas microbianos), el tiempo de alineamiento fue de 25 (+/- 5) dias naturales para
cada uno de los sets de datos.

Los archivos esperados como resultado del alineamiento de BLAST son un formato tabular
que contienen informacién de las secuencias alineadas y la calidad del alineamiento, el

archivo que se espera como resultado es llamado archivo “output”.

Tabla 5. Valores generados como resultado de un alineamiento en BLAST con la

salida de texto por default.

Concepto/Valor Significado
gseqid Nombre del identificador de la secuencia de consulta
sseqid Nombre del identificador de referencia
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pident Porcentaje de identidad
length Tamario
mismatch Numero de incompatibilidades
gapopen Numero de aberturas tipo gap
gstart Inicio del alineamiento en la secuencia de consulta
gend Fin del alineamiento en la secuencia de consulta
sstart Inicio del alineamiento en la referencia
send Fin del alineamiento en la referencia
evalue Valor de e
bitscore Valor de bitscore
4.3. Analisis taxondmico con MEGANSG.

El andlisis taxonémico se llevo a cabo conla herramienta MEGANG6 (Huson et al., 2007). La

cual hace uso preferente del formato tabular (outfmt 6) generado por BLAST. MEGAN

(MetaGenome Analyzer) es una herramienta de andlisis de datos metagendmicos, la cual

computa y explora el contenido taxondémico y funcional de datos de este tipo de muestras.

Esta herramienta trabaja con un algoritmo de asignacién taxondmica denominado LCA

(Lowest Common Ancestor).

MEGANG6-CE es_una version que incluye una interfaz gréfica de trabajo (Figura 12).

Haciendo uso de esta interfaz se realiz6 la asignacion taxonémica de todas las secuencias

de contigs. Estas secuencias se asignaron en todos los reinos, sin embargo, para los fines

de este trabajo se realiz6 un énfasis en aquellas obtenidas en el reino Fungi a nivel de Filo

y género.
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Figura 12. Interfaz grafica de MEGAN 6-CE.

Los parametros que se utilizaron en MEGANG para realizar una asignacion taxonémica de

los alineamientos generados por BLAST son‘los siguientes:

Tabla 6. Parametros a usar para analisis taxonémicos en MEGAN 6-CE. Valores por

default y valor utilizado.

Parametro de asignacién

taxon6émica

Valor por Default

Valor Utilizado

Puntuacion minima (min score).

50.0

80.0

Valor esperado (e-value).

0.01

0.001

Porcentaje minimo de identidad.

75

Porcentaje top.

10.0

50.0

Porcentaje minimo de soporte.

0.0

0.0(off)

Soporte minimo

5

Complejidad minima

0.0

0.3

Algoritmo LCA

naive

LongReads
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Porcentaje de cobertura 80 80

Modo de asighacién readCount alignedBases
Porcentaje minimo del read a ser| O 75
cubierto

Los valores utilizados diferentes a los valores por default son los que nos permiten obtener
un perfil taxonémico con un mayor nivel de confianza. Al aumentar pardmetros como el e-
value, el porcentaje minimo del read a ser cubierto, y el porcentaje minimo de cobertura,
generamos un analisis mas estricto en el cual la presencia de falsos positivos se ve
disminuida. En el caso del modo de asignacion, el parametro ‘alignedBases’ nos permite
obtener un perfil taxondmico mas certero en niveles menores de organizacién, como en el
caso de género. El algoritmo LCA utilizado es ‘LongReads’ debido a que se trabaja con
secuencias de contigs. Estos parametros fueron evaluados en tests de prueba y error, y

son los que mejor se ajustan al tipo de datos con'los que se trabajo.

MEGANG-CE genera diversos archivos output con informacion ordenada de manera tabular
en formato csv (comma-separated values) 6 tsv (tabular-separated values) acerca de la
composicion taxonémica de las secuencias analizadas. Estos archivos de salida de texto

son los utilizados para posteriores analisis de diversidad y representacion gréfica.
4.4. Analisis de diversidad utilizando vegan. 2.5-2

Los andlisis estadisticos se realizaron con el paquete R 3.3.2 mediante la interfaz de
RStudio.

Para calcular los indices de diversidad alfa y beta se utilizé el paquete ‘vegan 2.5-2’. Vegan
es un paquete especializado en la ejecucion de analisis multivariantes (principalmente de
ordinacion), y métodos de analisis de diversidad de comunidades ecoldgicas: diversidad
taxonémica y funcional, modelos de abundancia de especies, acumulacion de especies y

diversidad beta, modelos de rarefaccion, entre otros.

Vegan utiliza como archivo input matrices de abundancia, por lo cual los archivos de texto
tipo dataframe generados por MEGAN fueron modificados para su utilizacion con el fin de

generar este tipo de matrices, utilizando la funcion transpose:

t (dataframe)
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Los comandos utilizados para calcular el indice de Shannon y Simpson, respectivamente,

son los siguientes:

diversity(DataSet, index= “shannon”)

diversity(DataSet, index= “simpson”)

4.5, Representacién gréfica de los resultados utilizando ggplot2.

ggplot2 es un paquete de R que permite la visualizacion de datos por medio de la
generacion de salidas graficas. ggplot cuenta con una gran cantidad de variables vy
funciones para generar distintos tipos de graficos. Para la generacion ‘de un gréfico se
requiere que se den instrucciones basadas en una sintaxis establecida que permite el
reconocimiento, caracteristicas y elementos basicos de los. componentes de los datos que

daran lugar a los gréficos.

Algunos ejemplos de la sintaxis y comandos utilizados para la generacion de los distintos

gréaficos utilizados en el presente trabajo son los siguientes:

Funcién: Composicion de hongos a nivel de Género en el set de datos MetaHIT-Ch

ggplot (Comp ChinesseMetLongGenus, aes(x=variable, y=value,

fill=Genus)) + geom col() + scale fill brewer (palette = "Set3") +
labs (x="Group", y="Relative Abundance (%)") + ggtitle("Fungal
Genus Composition. ChinesseMet Dataset.") + theme (plot.title =

element text (hjust = 0.5))

Funcion: Numero de asignaciones de hongo por individuo en los sets de datos MetaHIT-
Eur y MetaHIT-Ch

ggplot (MetaHIT Complete ReadName TaxonName, aes(Individual)) +
geom bar (aes (fill=Status)) +

theme (axis.text.x=element text (angle=90,hjust=0.4, vjust=0.5,
size=6)) + facet grid(. ~ Status, scales="free") +

labs (x="Individual", y="Number of Assignments") + ggtitle ("Number
of Assignments per Individual. MetaHIT Dataset.") +

theme (plot.title=element text (hjust=0.5))
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Funcidn: Diferencias en la composicion fungica a nivel de Filo entre casos y controles en
el set de datos MetaHIT-Eur

ggplot (LongMetaHITComp, aes(x = variable, y=value, fill=Phyllum))
+ geom _col () + labs(x="Group", y= "Relative Abundance (%)") +
ggtitle ("Differences in Fungi at Phyllum. MetaHIT Dataset.") +
theme (plot.title = element text (hjust = 0.5))

Funcién: Comparacién del tamafio de contigs en funcién de su cobertura

ggplot () + geom point (data=HashOut AnteriorNares AllGenus_C,

aes (CONTIG LENGTH2, P CONTIG COVERAGEZ), color="black", shape=1l6,
size=0.5) + geom point (data=HashOut AnteriorNares FungalGenus C,
aes (CONTIG LENGTH, P CONTIG COVERAGE), shape=17, color="red",
size=1.2) + x1im(0,5000) + ggtitle("Anterior Nares ") +

labs (x="Contig Length", y="% Contig Coverage")

5. Resultados

5.1. Proyecto del Microbioma Humano (HMP)

Derivado de los andlisis de alineamiento local con la herramienta BLAST, y la determinacion
del perfil taxonémico con la herramienta MEGANG6 en los datos del HMP (Tabla 3) se

obtuvieron los siguientes resultados.

Se observa que el niUmero total de contigs por sitio del cuerpo varia (Figura 13). De los 15
sitios del cuerpo evaluados, 8 de ellos que corresponden en su mayoria a la zona oral no
presentan alguna abundancia de hongos detectables por la metodologia realizada. Sin
embargo, lo anterior contrasta con la mucosa bucal y la placa supragingival, sitios
correspondientes también a la zona oral, pero en los cuales si se detectdé una abundancia
de hongos. En la Figura 13 también se muestran 7 sitios del cuerpo en donde se logré
observar que existe abundancia de hongos. De estos sitios destaca el tracto
gastrointestinal, representado por muestras de heces fecales, siendo el sitio con el mayor
namero de contigs asociados a hongos, seguido de la placa supragingival, mucosa bucal,
y las crestas retroauriculares. De las 3 zonas vaginales analizadas, Unicamente el férnix
posterior que corresponde a la zona mas interna de la vagina, tuvo una asignacion de

contigs asociados a hongos, mientras que el introito vaginal (vagina externa) y la vagina
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media no presentan esta asignacion. Otros de los sitios en donde se detecta abundancia

de hongos son la nariz anterior y las crestas retroauriculares.

Ndmero de Contigs por sitio del cuerpo. HMP.
Con Abundancia de Hongos Sin Abundancia de Hongos
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Figura 13. Numero de contigs por zona del cuerpo en el HMP. Se muestran los 15 sitios
del cuerpo y el nimero de contigs de cada uno de ellos. El gréfico se encuentra dividido en
dos grupos: aquellos en los que se detecta una asignacion taxondémica a hongos, y aquellos

en los que no se detecta esta asignacion.

Observando lasvariaciones que existen entre el nimero de contigs en cada sitio del cuerpo,

se evalug el tamafio promedio de estos contigs (Figura 14).
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Figura 14. Distribucién del tamafio de contigs por sitio del cuerpo. Se muestra el tamafio

de los contigs en pares de bases y el nimero de contigs asociados dicho tamafio de los 7

sitios del cuerpo que presentan-abundancia de contigs asociados a hongos.

Los contigs en este set de datos (HMP) tienen un tamafio promedio que va de los 475 pares

de bases (pb) en el caso de la cresta retroauricular izquierda y llega a los 695 pb en la

cresta retroauricular derecha como se muestra en la Tabla 4, sin embargo, algunos contigs

tienen tamafos menores a 100 pb, lo anterior es mas notorio en las heces fecales (Figura

14). Para los analisis subsecuentes se realizara un filtro para Gnicamente evaluar los contigs

mayores o iguales a 100 pb.
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Tabla 7. NUmero de contigs por cada zona del cuerpo y tamafio promedio. En amarillo se

muestran las zonas en las que se detecta abundancia de hongos y en rojo las que no

presentan esta abundancia.

Sitio del Cuerpo Numero de Muestras Numero de Contigs Tamafno Promedio

Nariz Anterior 84 67, 612 635 hp
Mucosa Bucal 107 358, 115 494.bp

Cresta Retroauricular Izquierda 9 61, 316 475 bp
Fornix Posterior 53 17, 820 563 bp
Cresta Retroauricular Derecha 15 118, 851 695 bp
Heces Fecales 136 2, 225, 881 592 bp

Placa Supragingival 115 784, 017 540 bp
Encia Queratinizada 6 54, 234 438 bp
Vagina Media 2 353 408 bp

Tonsils Palatinos 6 106, 953 471 bp
Saliva 5 21, 693 413 bp

Placa Subgingival 7 275, 970 498 bp
Garganta 7 105, 394 450 bp

Dorso Lingual 122 264, 916 615 bp

Introito Vaginal 3 2,280 437 bp

5.1.1. Andlisis de asignacién taxonémica.

Derivado del analisis de asignacion taxonémica con MEGANG6 se realiz6 un andlisis de

proporcion de asignaciones totales (Tabla 8). Del total de contigs en este set de datos una

muy alta proporcién no recibi6 una asignacion taxonoémica (78.6%), mientras que el 21.32%

de los datos si recibié una asignacion taxonémica. Estos resultados son comparables con

datos reportados del HMP, en donde siguiendo una metodologia de tres niveles logran

mapear aproximadamente el 57% de las secuencias a genomas de referencia (HMP

Consortium, 2012). Del total de asignaciones generadas, el 4.75% corresponde a una

asignacion a Hongo. El sitio que presenta la mayor proporcién de contigs asignados es el

58




Fornix Posterior seguido de la Nariz Anterior. Por otro lado, los sitios con la menor

proporcion de asignacion taxondémica son las Heces Fecales y la Mucosa Bucal, lo que

contrasta con el hecho de que son de los sitios que presentan mayor nimero de contigs.

En cuanto a la asignacion taxonémica en Hongo se destacan fuertemente las zonas

asociadas al epitelio externo. Por su parte la Cresta Retroauricular Izquierda presenta una

proporcion de asignaciéon a Hongo del 44.32% mientras la Cresta Retroauricular Derecha

presenta una proporcion del 27.24% en esta misma asignacion. Por otro lado, los sitios con

la menor proporcion de contigs asignados en Hongo son la Nariz Anterior (0.04%) y las
Heces Fecales (0.04%).

Tabla 8. Proporciéon de contigs asignados en cada sitio del cuerpo.

Proporcién de

NUumero Proporcion los contigs
de NUumero Contigs |Proporcion | de contigs | asignados que
Sitio muestras| de Contigs |asignados| de contigs |asignados a mapean a
del cuerpo contigs |Asignados| aHongo | asignados Hongo Hongos
Nariz Anterior 84 67,762 29,622 2,348 43.71 0.06 7.93
Mucosa Bucal 107 358,155 | 107,138 45 29.91 0.008 0.04
Cresta
Retroauricular
Izquierda 9 61,316 19,917 8,828 32.48 0.05 44.32
Fornix Posterior 53 17,820 11,860 75 66.55 04 0.63
Cresta
Retroauricular
Derecha 15 118,851 | 37,315 10,166 31.40 0.03 27.24
Heces fecales 136 |2,225,881| 387,696 156 17.42 0.0008 0.04
Placa
Supragingival 115 784,017 | 181,346 15,221 23.13 0.003 8.39
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TOTAL

Debido a que se observa una notoria diferencia entre el nimero de contigs asociados al
namero de muestras de cada sitio del cuerpo en este set de datos, se procedi6 a evaluar si
existe una relacion lineal entre estos factores con relacion a la deteccion de secuencias

asociadas a hongos.

3,633,802 774,894 | 36,839 21.32 0.001 4.75

Relacion de contigs, muestras, y presencia de hongos (HMP)
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Figura 15. Se observa la nula relacion lineal entre el nUmero de muestras y el nimero de
contigs de cada una de los 15 sitios del cuerpo del HMP. Cada punto representa un sitio

del cuerpo evaluado.

En la Figura 15 se observa que no existe una relacion lineal entre el nUmero de muestras
asociadas a cada sitio del cuerpo en funcién al nimero de contigs, y que, ademas, estos
factores no se asocian a la deteccion de secuencias de contigs que mapean a hongos en

este set de datos.
5.1.2. Perfil taxonémico

Se generd un perfil taxonémico de todas las comunidades microbianas en los 7 sitios del

cuerpo donde se observo que existe una abundancia de hongos. Sin embargo, a pesar de
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gue la asignacion se realizé a todos los niveles taxondmicos (bacterias, virus, hongos,
protozoarios, etc) dada la importancia de los hongos en este estudio, solamente se evalu6

a detalle la asignacion taxonomica en este reino, tanto a nivel de Filo como de género.

En la asignacién a nivel de Filo (Figura 16) se observo que, en los sitios asociados a
mucosas, como la Mucosa Bucal, el Fornix Posterior y la Placa Supragingival, la mayoria o
todos los Hongos asignados pertenecen al filo Ascomycota, mientras que los sitios
asociados a epitelios externos como las crestas retroauriculares y la nariz anterior,
presentan una asignacion mayor al filo Basidiomycota. Las heces fecales por su parte son
un sitio caracteristico, que se distingue de los demas sitios por presentar una asignacion de
los fila Basidiomycota, Ascomycota, Mucoromycota y Microsporidia, estos dos ultimos fila

encontrandose exclusivamente en heces fecales.

Composicion de Hongos a nivel de Filo
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Figura 16. Perfil taxondémico a nivel de Filo en zonas del cuerpo del HMP.

La asignacion taxonomica realizada a nivel de género se muestra en la Figura 17. Ahi
podemos observar que existe una relacion directa entre la asignacion a nivel de Filoy a
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nivel de género, debido a que el Filo asignado se refleja directamente en un género
asignado de manera mayoritaria. Por ejemplo, las zonas asociadas a mucosas presentan
una elevada proporcién de asignacion del género Candida (Ascomycota), por su parte las
zonas asociadas a epitelios son ricas en abundancia del género Malassezia
(Basidiomycota). Al igual que a nivel de Filo, las heces fecales destacan en su asignacion
taxondmica a nivel de género. La principal caracteristica de esta asignacion en heces
fecales es su diversidad comparada con los otros sitios evaluados, se observan géneros
como Aspergillus, Auricularia, Saccharomyces y Enterocytozoon, siendo este Ultimo el que
se encuentra en mayor proporcion. A nivel de diversidad, la nariz anterior es la segunda
zona mas diversa, a pesar de que estd dominada por el género Malassezia, se logran
detectar otros géneros como Aspergillus, Trichosporon, Pseudozyma, Sporisorium, entre

otros.
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Figura 17. Perfil taxonémico a nivel de Género en las distintas zonas del HMP.
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5.2.

Eur).

Metagenoma del Tracto Gastrointestinal Humano - Europeo (MetaHIT-

Siguiendo una metodologia similar a la realizada con el set de datos del HMP, se realizé un

perfil taxondmico de los datos del MetaHIT-Eur. Este set de datos incluye a un total de 124

individuos, 55 hombres y 69 mujeres, divididos en dos grupos: Individuos con IBD (n=25),

e Individuos sin IBD (n=99). De cada uno de los individuos se cuenta con un archivo de

contigs ensamblados.

Se analiz6 la distribucién del tamafio de contigs por individuo (Figura 18), observando que

la distribuciébn es relativamente homogénea en la mayoria de los participantes,

encontrandose en un rango promedio de 40 mil a 70 mil contigs por cada individuo.
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Figura 18. Numero de contigs por individuo en el MetaHIT-Eur.

El set de datos completo incluye un total de 6, 577, 036 contigs con un tamafio promedio

de 1, 571 pb (Figura 19), un tamafio minimo de contigs de 500 pb y un tamafio maximo de
192, 092 pb.
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Distribucidn del nimero de contigs
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Figura 19. Distribucion del tamafio de contigs en el set de datos MetaHIT-Eur.

Namero

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Tamafio

5.2.1. Perfil taxonémico

Debido a la variabilidad en el nUmero de contigs por muestra de cada individuo, se procedio
a establecer si existe una relacién entre el nimero de hongos que pueden ser detectados
en cada muestra con respecto al numero de contigs de la misma. Como se muestra en la
Figura 20 existe una fuerte relacion entre el nUmero de hongos que pueden ser detectados

en cada individuo en funcion al nimero de contigs de su muestra.
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Correlacion: Namero de contigs — Niumero de asignaciones a Hongo

Grupo
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Figura 20. Relacion del nimero de asignaciones a hongos en funcién al nimero de
contigs en las muestras de cada individuo. Cada punto representa a un individuo distinto
del grupo MetaHIT-Eur.

Mediante un analisis complementario utilizando la herramienta MEGANG6-CE con el modo
de asignacion readCount se determind el numero de géneros de hongos que pueden ser
detectados por individuo en este set de datos, debido a que como se observa en la Figura
20, este numero se encuentra fuertemente asociado al nimero de contigs que posee el
archivo asociado a cada individuo. Como se observa en la Figura 21, existe una alta
variacion del nimero de géneros de hongos asignados por individuo. Esta variacion se

explica principalmente por el nUmero de contigs representado en cada individuo.
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Numero de asignaciones por individuo a nivel de género. MetaHIT-Eur

25-

n
o
]

o
i

o
]

Numero de asignaciones a nivel de género
o
d

Individuo

Figura 21. Numero de géneros de hongos asignados por individuo en el set de datos
MetaHIT-Eur.

Se llevé a cabo una asignacion taxonémica a nivel poblacional, dividiendo los datos en dos

grupos: Personas con IBD, y Personas Sin IBD.

La asignacion taxonémica se realizd primeramente a nivel de Filo (Figura 22). En los dos
grupos evaluados (IBD, No IBD) se observan asignaciones en los fila Basidiomycota,
Ascomycota, Chitridiomycota y Microsporidia. La abundancia de estos fila se comparte
entre ambos grupos. En el grupo sin IBD se observa ademas el filo Mucoromycota, el cual
no fue detectado en personas con IBD.
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Composicion de Hongos a nivel de Filo
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Figura 22. Perfil taxonémico a nivel de Filo en.individuos con IBD y sin IBD. Grupos del
MetaHIT-Eur.

A nivel de género (Figura 23), evaluando nuevamente ambos grupos, se observa que la
diversidad en el grupo de individuos que no presenta IBD es mayor que la de aquellos que
si presentan IBD, aunque esto se relaciona directamente con el nimero total de individuos
de cada grupo. En el grupo con IBD se lograron detectar 61 géneros de hongos, en
comparacion con 103 géneros detectados en el grupo sin IBD. Sin embargo, gracias al
indice de Shannon podemos observar que la diversidad de ambos grupos en funcién a su
namero de individuos es muy similar, obteniendo un indice de diversidad de Shannon de
2.31 en individuos con IBD, y de 2.51 en individuos sin IBD. En la Figura 23 se puede
observar que en ambos grupos existen géneros que gobiernan la mayor parte de la
comunidad, este es el caso de Saccharomyces y Enterocytozoon, estas observaciones se
refuerzan con los valores obtenidos en el indice de dominancia de Simpson, el cual nos
indica que en ambas comunidades existen miembros que gobiernan la comunidad en un
nivel muy semejante.
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Tabla 9. indices de diversidad en ambos grupos del MetaHIT-Eur.

IBD No IBD
NUm. individuos 25 99
NUm. géneros detectados 61 103
Bases alineadas 43 984 176 707
Shannon (diversidad a) 2.31 2.51
Simpson (diversidad a) 0.73 0.77
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Figura 23. Asignacion taxondmica a nivel de Género en grupos del MetaHIT-Eur.

5.3. Metagenoma del Tracto Gastrointestinal Humano - Chino (MetaHIT-Ch)

Siguiendo la metodologia utilizada para el andlisis de los dos sets de datos anteriores, se
realizo el perfil taxonémico del MetaHIT-Ch.

El MetaHIT-Ch es un set de datos que incluye 145 individuos, 94 mujeres y 51 hombres, se
encuentra dividido en dos grupos: Individuos con Diabetes tipo 2 (n=71) (T2D) y sin
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Diabetes Tipo 2 (n=74). De cada uno de los individuos de este set de datos se cuenta con
un archivo de contigs ensamblados derivado de un estudio de secuenciacién metagendémica

tipo shotgun del microbioma intestinal (heces fecales).

Se evalud la distribucién del nimero de contigs por individuo (Figura 24). Se observa una
distribucion relativamente homogénea, el rango promedio del nimero de contigs en este
set de datos va de 20,000 a 30,000 contigs por individuo. Ademas, el numero de individuos

en el grupo de estudio (con T2D) y en el grupo control (sin T2D) son similares.
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Figura 24. Distribucion del numero de contigs por individuo. MetaHIT-Ch.

El set de datos completo posee un total de 4,019,997 contigs. El tamafio promedio de los
contigs (Figura 25) es de 2,132 pb, con un tamafio minimo de 500 pb y maximo de
554,332pb.
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Figura 25. Distribucion del tamafio de contigs. MetaHIT-Ch.

5.3.1. Perfil taxonémico

Debido a que se observan diferencias en el numero de contigs de cada individuo se

procedi6 a realizar una correlaciéon sobre el total de asignaciones a hongos en funcién del

namero de contigs de cada individuo como se observa en la Figura 26. En dicha figura se

muestra una tendencia positiva en la deteccion de hongos mientras mayor numero de

contigs posea la muestra de cada individuo.
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Correlacion: Numero de contigs — Nimero de asignaciones a Hongo
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Figura 26. Se muestra la relacion del nimero de asignaciones a hongos en funcién del
namero de contigs de cada individuo. Cada punto representa a un individuo distinto del
grupo MetaHIT-Ch.

Debido a lo anterior, se procedid a realizar un analisis complementario con la herramienta
MEGANG6-CE mediante el modo de asignacion readCount para observar el nimero de
géneros detectados por individuo debido a que éste se encuentra fuertemente relacionado
al nimero de contigs. Como resultado de este analisis podemos observar en la Figura 27
que el nimero de asignaciones de hongo a nivel de género varia entre individuo, ademas,
el numero de asignaciones a hongo se encuentra en muy baja proporcién en este set de
datos. También es posible observar que varios individuos no obtuvieron asignacion alguna

de hongos a nivel de género.
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Numero de asignaciones por individuo a nivel de género. MetaHIT-Ch
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Figura 27. Namero de géneros de hongos asignados por individuo en el set de datos
MetaHIT-Ch.

Se realiz6 la construccion de un perfil taxondmico de ambos grupos, con el fin de observar

si existen cambios asociados a un estado de salud y enfermedad en Diabetes Tipo 2.

A nivel de Filo (Figura 28), la abundancia de los distintos fila asignados es practicamente

similar en ambos grupos, estos son: Ascomycota, Basidiomycota y Microsporidia.
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Composicion de Hongos a nivel de Filo

100~

£

S

k: Filo

o . Ascomycota
8 50~ [l sasiciomycora
E I Microsporidia
c

]

£

<

25-=

Diabético Grupo No Diabético

Figura 28. Asignacion taxondmica a nivel de Filo en grupos del MetaHIT-Ch.

A nivel de Género (Figura 29) se realiz6 la asignacion taxondémica en ambos grupos,
observandose diferencias en cuanto a composicion y abundancia. En el grupo de individuos
diabéticos se lograron detectar 59 géneros de hongos distintos, mientras que en el de no
diabéticos se detectaron 53. A pesar de que se logro la deteccion de mayor numero de
géneros en las personas diabéticas, el indice de Shannon nos indica que el grupo de
individuos no diabéticos muestra mayor diversidad de hongos, esto debido a que con un
namero menor de bases alineadas se pudo detectar un mayor numero de hongos en
comparacion con el grupo de personas diabéticas. En la Figura 29 podemos observar que
en ambos grupos el género que presenta mayor abundancia es Enterocytozoon, ademas,
en el grupo de individuos diabéticos el género Saccharomyces se encuentra mas
representado en comparaciéon al grupo que no presenta diabetes. En ambos grupos no
destaca un género que gobierne fuertemente la comunidad, la mayor parte de los miembros
de la comunidad se encuentran en equilibrio de abundancias, lo cual se refleja en los indices
de Simpson obtenidos.
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Tabla 10. indices de diversidad en ambos grupos del MetaHIT-Ch.

Diabético No Diabético
NUm. individuos 71 74
NUm. géneros detectados 59 53
Bases alineadas 30 177 18 411
Shannon (diversidad a) 2.78 3.09
Simpson (diversidad a) 0.84 0.87

Asignacion de Hongos a nivel de Género
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Figura 29. Asignacion taxondmica a nivel de género en grupos del MetaHIT-Ch.

54. Comparacion del perfil taxonémico entre poblaciones China-Europea

Con el objetivo de realizar una comparacién entre el perfil taxonomico de ambas
poblaciones pertenecientes al MetaHIT, se realiz6 una asignacion taxondémica utilizando
MEGANG6-CE de todos los individuos sanos de la poblacion China (n=74) y de la poblacion
Europea (n=99).
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A nivel de Filo (Figura 30) se lograron detectar 5 fila de hongos distintos: Ascomycota,
Basidiomycota, Chytridiomycota, Microsporidia y Mucoromycota. La proporcién obtenida de
cada Filo entre poblaciones se comparte fuertemente. Siendo el filo Ascomycota el que
presenta la mayor proporcién (42.9% Poblacion China, 56.47% Poblacion Europea),

seguido de los fila Microsporidia y Basidiomycota.

Composicion de Hongos a nivel de Filo
100 -
e Filo
0
75-
% . Ascomycota
E . Basidiomycota
50-
pe .
3 B chytrigiomycota
& B vicrosporidia
e 25-
é . Mucoromycota
<
0 -
Poblacion_China Poblacion_Europea
Poblacion

Figura 30. Perfil taxonémico a nivel de Filo entre las dos poblaciones del MetaHIT,

Europeos y Chinos.

A nivel de género (Figura 31), se observa la presencia de Aspergillus, Auricularia, Candida,
Enterocytozoon, Saccharomyces, entre otros. Enterocytozoon es el género con mayor
abundancia que se comparte en ambas poblaciones, por su parte, Saccharomyces en la
poblacion europea representa el 34.6% del total de géneros asignados, mientras en la
poblacion china representa solamente el 3.1% del total. De acuerdo al indice de Shannon,
la poblacién de individuos chinos presenta mayor diversidad, esto debido a que, a pesar de
gue el numero de bases alineadas sea menor, se logré una deteccion elevada de géneros.
En ambas poblaciones el indice de Simpson es similar, Io que nos indica que no hay un
género especifico gobernando la comunidad a pesar de las diferencias en las proporciones

obtenidas.
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Tabla 11. indices de diversidad en ambas poblaciones: Chinos, Europeos.

Europeos Chinos
Nam. individuos 99 74
NUm. géneros detectados 103 53
Bases alineadas 176 707 18 411
Shannon (diversidad a) 2.51 3.09
Simpson (diversidad a) 0.77 0.87

Composicion de Hongos a nivel de Género
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Figura 31. Perfil taxonémico a nivel de género entre las dos poblaciones del MetaHIT,

Europeos y Chinos.

6. Discusioén

Las distintas zonas del cuerpo humano como la piel, mucosas y el tracto gastrointestinal
representan habitats potenciales para la colonizacién de distintos microorganismos. A las
distintas comunidades de microorganismos que se encuentran habitando las diferentes
partes del cuerpo humano se les conoce como microbiota. Los miembros de la microbiota

pueden ser procariontes como bacterias y arqueas, asi como eucariontes como los

76




protozoarios y hongos. Otro grupo de microorganismos que también se distinguen dentro
de estas comunidades son los virus. Los miembros de la microbiota humana se encuentran
en una relacién de comensalismo con el hospedero. Sin embargo, en ocasiones, cuando
las condiciones del ambiente lo permiten, algunos de los miembros de la microbiota pueden
reproducirse de manera exponencial generando el desarrollo de cuadros de enfermedad,
como en el caso de algunos géneros de hongos. Por ello, el estudio de la diversidad de los
miembros de la microbiota humana es esencial para comprender de qué manera estas
comunidades se encuentran asociadas al mantenimiento de estados de salud o el

desarrollo de cuadros de enfermedad en el hospedero humano.

A pesar de los esfuerzos por parte de consorcios como el HMP y el MetaHIT por conocer
la diversidad de microorganismos en el cuerpo humano, ain se desconoce gran parte de
su estructura. Los mayores avances que se han realizado durante los Gltimos afios se basan
principalmente en la descripcion de las comunidades bacterianas. Sin embargo, otros

miembros de la microbiota humana como los hongos permanecen poco estudiados.

Los hongos, a pesar de su baja abundancia llevan a cabo funciones esenciales que
permiten el mantenimiento de las comunidades microbianas en el ser humano. Debido a lo
anterior, es esencial conocer cOmo se encuentran organizadas las comunidades fungicas

dentro de la microbiota humana.

Con el objetivo de aportar informacion a este ramo de estudio, en el presente trabajo de
tesis se realizé la determinacién del perfil taxondmico de hongos, derivado de secuencias
metagendmicas provenientes de tres proyectos de investigacion asociados a diferentes
poblaciones humanas. Los datos analizados fueron archivos de secuencias de contigs de
tres estudios de los dos mayores consorcios de investigacién sobre microbiomas humanos
durante la Ultima década: HMP y MetaHIT. La importancia del analisis de secuencias
asociadas a hongos de estos conjuntos de datos radica en que, en el caso del HMP, las
secuencias provienen de un estudio metagendmico tipo shotgun que involucra a un total de
300 individuos sanos en donde se muestrearon 16 zonas del cuerpo. Los resultados de este
set de datos nos permitieron observar la diversidad y abundancia de hongos presentes en
las distintas zonas del cuerpo de individuos sanos, lo cual, junto con datos de la literatura,
nos permitid obtener un mayor panorama de las comunidades de hongos asociadas a los
seres humanos. Por otra parte, en el caso del consorcio MetaHIT, en este estudio se
identificaron las secuencias asociadas a hongos en individuos sanos y en individuos que

presentan una enfermedad cronica, ya sea diabetes en el caso de la poblacién china, o

77



enfermedad inflamatoria intestinal en el caso de la poblacién europea. Esto nos permitio:
(1) obtener un panorama general de las comunidades de hongos en individuos sanos de
diferentes poblaciones, y (2) observar si existia una diferencia general de la estructura de
las comunidades de hongos a nivel de diversidad y abundancia entre los grupos de casos

y controles.

La metodologia empleada se basa principalmente en el uso de una herramienta de
alineacion de secuencias de ADN (blast 2.3.0), y una herramienta que asigna dichas
secuencias a un arbol taxonomico para determinar su perfii (MEGANG6-CE). Esta
metodologia cuenta con dos propiedades principales: es robusta y reproducible. La
robustez de la metodologia esta dada por el uso de herramientas ampliamente distribuidas
y utilizadas en los diferentes sistemas operativos, esto permite, ademas de otras cosas, que
el flujo de analisis sea resiliente a errores y bugs por parte de las herramientas utilizadas.
Aunado a esto, el uso de dichas herramientas también permite que los resultados obtenidos
sean reproducibles, debido a que los datos metagendémicos con los que se trabajo se
encuentran disponibles de manera publica en los repositorios mencionados en la seccién
de Metodologia, ademas de que se detallan las versiones de los programas utilizados, asi
como los parametros con los que se trabajo en cada fase de la metodologia previamente

descrita.

A nivel general, los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con datos reportados
en la literatura sobre la composicion de hongos en la microbiota humana mediante distintas
metodologias, entre las que se encuentran micobiomas intestinales determinados por
secuencias ITS en individuos sanos del HMP (Nash et al., 2017), micobiomas obtenidos de
individuos con IBD mediante la amplificacion de la region 18S ribosomal (Ott et al., 2008),
micobiomas orales mediante ITS (Diaz et al., 2017), y el micobioma de la piel mediante 18s
e ITS (Findley et al., 2013).

En este trabajo observamos una gran diferencia en la composicion de los datos de
secuencias entre los diferentes grupos de cada uno de los sets de datos evaluados. Por
una parte, en los datos del HMP se evaluaron 15 sitios del cuerpo que pertenecen a 5 zonas
generales: vias respiratorias (1 sitio), tracto gastrointestinal (1 sitio), zona oral (8 sitios), piel
(2 sitios), y tracto urogenital (3 sitios). En la Tabla 7 de la seccion de Resultados se observa
el nUmero de muestras y el nUmero de contigs asociado a cada sitio del cuerpo. El nUmero
de muestras por sitio es muy variable, presentandose en el rango de 2 muestras en el caso

de la vagina media, y hasta 136 muestras en el caso de las heces fecales. El niUmero de

78



muestras esté directamente relacionado con el nUmero de contigs asociado a cada sitio, y
también se correlaciona con la presencia o no de hongos detectados por la metodologia
propuesta. En la Tabla 7 se observa que en aquellos sitios en donde el nimero de muestras
evaluadas fue mayor, se logran detectar secuencias asociadas a hongos. Esta observacion
aplica principalmente para la nariz anterior, mucosa bucal, férnix posterior, heces fecales y
la placa supragingival. Sin embargo, al evaluar el total de muestras de cada sitio en funcion
del nimero de contigs y de la presencia y/o ausencia de hongos, no se logra observar una
relacién lineal entre estas variables como se ilustra en la Figura 15. Esto nos indica que, si
bien el nimero de muestras y el nimero de contigs asociados a dicho esfuerzo de muestreo
son un factor importante en la determinacion de las comunidades de hongos en estudios
metagenomicos, estos factores no son absolutos. Existen otro tipo de factores, en su
mayoria biolégicos que explican estas diferencias. Un ejemplo de esto lo podemos observar
en la zona del dorso lingual en la Tabla 7. Esta zona tiene una representacion de 122
muestras con un total de 264,916 contigs, siendo la segunda zona con el mayor nimero de
muestras en el set de datos. A pesar de estas caracteristicas, en esta zona no se logré
realizar la deteccion de hongos, esto sugiere que, el dorso lingual por sus propiedades
biol6gicas no es una zona en la cual se genere el establecimiento, desarrollo y colonizacién

de hongos.

En el caso de los proyectos del MetaHIT, la principal diferencia observable en los conjuntos
de datos radica en el nimero de individuos dentro de los grupos de casos y controles. Esto
es mas notorio en el MetaHIT-Eur. En este set de datos el grupo de casos con IBD involucra
a 25 individuos con un total de 1,179,609 contigs, representando asi al 17.93% del total de
secuencias. Mientras'que el grupo control se compone por 99 individuos con un total de
5,397,427 contigs, lo que representa el 82.06% del total de secuencias. Por otro lado, en el
MetaHIT-Ch se observan diferencias menores entre el total de individuos participantes en
cada uno-de los grupos evaluados. El grupo de casos con T2D agrupa a un total de 71
individuos con un total de 1,885,547 contigs, representando asi el 46.97% del total de
secuencias. Mientras que el grupo control agrupa a 74 individuos con un total de 2,131,450

contigs, lo que representa el 53.02% del total de secuencias.

Como se logra observar, en cada uno de los tres conjuntos de datos analizados existen
diferencias en la estructura y cantidad de secuencias disponibles para su analisis.
Conscientes de estas diferencias y de los posibles sesgos que estas pueden generar en el

perfil taxondmico obtenido en cada uno de los conjuntos de datos, continuamos
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cautelosamente con este trabajo de tesis, y obtuvimos las observaciones que a

continuacion se describen.
- El Proyecto del Microbioma Humano (HMP)

De los 15 sitios del cuerpo evaluados en este set de datos, se logré detectar la abundancia
de hongos en 7 de ellos: nariz anterior, mucosa bucal, cresta retroauricular izquierda y
derecha, férnix posterior, heces fecales y placa supragingival. Los sitios asociados ala zona
oral, a pesar de que representan la mayor parte de los sitios evaluados (8 sitios), fueron en
los que en su mayoria no se logré realizar la deteccion de secuencias asociadas a hongos,
como se muestra en la Figura 13. De acuerdo a nuestros resultados, podemos.sugerir que
la placa supragingival es el habitat bucal que presenta las caracteristicas ideales para la
colonizacién y establecimiento de comunidades flngicas, en especial de miembros del
género Candida, cuya presencia en esa zona se encuentra gobernando la comunidad. Esta
observacion ademas concuerda con informacion de la literatura en donde se hace mencion
de que los tejidos de las placas de las amigdalas (gingiva) palatinas presentan un recambio
constante de células, por lo cual su organizacion tisular muestra una conformacion de
unicapa, lo que hace a esta zona mas susceptible a la colonizacion de distintos
microorganismos como Candida, debido a los bajos niveles de respuesta inmune que se

presentan en dicha zona (Southern et al., 2008).

Las zonas en las que se logré asignar la mayor cantidad de contigs a cualquiera de los taxa
representados en el arbol taxondmico de NCBI son la nariz anterior y el férnix posterior.
Mientras que la zona en-donde se observa la menor proporcién de esta asignaciéon de
contigs son las heces fecales (ver Tabla 8). Esto puede indicar, por un lado, que tanto en
la nariz anterior como en el férnix posterior existe una sobrerrepresentacion (riqueza) de un
namero limitado de taxa microbianos que permiten que la cantidad de contigs asignados
sea elevada; o que los distintos miembros de la microbiota en esas zonas se encuentran
bien representados en la base de datos no redundante de nucleétidos, y que la proporcion
de especies que faltan por describir en esas zonas son relativamente pocas. En las heces
fecales la proporcion de contigs asignados es del 17.42%, esto representa alrededor de
388 mil contigs de los 2,225,881 que se analizaron. Esto sugiere que existe una elevada
cantidad de especies de microorganismos del tracto gastrointestinal que ain no se
encuentran representadas en la base no redundante de NCBI. Sin embargo, gracias a
algunos trabajos recientes en donde se describen nuevos taxa de microorganismos

derivado del analisis de metagenomas del tracto gastrointestinal humano (como el trabajo
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de Almeida y colaboradores detallado la seccidon 1.7 de este documento), puede ser posible
gue la proporcion de contigs no asignados a algun taxa en muestras de heces fecales, como

lo sucedido en este trabajo de tesis, disminuyan en trabajos futuros.

Las zonas asociadas a epitelios expuestos son las que presentan la mayor proporcion de
contigs asignados que mapean a Hongo. En este set de datos estos sitios son las crestas
retroauriculares izquierda y derecha, con un 44.23% y un 27.24% del total de contigs
asignados que mapean a Hongo, respectivamente. Estos nimeros relativamente elevados
se deben a la elevada presencia de miembros del género Malassezia asociadas a la piel.
Por su parte las heces fecales y la mucosa bucal son los sitios en los cuales esta proporcion

de mapeo a hongos fue menor, encontrandose en ambos casos en 0.04%.

Las heces fecales son el sitio que presenta la mayor diversidad de-hongos asignados. Una
caracteristica importante de esta zona en comparacion con los demas sitios, se basa en
gue la mayor parte de los miembros del micobioma se encuentran distribuidos de manera
relativamente homogénea, y no se encuentra un género gobernando fuertemente la

comunidad como en el caso de la piel o mucosas bucal y vaginal.

De manera general las principales observaciones que podemos hacer en este set de datos

son que:

1) Malassezia se encuentra en mayor abundancia en zonas asociadas a la piel

2) Candida se encuentra en mayor abundancia en zonas asociadas a mucosas

3) El tracto intestinal presenta al filo Microsporidia, representado por el género
Enterocytozoon abundante en heces fecales

4) Las heces fecales son la zona con la mayor diversidad de hongos

- El metagenoma del tracto intestinal humano (MetaHIT)

En ambos estudios del MetaHIT se obtuvo un archivo de contigs que pertenece a cada
individuo. Debido a este tipo de estructura y organizacion de los datos fue posible realizar
un analisis mas puntual por cada individuo, a diferencia de los resultados mostrados en el
HMP.

En el MetaHIT-Eur observamos que la cantidad de contigs asociado al archivo de cada
individuo es variable, encontrandose en el rango de 13,247 a 144,440 contigs por individuo.

Esta observacion es importante debido a que como se muestra en la Figura 20, existe una
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relacion lineal entre el nUmero de contigs asociados a cada individuo y el numero de
géneros de hongos que logran ser detectados. En este set de datos el numero de individuos
pertenecientes a los grupos de casos y controles son muy variables. Algunos estudios como
el de Nash y colaboradores (Nash et al., 2017) muestran que existe una elevada inter e
intravariabilidad de los componentes del micobioma en distintos individuos pertenecientes
a una misma poblacién, ademas de esto, también muestran que son pocos los individuos
gue explican la mayor parte de la diversidad de hongos en estudios de micobiomas
humanos. En este set de datos se observa un fendmeno similar. Mediante un.analisis
complementario en MEGAN-CE utilizando el modo de asignacion readCount (Figura 21) se
observa que una alta proporcién de individuos (88.8%) presenta 10 0 menos asignaciones
taxondmicas de hongos a nivel de género, mientras que el 12.2% del total de individuos
presenta mas de 10 asignaciones taxondmicas. Ademas, 6 individuos no presentan ninguna

asignaciéon taxondmica a hongo en este analisis complementario.

Los hongos que se encuentran en mayor proporcion en el tracto gastrointestinal de esta
poblacion son los que pertenecen al filo Ascomycota, seguido del filo Basidiomycota y
Microsporidia. Otros fila detectados en muy baja proporcion son Mucoromycota (2%) y
Chytridiomycota (0.82%). En el perfil taxonémico a nivel de género, a pesar de la diferencia
del nimero de individuos en cada grupo, se observa un notorio patron de elevada
abundancia de los géneros Saccharomyces, y Enterocytozoon en ambos grupos. En ambos
grupos la suma de las abundancias de estos dos géneros es de aproximadamente el 65%
del total de los integrantes de la comunidad de hongos detectados. Los géneros restantes,
cada uno representa en promedio el 0.8% del total. Las diferencias que se observan entre
el nimero de géneros detectados entre los grupos de casos y controles se explican
principalmente-por la diferencia de individuos de cada grupo. A pesar de la diferencia en la
estructura de cada set de datos, no se observa una elevada diferencia entre el indice de
Shannon del grupo de casos (2.31) y del grupo control (2.51). Sin embargo, estas
observaciones son Unicamente cualitativas. Con los resultados presentados en este trabajo
de tesis no es posible indicar si estas diferencias observadas a nivel de diversidad y de

abundancia de cada género entre ambos grupos son significativas.
Las principales observaciones en este set de datos son:

1) La abundancia a nivel de Filo se comparte en ambos grupos
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2) Saccharomyces y Enterocytozoon son los dos géneros mas abundantes en tanto en
el grupo de casos como en los controles
3) El nivel de diversidad observado por el indice de Shannon en ambos grupos es muy

similar

En el MetaHIT-Ch también se observa una elevada variacion en la estructura de los
archivos de contigs por cada individuo. El nimero de contigs de cada archivo se encuentra
entre un rango de 8,138 a 61,865 contigs. Esto es importante debido a que como se muestra
en la Figura 26, existe una correlacién entre el numero de contigs asociados a cada
individuo y el nimero de asighaciones taxondmicas a Hongo. El niumero de individuos
pertenecientes a cada grupo en este set de datos es muy similar (71 casos'y 74 controles).
Ademas, como ya se menciond en la primera parte de la discusién, ambos grupos poseen
una proporcion similar de contigs. El nimero de contigs es una de las variables que explica
el nimero de asignaciones de hongos entre los individuos. Esto también es cierto a nivel
del set de datos. Mientras que en el set de datos MetaHIT-Eur los individuos poseen en
promedio ~50,000 contigs, en el MetaHIT-Ch el promedio de ndimero de contigs por
individuo es de ~15,000. Es por ello que en-un analisis complementario con MEGAN-CE
utiizando un modo de asignacion por readCount (Figura 27) en este set de datos
encontramos que en 65 individuos (44% del total) no se logra realizar una asignacién a
Hongo. Mientras que 54 (37%) sdlo presentan 1 asignacion, 17 individuos (11%) 2
asignaciones, 5 individuos (3.44%) 3 asignaciones, y finalmente en 4 individuos

participantes (2%) se logro la deteccion de 4 géneros de hongos en cada uno de ellos.

A nivel de Filo ambos grupos (casos y controles) presentan un nivel de abundancia muy
similar entre la estructura de los fila detectados, siendo el filo Ascomycota el mas
abundante, en ambos grupos representando mas del 50% del total de los fila detectados.
Le siguen en abundancia el filo Basidiomycota y Microsporidia. A nivel de género, la
principal diferencia que se observa entre los dos grupos es que el género Saccharomyces
presenta una mayor abundancia relativa en individuos con T2D (31.8%) en comparacion
con el grupo control (3.1%). En ambos grupos el género Enterocytozoon es uno de los mas
abundantes, en el grupo con diabetes representa el 22.5% del total de géneros detectados,
mientras que en el grupo no diabético representa el 33.88%. Los géneros restantes
detectados se encuentran presentes con un nivel de abundancia mas homogéneo

encontrandose en un rango de 0.5 a 3% por cada género.
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Las principales observaciones en este set de datos son:

1) La composicion y abundancia a nivel de Filo se comparte en ambos grupos

2) Saccharomyces es un género mayormente representado en el grupo con diabetes
tipo 2

3) Enterocytozoon es el género que presenta la mayor abundancia en ambos grupos

4) Ambos grupos presentan un nivel de diversidad semejante de acuerdo al indice de

Shannon

- Comparacion entre poblaciones.

Las diferencias que se observan en la estructura de la microbiota intestinal humana se
explican en gran proporcién por factores ambientales como el estilo de vida, la alimentacion
y la industrializacion del ambiente. A nivel del propio hospedero un factor importante en este

sentido es la ascendencia genética, la cual difiere en las diferentes poblaciones humanas.

Realizando la comparacion de la estructura de hongos entre las dos poblaciones
pertenecientes al MetaHIT (europeos y chinos) observamos que, a nivel de Filo, ambas
poblaciones comparten una proporcién similar de los fila detectados. Por su parte el filo
Ascomycota es el mas abundante en ambas poblaciones, seguido de Microsporidia y
Basidiomycota. Otro Filo que se logra detectar en menor proporcién es Mucoromycota. A
nivel de género la principal diferencia es la alta abundancia de Saccharomyces en el grupo
europeo (34%), mientras que en la poblaciéon china solamente representa un 3% de
abundancia relativa en la poblacién. En ambos casos Enterocytozoon es un género con alta
abundancia (~30%). El nimero de géneros detectados en la poblacién europea (n=99) es
de 103, mientras que en la poblacion China (n=74) es de 53. De acuerdo al indice de
Shannon la poblacién china presenta una mayor diversidad en comparacion con la europea.
Esto puede deberse al nimero de bases alineadas con el que se determiné el perfil
taxonémico. El nimero de bases alineadas de la poblacién china representa solamente el
10% del total que se alined en el grupo de europeos. Por lo cual se espera que, al aumentar
el numero de bases alineadas en el grupo de individuos chinos, este sobrepase el nimero

de géneros detectados en la poblacion europea.
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7. Conclusién

Como resultado de este trabajo podemos concluir que, el andlisis de secuencias derivadas
de proyectos metagendémicos para la determinacion de poblaciones de hongos muestra
algunas limitantes. La principal de ellas es la proporcién de secuencias asociadas a hongos
gue se obtuvieron del total de los datos, la cual se encuentra en ~0.1% del total de
secuencias. También fue posible concluir que, en el caso del andlisis de secuencias de
hongos por individuo, existe una elevada intra variabilidad entre aquellos que pertenecen-a
una misma poblacion. Esta variabilidad podria ser explicada por el estilo de vida y
alimentacion del propio individuo; y por la variacion genética entre los individuos dentro de

una poblacion determinada.

Como parte de este trabajo se realizé un perfil taxondmico de hongos a nivel poblacional
derivado de datos de secuencias metagendémicas. El andlisis de los datos del HMP permitié
concluir que las zonas asociadas a mucosas en el cuerpo -humano presentan una baja
diversidad y se encuentran gobernadas principalmente por géneros de Candida, mientras
gue las zonas sebaceas de la piel son gobernadas por miembros del género Malassezia y
también presentan una baja diversidad de hongos. Por su parte la zona gastrointestinal, en
ambos proyectos (HMP y MetaHIT), es la zona que presenta una mayor diversidad de
géneros de hongos, entre los cuales destacan los géneros Saccharomyces y Auricularia, al
igual que el protista intracelular Enterocytozoon clasificado como hongo basal por el
programa de clasificacion taxonémica MEGAN. También se encontraron otros géneros en
una proporcién homogénea dentro de la comunidad de hongos pertenecientes a la zona
gastrointestinal. En conclusién, observamos que la zona gastrointestinal no se encuentra

gobernada por un género en particular, a diferencia de las mucosas y los epitelios.

Obtuvimos los indices de Shannon y de Simpson tanto de casos como controles de ambos
estudios del MetaHIT. Los resultados sugieren que no hay diferencias entre el grupo que
presenta diabetes y el grupo control en el caso del MetaHIT-Ch; y entre el grupo con IBD y
su ‘grupo control en el MetaHIT-Eur. Sin embargo, como perspectivas a futuro de este
trabajo el contraste de diversidad entre las muestras se debera realizar formalmente
mediante el uso de pruebas estadisticas. Ademas, como se hizo mencién anteriormente,
las mayores diferencias entre ambos grupos estan explicadas por la variabilidad de géneros
asociados a algunos individuos que explican la mayor parte de la diversidad de hongos. Y
como se mencion6 en la discusion, esto se encuentra completamente relacionado con el

nimero de contigs asociados a cada individuo. Por lo cual, un andlisis mas detallo es
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necesario para concluir si existe o no una diferencia en la estructura y composicion de
hongos entre ambos grupos como resultado de la presencia o ausencia de la enfermedad

en estudio.

A nivel poblacional observamos que la estructura de hongos a nivel de género entre el grupo
de individuos chinos y europeos es similar. Sin embargo, el género Saccharomyces se
encontré con mayor abundancia en la poblacion europea. Con respecto a la poblacion
china, creemos que este grupo presenta mayor diversidad de hongos detectados ya que el

indice de Shannon obtenido de estos datos es el mayor entre las dos poblaciones.

En este trabajo se implementd una tuberia de andlisis para la generacion del perfil
taxondmico de comunidades flingicas de datos de metagenomas publicos. Como resultado
de estos andlisis logramos identificar secuencias de contigs asociadasa hongos en distintos
sitios del cuerpo, con un énfasis en la zona gastrointestinal. La proporcion de secuencias
asociadas a los diferentes taxa fungicos es baja en cada uno de los sets de datos que se
evaluaron. A pesar de esta limitante, logramos realizar un_perfil taxonédmico de hongos a
nivel poblacional para cada set de datos, tanto a nivel de Filo como de género. También se
realizé el calculo de indices asociados al nivel de diversidad de las poblaciones de hongos
observadas. Esto nos muestra y confirma la problematica existente sobre la necesidad de
mejorar y estandarizar las técnicas en el estudio de comunidades de hongos, tanto en
procesos de extraccion y manipulacion de la muestra, como de herramientas
bioinforméaticas para el mejoramiento en el estudio y comprension de la estructura de

hongos dentro de estas comunidades.
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ANEXOS

Tabla Al. Conjunto de datos del MetaHIT-Eur. Se muestran las caracteristicas de 124

individuos con enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) y sin ésta, ademas de sus

indices de masa corporal (IMC) (Tomada y modificada de Qin et al. 2010).

Nombre Pais Género Edad IMC IBD
MHO0001 Dinamarca | Mujer 49 2555 | N
MH0002 Dinamarca | Mujer 59 27.28 | N
MHO0003 Dinamarca | Hombre 69 33.19 | N
MH0004 Dinamarca | Hombre 59 31.18 | N
MH0005 Dinamarca | Hombre 64 21.68 | N
MH0006 Dinamarca | Mujer 59 22.38 I'N
MH0007 Dinamarca | Hombre 69 336 |N
MHO0008 Dinamarca | Hombre 59 24.35 | N
MH0009 Dinamarca | Hombre 64 29.04 | N
MHO0010 Dinamarca | Hombre 64 33.27 | N
MH0011 Dinamarca | Mujer 0 2231 | N
MH0012 Dinamarca | Mujer 42 321N
MH0013 Dinamarca | Hombre 54 20.46 | N
MHO0014 Dinamarca | Mujer 54 38.49 | N
MH0015 Dinamarca | Hombre 59 25.47 | N
MH0016 Dinamarca | Mujer 49 30.5 | N
MHO0017 Dinamarca | Hombre 64 21.81 | N
MH0018 Dinamarca | Hombre 49 31.37 | N
MHO0019 Dinamarca | Mujer 44 20.01 | N
MH0020 Dinamarca | Mujer 63 33.23 [N
MH0021 Dinamarca | Mujer 49 25.42 | N
MHO0022 Dinamarca | Hombre 64 24.42 | N
MH0023 Dinamarca | Hombre 69 31.74 | N
MHO0024 Dinamarca | Mujer 59 22.72 | N
MH0025 Dinamarca | Mujer 49 342 | N
MHO0026 Dinamarca | Mujer 49 37.32 | N
MH0027 Dinamarca | Mujer 59 23.07 | N
MH0028 Dinamarca | Mujer 44 22.7 | N
MH0030 Dinamarca | Hombre 59 35.21 | N
MH0031 Dinamarca | Hombre 69 22.34 | N
MHO0032 Dinamarca | Hombre 69 35.28 | N
MH0033 Dinamarca | Mujer 59 31.95 | N
MHO0034 Dinamarca | Hombre 54 39.97 | N
MH0035 Dinamarca | Hombre 49 22.66 | N
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MH0036 Dinamarca | Hombre 64 30.74 | N
MHO0037 Dinamarca | Hombre 44 24.02 | N
MH0038 Dinamarca | Mujer 54 21.97 | N
MH0039 Dinamarca | Hombre 58 23.07 | N
MH0040 Dinamarca | Mujer 67 20.87 | N
MH0041 Dinamarca | Hombre 59 23.17 | N
MHO0042 Dinamarca | Hombre 49 24.46 | N
MH0043 Dinamarca | Hombre 69 23.72 | N
MH0044 Dinamarca | Hombre 64 24.48 | N
MH0045 Dinamarca | Hombre 59 25.11 | N
MHO0046 Dinamarca | Hombre 54 23.74 | N
MH0047 Dinamarca | Mujer 69 30.4 | N
MH0048 Dinamarca | Mujer 54 19.4 |'N
MH0049 Dinamarca | Mujer 44 35.52 | N
MH0050 Dinamarca | Hombre 49 25.08 | N
MHO0051 Dinamarca | Mujer 69 23.15 | N
MH0052 Dinamarca | Mujer 49 33.18 | N
MHO0053 Dinamarca | Mujer 49 327 | N
MH0054 Dinamarca | Hombre 49 20.31 | N
MH0055 Dinamarca | Hombre 59 30.29 | N
MH0056 Dinamarca | Hombre 54 25.35 | N
MH0057 Dinamarca | Mujer 54 32.98 | N
MH0058 Dinamarca | Mujer 54 22.04 | N
MH0059 Dinamarca | Hombre 59 33.27 | N
MH0060 Dinamarca | Hombre 54 2352 | N
MH0061 Dinamarca | Mujer 69 30.12 | N
MH0062 Dinamarca | Mujer 49 37.54 | N
MH0063 Dinamarca | Hombre 59 30.23 | N
MH0064 Dinamarca | Mujer 54 23.18 | N
MH0065 Dinamarca | Hombre 59 28.23 | N
MH0066 Dinamarca | Mujer 44 20.79 | N
MHO0067 Dinamarca | Hombre 54 21.07 | N
MH0068 Dinamarca | Mujer 54 28.97 | N
MH0069 Dinamarca | Mujer 59 36.71 | N
MHO0070 Dinamarca | Hombre 49 22.69 | N
MH0071 Dinamarca | Mujer 44 25.37 | N
MHO0072 Dinamarca | Mujer 64 40.21 | N
MH0073 Dinamarca | Hombre 54 32.49 | N
MH0074 Dinamarca | Mujer 49 20.46 | N
MH0075 Dinamarca | Hombre 64 30.55 | N
MH0076 Dinamarca | Mujer 69 34.78 | N
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MH0077 Dinamarca | Mujer 49 24.92 | N
MHO0078 Dinamarca | Mujer 49 36.9 | N
MH0079 Dinamarca | Mujer 64 19.97 | N
MH0080 Dinamarca | Mujer 59 18.59 | N
MH0081 Dinamarca | Mujer 49 37.95 | N
MHO0082 Dinamarca | Mujer 59 22.56 | N
MHO0083 Dinamarca | Mujer 54 30.59 | N
MH0084 Dinamarca | Hombre 64 31.67 | N
MH0085 Dinamarca | Mujer 59 36.46 | N
MH0086 Dinamarca | Mujer 59 21.59 | N
02.UC-1 Espafia Hombre 37 31.02|Y
02.UC-11 Espafia Muijer 34 18.68 |.Y
02.UC-12 Espafia Hombre 43 21.6 |'Y
02.UC-13 Espaiia Muijer 68 23.38 Y
02.UC-14 Espafna Hombre 31 32.65 | Y
02.UC-16 Espafia Hombre 47 26.42 | Y
02.UC-17 Espafia Hombre 56 21.87 | Y
02.UC-18 Espafia Hombre 48 25.72 | Y
02.UC-19 Espaiia Hombre 42 24.15 | Y
02.UC-20 Espafa Mujer 51 24.03|Y
02.Uc-21 Espafia Muijer 49 30.46 | Y
02.UC-22 Espafia Hombre 44 25.39 | Y
02.UC-23 Espafia Mujer 44 28.16 | Y
02.UC-24 Espafia Mujer 55 28.76 | Y
02.UC-4 Espana Mujer 57 2853 |Y
V1.CD-1 Espaiia Muijer 25 17.93|Y
V1.CD-11 Espafia Muijer 62 35.46 | N
V1.CD-12 Espana Mujer 41 20.2|Y
V1.CD-13 Espafia Hombre 68 25.69 | N
V1.CD-14 Espafia Mujer 41 23.12 [N
V1.CD-15 Espana Mujer 34 19 | Y
V1.CD-2 Espana Hombre 49 27.76 | N
V1.CD-3 Espafia Mujer 18 2151 [N
V1.CD-4 Espafia Muijer 46 29.69 | N
V1.CD-6 Espafia Mujer 36 18.52 | Y
V1.CD-8 Espafia Hombre 51 29.38 | N
V1.CD-9 Espana Mujer 48 27.55 | N
V1.UC-10 Espafia Hombre 45 2731|Y
V1.UC-13 Espafia Muijer 51 28.51|Y
V1.UC-14 Espafia Mujer 53 20.25 | Y
V1.UC-15 Espaiia Muijer 25 2277 Y
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V1.UC-17 Espafia Mujer 41 24.46 | Y
V1.UC-18 Espana Mujer 63 28.67 | N
V1.UC-19 Espafa Mujer 37 21.19 | N
V1.UC-21 Espana Hombre 62 25.21|Y
V1.UC-6 Espafa Mujer 38 23.18 | N
V1.UC-7 Espana Mujer 19 23.05 | N
V1.UC-8 Espana Hombre 22 25.4 | N
V1.UC-9 Espafa Hombre 32 30.37 | N

Tabla A2. Conjunto de datos del MetaHIT-Ch. Se muestran las caracteristicas de 145
individuos con diabetes tipo 2 (T2D) y sin ésta, ademas de sus indices de masa corporal
(IMC) (Tomada y modificada de Qin et al. 2012).

Muestra ID Pais Género | Edad IMC Dlabetlc_o (Si=
Y No=N)
DLFO001 China Mujer 59 19.83 Y
DLF002 China Mujer 43 17.58 Y
DLF003 China Mujer 46 20.31 Y
DLF004 China Mujer 25 19.78 Y
DLF005 China Mujer 60 18.43 Y
DLFO006 China Mujer 71 16.00 Y
DLFO007 China Mujer 62 19.69 Y
DLF008 China Mujer 54 19.40 Y
DLF009 China Mujer 53 18.49 Y
DLFO010 China Mujer 51 19.29 Y
DLF012 China Mujer 52 19.47 Y
DLFO013 China Mujer 49 19.63 Y
DLF014 China Mujer 61 19.98 Y
DLMO001 China Hombre 46 20.24 Y
DLMO002 China Hombre 29 17.73 Y
DLMO003 China Hombre 41 20.80 Y
DLMO004 China Hombre 38 20.20 Y
DLMO005 China Hombre 35 19.72 Y
DLMO0O06 China Hombre 28 18.59 Y
DLMO0O07 China Hombre 43 20.05 Y
DLMO008 China Hombre 38 19.59 Y
DLMO009 China Hombre 30 20.05 Y
DLMO010 China Hombre 37 19.03 Y
DLMO011 China Hombre 49 20.05 Y
DLMO12 China Hombre 55 20.57 Y
DLMO013 China Hombre 51 18.37 Y
DLMO014 China Hombre 48 20.31 Y
DLMO015 China Hombre 56 21.11 Y
DLMO016 China Hombre 70 20.90 Y
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DLMO17 China Hombre 52 18.83 Y
DLMO018 China Hombre 49 20.07 Y
DLMO019 China Hombre 47 20.08 Y
DLMO020 China Hombre 41 20.62 Y
DLM021 China Hombre 58 18.21 Y
DLM022 China Hombre 53 19.84 Y
DLMO023 China Hombre 45 20.81 Y
DLM024 China Hombre 39 20.57 Y
DLMO027 China Hombre 70 21.60 Y
DLMO028 China Hombre 63 20.42 Y
DOF002 China Mujer 56 25.30 Y
DOF003 China Mujer 59 26.71 Y
DOF004 China Mujer 63 25.39 Y
DOF006 China Mujer 51 26.04 Y
DOFO007 China Mujer 70 25.78 Y
DOF008 China Mujer 40 25.84 Y
DOF009 China Mujer 68 27.64 Y
DOF010 China Mujer 62 27.78 Y
DOFO011 China Mujer 48 27.06 Y
DOF012 China Mujer 61 27.15 Y
DOF013 China Mujer 53 25.97 Y
DOF014 China Mujer 63 29.79 Y
DOMO001 China Hombre 59 25.26 Y
DOMO003 China Hombre 53 25.16 Y
DOMO005 China Hombre 49 25.31 Y
DOMO008 China Hombre 75 25.39 Y
DOMO010 China Hombre 74 25.75 Y
DOMO012 China Hombre 57 25.69 Y
DOMO013 China Hombre 36 26.82 Y
DOMO014 China Hombre 71 25.39 Y
DOMO015 China Hombre 68 25.35 Y
DOMO016 China Hombre 39 27.58 Y
DOMO17 China Hombre 41 27.72 Y
DOMO018 China Hombre 68 25.50 Y
DOMO019 China Hombre 53 25.31 Y
DOMO020 China Hombre 43 25.65 Y
DOMO021 China Hombre 72 25.71 Y
DOMO022 China Hombre 31 27.43 Y
DOMO023 China Hombre 39 25.51 Y
DOMO024 China Hombre 42 25.39 Y
DOMO025 China Hombre 62 25.39 Y
DOMO026 China Hombre 36 27.28 Y
NLF001 China Mujer 31 17.94 N
NLF002 China Mujer 34 17.97 N
NLF005 China Mujer 44 19.33 N
NLFO006 China Mujer 27 17.80 N
NLFOQ7 China Mujer 39 20.57 N
NLF008 China Mujer 26 18.03 N
NLF009 China Mujer 27 18.99 N
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NLF010 China Mujer 35 20.17 N
NLFO11 China Mujer 25 18.52 N
NLF012 China Mujer 27 19.53 N
NLFO013 China Mujer 32 18.20 N
NLF014 China Mujer 37 18.67 N
NLFO015 China Mujer 59 19.15 N
NLMO0O01 China Hombre 32 19.14 N
NLMO002 China Hombre 23 18.72 N
NLMO0O03 China Hombre 23 19.49 N
NLM004 China Hombre 24 19.35 N
NLMOO05 China Hombre 42 19.13 N
NLMOO6 China Hombre 24 19.03 N
NLMOO7 China Hombre 22 19.92 N
NLMOO08 China Hombre 22 19.57 N
NLMO009 China Hombre 24 18.37 N
NLMO010 China Hombre 23 19.96 N
NLMO15 China Hombre 23 18.07 N
NLMO16 China Hombre 23 19.47 N
NLMO17 China Hombre 23 19.16 N
NLMO021 China Hombre 25 18.59 N
NLM022 China Hombre 29 19.84 N
NLMO023 China Hombre 38 19.38 N
NLM024 China Hombre 23 19.38 N
NLMO025 China Hombre 19 17.29 N
NLMO026 China Hombre 24 20.66 N
NLMO027 China Hombre 22 19.36 N
NLMO028 China Hombre 21 19.05 N
NLMO029 China Hombre 25 19.44 N
NLMO031 China Hombre 33 20.31 N
NLMO032 China Hombre 39 19.49 N
NOF001 China Mujer 45 25.51 N
NOF002 China Mujer 51 26.56 N
NOF004 China Mujer 33 25.07 N
NOF005 China Mujer 32 25.39 N
NOF006 China Mujer 35 26.13 N
NOF007 China Mujer 32 24.89 N
NOF008 China Mujer 30 26.71 N
NOF009 China Mujer 26 25.24 N
NOF010 China Mujer 40 24.89 N
NOFO011 China Mujer 30 25.39 N
NOF012 China Mujer 38 25.81 N
NOF013 China Mujer 41 25.48 N
NOF014 China Mujer 42 25.59 N
NOMO001 China Hombre 48 26.45 N
NOMO002 China Hombre 68 28.30 N
NOMO004 China Hombre 32 29.06 N
NOMO005 China Hombre 46 25.40 N
NOMOO07 China Hombre 72 23.66 N
NOMO008 China Hombre 54 26.57 N
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NOMO0O09 China Hombre 33 25.18 N
NOMO010 China Hombre 30 25.71 N
NOMO12 China Hombre 32 25.71 N
NOMO13 China Hombre 42 26.22 N
NOMO014 China Hombre 41 25.10 N
NOMO015 China Hombre 32 25.73 N
NOMO16 China Hombre 37 24.77 N
NOMO17 China Hombre 39 27.24 N
NOMO18 China Hombre 43 25.00 N
NOMO019 China Hombre 26 25.47 N
NOMO020 China Hombre 24 25.21 N
NOMO022 China Hombre 23 26.73 N
NOMO023 China Hombre 46 27.12 N
NOMO025 China Hombre 28 25.59 N
NOMO026 China Hombre 52 25.71 N
NOMO027 China Hombre 38 25.71 N
NOMO028 China Hombre 47 26.57 N
NOMO029 China Hombre 14 32.58 N
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