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ABSTRACT

The gut microbiota is composed of a great diversity of microorganisms capable of de-
grading complex fibers, such as inulin and xylan, and of producing compounds beneficial
to human health. These compounds include butyrate, a short-chain fatty acid (SCFA) that

stimulates the anti-inflammatory response and the protection of the intestinal epithelium.

Lachnoclostridium symbiosum is a butyrate producer that benefits from the presence
of the primary fermenter Phocaeicola dorei. In this work, the metabolic interactions be-
tween both bacteria were studied when growing in cocultures with inulin and xylan, using
a comparative genomics approach and metabolic modeling. Specific reconstructions were
generated and complex fiber and carbohydrate metabolism was studied. Using statistical
metrics, it was concluded that the predictive capacity of the reconstructions was lower
than others published models, mainly due to the lack of information on fiber metabolism.
Simulations with the SteadyCom method and random sampling analysis predicted the ex-
istence of a lactate and succinate interaction in both substrates. Additionally, interactions
involving amino acids and acetate were found, although these interactions require exper-
imental validation. Finally, simulations predicted that the production of butyrate occurs

only in cocultures with xylan, not in inulin.

The building process of a genomic-scale model is iterative, and the reconstructions
in this work require further refinement. However, the models were able to identify the
relevant metabolic interactions in the coculture of the two bacteria. This study provides
key insights to guide the development of therapeutic treatments based on diet and the gut

microbiota.

Keywords: butyrate production, genome scale modelling, gut microbiota
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RESUMEN

La microbiota intestinal estd compuesta por una gran diversidad de microorganismos
capaces de degradar fibras complejas, como la inulina y el xilano, y de producir com-
puestos benéficos para la salud humana. Entre estos compuestos destaca butirato, un 4cido
graso de cadena corta que estimula la respuesta antiinflamatoria y la proteccion del epitelio

intestinal.

Lachnoclostridium symbiosum es un productor de butirato que se ve beneficiado por
la presencia del fermentador primario Phocaeicola dorei. En este trabajo se estudiaron
las interacciones metabdlicas entre ambas bacterias al crecer en cocultivos con inulina y
xilano, mediante un enfoque de gendmica comparativa y modelamiento metabodlico. Se
generaron reconstrucciones especificas y se estudid el metabolismo de carbohidratos y
fibras complejas. A través de métricas estadisticas se concluy6 que la capacidad predic-
tiva de las reconstrucciones era inferior a la de otros modelos publicados, principalmente
por la falta de informacién sobre el metabolismo de fibras. Simulaciones con el método
SteadyCom y andlisis de muestreo aleatorio predijeron la existencia de una interaccion de
lactato y succinato en ambos sutratos. Adicionalmente se encontraron interacciones que
involucran aminodcidos y acetato, aunque dichas interacciones requieren validacion ex-
perimental. Finalmente, las simulaciones predijeron que la produccién de butirato ocurre

solo en los cocultivos con xilano.

El proceso de construccion de un modelo a escala gendmica es iterativo y las recon-
strucciones de este trabajo requieren mds refinamiento. Sin embargo, los modelos fueron
capaces de encontrar las interacciones metabdlicas relevantes en el cocultivo de las dos
bacterias. Este estudio entrega claves para guiar el desarrollo de tratamientos terapéuticos

basados en la dieta y el microbioma intestinal.

xiii
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1. INTRODUCCION

1.1. La microbiota intestinal

La microbiota intestinal humana es una compleja comunidad de microorganismos
compuesta por una gran diversidad de especies, en su mayoria miembros de los filos Bac-
teroidetes, Actinobacteria y Firmicutes (Xu & Knight, 2015). Se ha observado que su
composicion estd correlacionada con la edad (Claesson et al., 2011), el tipo de dieta del
huésped (Xu & Knight, 2015), su estado de salud y sus condiciones genéticas (Schmidt,
Raes, & Bork, 2018), entre otros factores. Esto da paso a una gran variabilidad en la

composicion de la microbiota intestinal entre personas.

La abundancia y diversidad de las especies de la microbiota intestinal juegan un papel
fundamental en la estabilidad de esta comunidad (Thursby & Juge, 2017). Se ha obser-
vado que existe redundancia funcional y perfiles metabdlicos que se mantienen constantes,
pese a los cambios en la composicion de la microbiota (Moya & Ferrer, 2016). Lo ante-
rior es de vital importancia, pues la microbiota intestinal realiza una serie de funciones
esenciales para el huésped. Estas incluyen la sintesis de vitaminas, la eliminacion de com-
puestos toxicos, el fortalecimiento de la barrera intestinal, la estimulacién y regulacion del
sistema inmune y en particular, la fermentacion de macromoléculas de la dieta que no son

degradadas por el intestino (Heintz-Buschart & Wilmes, 2018).

1.2. Fermentacion de fibras alimenticias y rol en la salud humana

Fibras alimenticias como el almidén, celulosa, inulina, xilano y otros polisacéridos
derivados de estructuras vegetales, no pueden ser hidrolizadas por las enzimas digestivas
del ser humano debido a su complejidad estructural (Singh, Banerjee, & Arora, 2015). En
su lugar, la fibra llega hasta el intestino grueso y es degradada por bacterias en cadenas mas
pequefias y/o monosocaridos, los cuales posteriormente son absorbidos por el huésped o

consumidos por otras bacterias de la microbiota (Sen & Oresic, 2019; Graf et al., 2015).



Esto le entrega ventajas competitivas a aquellas especies con la capacidad de fermentar
sutratos especificos, pues se convierten en los fermentadores primarios de los recursos
disponibles en el intestino, y los productos de su metabolismo pasan a formar parte de

interacciones de alimentacion cruzada con otras especies.

Como resultado de la fermentacion de fibras, las bacterias del intestino producen gases
(hidrégeno y didxido de carbono) y 4cidos grasos de cadena corta (SCFA por sus siglas
en inglés): acetato, propionato, butirato, lactato, entre otros. Estos hidrocarburos son uti-
lizados como fuente de energia y poseen propiedades benéficas para el huésped. En el
caso particular del butirato, se ha documentado que induce la expresion de genes rela-
cionados con la produccion de mucina, lo que fortalece al epitelio intestinal frente a la
accion de otras bacterias (Burger-van Paassen et al., 2009). Otras de sus propiedades estdn
relacionadas con la restauraciéon y modulacion de las proteinas de union estrecha entre
células epiteliales (Davis-Richardson & Triplett, 2015) y la capacidad de reducir la re-
spuesta inflamatoria (Thomson, Medina, Ortizar, Gotteland, & Garrido, 2018). Por otro
lado, conocidos productores de butirato como Roseburia sp., Faecalibacterium prausnitzii
y Eubacterium rectale, utilizan acetato y lactato como fuente de energia (Louis & Flint,
2017). Gracias a estas propiedades, el butirato se ha convertido en un importante objetivo

de estudio para desarrollar nuevos tratamientos basados en la microbiota intestinal.

1.3. Fibras alimenticias como prebioticos

Diversas fibras han sido consideradas como prebidticos debido a su capacidad para
favorecer a grupos de bacterias productoras de SCFA. La inulina, por ejemplo, es una fi-
bra de origen vegetal compuesta por fructanos (cadenas lineales de fructosa) unidos por
enlaces 5(2,1) (Niness, 1999). Esta fibra promueve el crecimiento del filo Bifidobac-
terium e inhibe la colonizacién de patdégenos en experimentos in vivo (Bosscher, Loo, &
Franck, 2006; Vandeputte et al., 2017), ademas de incrementar la produccién de propi-

onato, acetato y butirato en cultivos fecales batch (Kaur, Rose, Rumpagaporn, Patterson,



& Hamaker, 2011) y mejorar el metabolismo de aztcares y lipidos en pacientes con obesi-

dad sometidos a dietas suplementadas con inulina (van der Beek et al., 2018).

Por otro lado, se ha observado que los oligosacaridos derivados de la hidrolisis de
xilano, un polimero de xilosas (pentosas) unidas por enlaces 3(1,4), promueven el crec-
imiento de bifidobacterias en estudios in vivo (Li, Summanen, Komoriya, & Finegold,
2015) e incrementan la produccién de butirato (Lecerf et al., 2012). En particular, pocas
bacterias poseen los mecanimos para degradar xilano, mientras que los miembros del filo
Bacteroidetes si poseen la capacidad de hidrolizarlo. Un reciente estudio de cocultivos
microbianos sugiere que Bacteroides, el filo mds abundante en la microbiota intestintal,
es el responsable de los efectos prebidticos del xilano y su accion bifidogénica (Zeybek,
Rastall, & Buyukkileci, 2020). Sin embargo, no se ha logrado describir el mecanismo

detras de esa interaccion.

Debido al potencial terapeutico de los prebidticos y sus posibles aplicaciones clinicas,
es necesario profundizar en los mecanismos de interaccién producidos a nivel de especie.
Las técnicas convencionales usadas en el estudio del microbioma, como por ejemplo la
secuenciacion de 16S rRNA y whole genome shotgun metagenomics, no permiten obtener
este nivel de detalle (Sen & Oresic, 2019). Nuevas aproximaciones se hacen necesarias
para el estudio del microbioma intestinal, como por ejemplo, el modelamiento metabdlico

a escala gendmica.

1.4. Nociones generales del modelamiento a escala genémica

Una reconstruccion metabdlica (GENRE, por su sigla en inglés), corresponde a una
red que consolida las caracteristicas de un organismo desde su informacién genética,
bioquimica y gendmica, gracias a un extenso proceso de curacion de informacion (Palsson,
2015). Larepresentacion matematica de la red y sus caracteristicas corresponde a un mod-

elo a escala genémica (GSMM, por sus siglas en inglés). A partir de una serie de supuestos
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Figura 1.1. Pasos para generar un modelo a escala genémica. A partir
del genoma secuenciado y la informacion de bases de datos de reacciones
quimicas se genera la reconstruccion de la red metabdlica del organismo
de interés (Panel A). La representacion matemdtica de esta red permite
generar un GSMM (Panel B), el que es usado para realizar predicciones
sobre esencialidad de genes, identificacion de objetivos de silenciamiento,
entre otros (Panel C). Imagen obtenida de (Altamirano et al., 2020).

y la aplicacién de restricciones y del acoplamiento de informacién experimental (general-
mente de cultivos en biorreactores y tecnologias 6micas), un GSMM puede ser usado para
predecir comportamientos bioldgicos y establecer relaciones entre genotipo y fenotipo
(Altamirano, Saa, & Garrido, 2020). La figura 1.1 ilustra el proceso de construccién de un

GSMM.



La generacion de una reconstruccion (GENRE) puede ser realizada de forma au-
tomatica gracias a herramientas como AuReMe (Aite et al., 2018), CarveMe (Machado,
Andrejev, Tramontano, & Patil, 2018), ModelSEED (Seaver et al., 2021), entre muchas
otras (Mendoza, Olivier, Molenaar, & Teusink, 2019). En general, estas herramientas
utilizan una red bioquimica como plantilla y a través del anélisis de identidad de secuen-
cia reconstruyen la red del organismo objetivo. Como resultado, se crea una red con
metabolitos, reacciones, genes y su estequiometria asociada, codificada de acuerdo a la
base de datos usada por la herramienta. La conciliacién de las bases de datos de redes
bioquimicas es uno de los actuales desafios del drea de modelamiento a escala gendmica,
aunque se han realizado esfuerzos por generar la base de datos MetaNetX (Moretti et
al., 2016), que recopila la asociacion entre diversas bases de datos de redes metabdlicas,
y BiGG (Norsigian et al., 2020), un repositorio que alberga modelos a escala gendmica

publicados por la comunidad cientifica y escritos con una codificacion comun.

Una vez reconstruida la red bioquimica se genera su representacion matematica tal
como se observa en el panel B de la figura 1.1. Con esta representacion se realizan sim-
ulaciones y se aplican algoritmos generados por la comunidad cientifica. El método més
usado en modelos a escala gendmica es el anélisis de balance de flujos o FBA, el cual
impone una restriccién de estado estacionario sobre la red estequiométrica y optimiza
sus flujos en relacién a un objetivo metabdlico especifico, como es la produccién de un

metabolito o de biomasa (Orth, Thiele, & Palsson, 2010).

1.4.1. GSMMs para modelar la microbiota intestinal

Aunque tradicionalmente los GSMMs han sido utilizados para estudiar un solo organ-
ismo o célula, el desarrollo de nuevas aplicaciones y métodos han expandido el mode-
lamiento al contexto de comunidades microbianas (Sen & Oresi¢, 2019). Por ejemplo,
simulaciones con modelos de 58 especies han logrado predecir el perfil de metabolitos en

nifios con desnutricién en comparacion a un grupo control saludable (Kumar et al., 2018).



Por otro lado, la simulacién de una comunidad de 4 GSMMs permiti6 establecer rela-
ciones de competencia y mutualismo en pacientes tratados con metformina, un firmaco

utilizado para el tratamiento de la diabetes. (Rosario et al., 2018).

Adicionalmente, el avance de la metagenomica y la secuenciacion masiva ha permi-
tido la generacion de un gran nimero de GENRESs de especies del microbioma intestinal
disponibles para su uso y curacion en la comunidad cientifica. En esta linea cabe destacar
al proyecto AGORA (Magnusdéttir et al., 2017), un repositorio que contiene 808 recon-
strucciones generadas por un método semiautomético basado en gendmica comparativa.
Las reconstrucciones iniciales de AGORA fueron generadas con ModelSEED (Seaver et
al., 2021) y sus reacciones y metabolitos se encuentran codificados en una base de datos
exclusiva de AGORA, disefiada para conciliar con el modelo RECON, una reconstrucciéon

del metabolismo humano (Swainston et al., 2016).

1.4.2. Enfoques de modelamiento de comunidades microbianas

Existen diversos enfoques para simular comunidades microbianas y sus interacciones.
MICOM (Diener, Gibbons, & Resendis-Antonio, 2020), por ejemplo, integra informacién
de abundancia relativa en muestras de metagendmica para generar un modelo global de
la comunidad. Este método emplea un enfoque de modelamiento compartimentalizado,
en donde cada especie es modelada en su propio espacio fisico o compartimento, y se
define un espacio comun que sirve para el intercambio de metabolitos entre cada uno de

sus integrantes.

Otras aproximaciones como BacArena, COMETS y d-OptCom permiten simular la
distribucion espacial y temporal de los miembros de una comunidad gracias a la inte-
gracion de ecuaciones diferenciales en la modelacién, pero presentan dificultades para
escalar a comunidades de gran tamafio por la cantidad de pardmetros y computo requerido

para la simulacién (Altamirano et al., 2020).



SteadyCom (Chan, Simons, & Maranas, 2017), por otro lado, es un método que ex-
tiende las capacidades del FBA a comunidades microbianas a través de la adicion de la
abundancia relativa y el escalamiento de flujos. La resolucion del problema de opti-
mizacion propuesto por SteadyCom escala linealmente respecto al nlimero de organis-
mos de la comunidad simulada y las aplicaciones del método han predicho con éxito la
predominancia de los filos Bacteroides y Firmicutes. Esto ultimo constituye una de las
principales ventajas del método para realizar simulaciones de grandes comunidades mi-
crobianas. El algoritmo emplea un enfoque de modelamiento compartimentalizado, al
igual que MICOM, por lo que es posible extraer informacion sobre la interaccion de las

especies modeladas en él.

1.5. Motivacion

Existen antecedentes que indican que dos bacterias del intestino, Phocaeicola dorei
y Lachnoclostridium symbiosum, son esenciales para la produccién de butirato durante la
utilizacién de las fibras prebidticas inulina y xilano. Cultivos en inulina de un consorcio
de 15 bacterias representativas de la microbiota intestinal (Gutiérrez & Garrido, 2019)
demostraron que la delecion de Phocaeicola dorei tenia un impacto negativo en la comu-
nidad y su presencia beneficiaba el crecimiento del productor de butirato Lachnoclostrid-
ium symbiosum (Vital, Howe, & Tiedje, 2014). Adicionalmente, se ha comprobado que el
sobrenadante de cocultivos de ambas bacterias en xilano posee efectos antiinflamatorios
en experimentos con células epiteliales, reduciendo la inflamacién producida por la cito-
quina TNF-a (Thomson et al., 2018). Por ultimo, resultados en proceso de publicaciéon
indican que el sobrenadante de estos cultivos es capaz de promover la generacion de una
barrera celular en células Caco2 expuestas a la toxina TcdB (unpublished), resultado que
concuerda con otros reportes sobre los beneficios del butirato en la salud del huésped

(Davis-Richardson & Triplett, 2015; Burger-van Paassen et al., 2009).

Los antecedentes previos demuestran que esta pareja es un buen modelo para estu-

diar la relacion entre bacterias comensales y productores de butirato, y que es necesario



entender las interacciones metabdlicas que dan paso a la produccién de butirato cuando
crecen en cocultivo. Sin embargo, existen limitaciones para profundizar en la naturaleza
de las interacciones. Aunque Phocaeicola dorei pertenece al género Bacteroidetes, uno
de los mds abundantes en la microbiota intestinal, no existe informacién en literatura que
detalle el metabolismo de esta especie. Por otro lado, Lachnoclostridium symbiosum es
una bacteria que pertenece a la recientemente descrita familia Lachnospiraceae y pese a
haber sido aislada en 1976 (Kaneuchi, Watanabe, Terada, Benno, & Mitsuoka, 1976), es
una de las especies menos estudiadas del intestino. Debido a la complejidad de los organ-
ismos mencionados, la falta de evidencia experimental y su importancia en el desarrollo de
tratamientos antiinflamatorios, existe una gran oportunidad para profundizar en la recon-
struccioén del metabolismo de estas especies y comprender sus interacciones metabodlicas

a través del modelamiento metabdlico.

1.6. Hipétesis

Dadas las capacidades de los modelos a escala gendmica y su poder predictivo para
simular comunidades bacterianas, se propone la siguiente hipdtesis para este trabajo de

investigacion:

El desarrollo de modelos a escala genomica de las especies Phocaeicola dorei y
Lachnoclostridium symbiosum permite identificar sus interacciones metabdlicas in

silico durante su crecimiento en inulina y xilano.

1.7. Objetivos

El principal objetivo de este estudio es determinar las interacciones entre las bacterias
propuestas a través de experimentos de crecimiento in silico. Los objetivos especificos

son:



(1) Caracterizar las rutas metabolicas de las especies Phocaeicola dorei y Lachn-
oclostridium symbiosum a través de gendmica comparativa y herramientas de
prediccion bioinformatica.

(i) Generar reconstrucciones de Phocaeicola dorei'y Lachnoclostridium symbiosum
a nivel de cepa bacteriana.

(i11) Realizar simulaciones en monocultivo y cocultivo para predecir la produccion
de butirato y las interacciones metabolicas entre las bacterias.
(iv) Validar la prediccion de los modelos con informacion experimental disponible

en literatura.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Procedimiento general

Para cumplir con los objetivos de este trabajo se tomaron las siguientes decisiones.
En primer lugar, debido a la escasez de informacién disponible sobre las bacterias Pho-
caeicola dorei y Lachnoclostridium symbiosum, se complement6 su estudio con diversos
andlisis de gendmica comparativa, que incluyen andlisis filogenético, de distancia génica,
anotacion de enzimas relacionadas con el consumo de fuentes de carbono, busqueda de
locis verificados experimentalmente para el consumo de polisacéridos, entre otros. El
andlisis fue realizado sobre diversos conjuntos de genomas para obtener pistas sobre las

capacidades de las bacterias seleccionadas en este estudio.

En segundo lugar, se decidié utilizar como punto de partida las reconstrucciones de
las especies de interés publicadas en el proyecto AGORA (Magnusdottir et al., 2017) y
utilizar el mismo sistema de codificacion para reacciones y metabolitos. Esto con el fin de
mantener la consistencia con otros modelos a escala gendmica de la microbiota intestinal y
asi poder reutilizar las reconstrucciones generadas en este trabajo en futuras simulaciones

de comunidades de mayor tamafio dentro del mismo grupo de investigacion.

Por tultimo, este trabajo fue realizado en paralelo a una tesis de caracter experimental
sobre crecimiento en mocultivo y cocultivo de la pareja de bacterias presentadas en la mo-
tivacion de este estudio (Hirmas, 2021). Parte de los resultados aqui obtenidos apoyaron el
diseio experimental de dicho trabajo, motivo por el cual las reconstrucciones se hicieron

especificas a nivel de cepa, tal como se detalla més adelante.

En resumen, este trabajo contempla tres secciones:

e GenOmica comparativa y andlisis bioinformético para encontrar a las especies

mas cercanas a las de interés y profundizar en sus capacidades metabolicas.
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e Elaboracion de las reconstrucciones y validacion de las capacidades predictivas
de los modelos.

e Simulacion de los crecimientos de monocultivo y cocultivo en condiciones simi-
lares a las reportadas en trabajos experimentales, en particular, los ensayos bidi-

reccionales de Hirmas (Hirmas, 2021).

2.2. Genomica comparativa y analisis bioinformatico

2.2.1. Seleccion de los genomas de referencia para el modelamiento

Los modelos a escala gendmica parten desde el genoma del organismo a modelar. En
el caso de las especies de este trabajo se selecciond el ensamble de la cepa Phocaeicola
dorei 5_1_36/D4, cédigo de acceso GenBank GCA000158335.2, y el ensamble de Lach-
noclostridium symbiosum WAL-14673, cédigo de acceso GenBank GCA000189615.1.
Estos ensambles corresponden a las cepas disponibles en el Laboratorio de Microbiologia
de Sistemas de la Universidad Catdlica. Las caracteristicas de los ensambles se resumen

en la siguiente tabla:

Tabla 2.1. Caracteristicas gendmicas de los ensambles de las cepas de es-

tudio
Cepa ID PATRIC | Tamaifio (Mb) | CDS
Phocaeicola dorei 5_1_36/D4 556260.3 5.53 4601
Lachnoclostridium symbiosum WAL-14673 | 742741.3 491 4704

La anotacion de los genomas y las secuencias de los genes codificantes (CDS, por
sus siglas en inglés) se obtuvo desde la base de datos PATRIC (Davis et al., 2020). Los

identificadores de PATRIC se encuentran en la tabla 2.1.
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2.2.2. Busqueda de modelos de referencia en Bacteroides para el modelamiento de

Phocaceicola dorei

La cepa Phocaeicola dorei 5_1_36/D4 no posee modelos a escala gendmica disponibles,
motivo por el cual se debié generar una reconstruccion especifica para esta cepa. Para en-
contrar las especies y cepas de Bacteroides mas similares a la cepa de estudio se realizé un
analisis filogenético con los genomas de las especies modeladas en el proyecto AGORA.
El identificador de los ensambles de los genomas usados en la elaboracion de los mode-
los se obtuvo desde la metadata de los modelos alojados en la plataforma Virtual Meta-
bolic Human (Noronha et al., 2019). Los archivos de los proteomas y las secuencias nu-
cleotidicas de los genes codificantes se obtuvieron desde la base de datos de PATRIC con

el identificador correspondiente. En total se seleccionaron 55 ensambles de Bacteroides.

Un arbol filogenético de maxima verosimilitud fue generado a partir de 14 genes mar-
cadores correspondientes a proteinas de las subunidades ribosomales (Hug et al., 2016).
Se utiliz6 como referencia el genoma de Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 y los
ortélogos de las secuencias se obtuvieron con Orthofinder v2.5.4 (Emms & Kelly, 2019)
en los 55 genomas seleccionados (incluyendo la referencia) y en el genoma de la cepa
Phocaeicola dorei 51 36/D4. Los ortélogos fueron alineados con MAFFT v7 (Katoh
& Standley, 2013) usando la opcién G-INS-i para alineamiento global de las secuencias.
El arbol fue generado por maxima verosimilitud con raxml-ng v1.0.3 (Kozlov, Darriba,
Flouri, Morel, & Stamatakis, 2019) y el alineamiento concatenado de las 14 proteinas
mencionadas. Se seleccion6 RTREV+G4+F como el mejor modelo evolutivo para el alin-
eamiento a partir de los criterios AICc, AIC y BIC calculados por modeltest-ng v0.1.7
(Darriba et al., 2020). La visualizacién fue realizada en R v4.1 (R Core Team, 2021) con

la libreria ggtree.

Adicionalmente, se calcul6 la identidad media nucleotidica (ANI) con pyani v.0.2.8
y su opcién ANIb para realizar alineamientos locales con BLAST (Pritchard, Glover,
Humphris, Elphinstone, & Toth, 2015). La visualizacién fue realizada en Python con

el paquete seaborn.
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2.2.3. Busqueda de especies filogenéticamente cercanas a Lachnoclostridium symbio-

sum

Para el estudio de las caracteristicas de la especie Lachnoclostridum symbiosum, se
recopilaron 11 genomas de referencia de las especies del cluster XIVa de Clostridium
documentados en el trabajo de reclasificacion de la familia Lachnospiraceae publicado por
Haas (Haas & Blanchard, 2020). En este trabajo se definen dos géneros que no incluyen
a la especie de interés, pero que son los mas cercanos a Lachnoclostridium symbiosum
en los drboles genéticos elaborados con tres conjuntos de marcadores distintos (ver figura
A.3 del Anexo 1). Los archivos con los CDS, anotacién y secuencias proteicas fueron

obtenidos desde PATRIC (Davis et al., 2020).

2.2.4. Anotacion de glicosil hidrolasas y PULs

Se realiz6 la anotacién de enzimas glicosil hidrolasas, importantes para la degradacion
de azucares complejos, en los 56 genomas seleccionados para hacer el andlisis filogenético
de Bacteroides (se incluye a la cepa de interés) y los 12 genomas del cluster XIVa de
Clostridium. Los proteomas respectivos fueron anotados con DBCAN v2.0.11 (Zhang et
al., 2018) y procesados con cddigos de Python de elaboracion propia usando las librerias
pandas y biopyhon. El cédigo de programacion se encuentra en el repositorio de esta tesis

disponible en el siguiente enlace: https://github.com/almabeta/tesis_GO.

Por otro lado, se realiz6 una busqueda de los loci de utilizacion de polisacaridos (PUL,
por sus siglas en inglés) usando la base de datos DBCAN-PUL (Ausland et al., 2021) y
BLASTX a través del servidor web disponible en https://bcb.unl.edu/dbCAN
_PUL/blast. La bisqueda se realiz6 sobre los CDS de los ensambles de las cepas de
interés y se escribié codigo personalizado para el procesamiento de resultados. Solo se
consideraron los resultados de BLAST con al menos un 50% de identidad de secuencia
y un valor-e menor a 1le~°. Los PULs encontrados fueron filtrados y solo se consideré a

aquellos que tenian al menos un 50% de sus genes presentes en los ensambles.


https://github.com/almabeta/tesis_GO
https://bcb.unl.edu/dbCAN_PUL/blast
https://bcb.unl.edu/dbCAN_PUL/blast
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2.2.5. Busqueda de genes ortélogos

Se buscaron los genes ort6logos para hacer la comparacion entre las especies de Bac-
teroides, las especies usadas como referencia para el modelamiento de Phocaeicola dorei
5.1.36/D4 y las especies de la familia Clostridium. Todas las bisquedas de genes ortélogos
fueron realizadas con Orthofinder v2.5.1 sobre los proteomas de las especies y cepas de
interés. Los resultados de Orthofinder fueron procesados por programas de Python de

elaboracién propia disponibles en el repositorio de este trabajo.

2.2.6. Potencial probiodtico de las especies de interés

Para el estudio del potencial probidtico de las cepas se realiz6 la busqueda de genes
de resistencia a antibidticos con la base de datos CARD y la herramienta Resistance Gene
Identifier (Alcock et al., 2020). Por otro lado, la informacién de los factores de virulencia

fue obtenida desde Virulence Factors Database (Liu, Zheng, Jin, Chen, & Yang, 2019).

Todos los resultados fueron comparados con la informacién de los ensambles disponible

en PATRIC.

2.3. Reconstruccion y modelamiento a escala genémica

Para la generacion de las reconstrucciones a escala gendmica se siguid el protocolo
de Thiele para la generaciéon de modelos de alta calidad (Thiele & Palsson, 2010), es-
pecificamente (i) se incorporaron nuevas reacciones quimicas en base a informacion bib-
liografica y bases de datos, (i1) se asignaron reglas de asociacion gen-proteina-reaccion
(GPR) y (ii1) se modificaron reacciones manualmente hasta coincidir la prediccion del

modelo con la informacidn experimental recopilada.
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2.3.1. Reconstruccion de Phocaeicola dorei 5_1_36/D4

Para la generacion del modelo inicial de Phocaeicola dorei 5_1_36/D4 se utilizaron 6
reconstrucciones de Bacteroides disponibles en el proyecto AGORA (Magnusdéttir et al.,
2017). Los modelos fueron descargados desde la plataforma de la base de datos Virtual
Metabolic Human (Noronha et al., 2019). Estas especies de referencia se seleccionaron de
acuerdo a los valores de identidad media nucleotidica y a la relacién filogenética respecto
a la cepa del estudio. Como punto de partida se usé la reconstruccion de Phocaeicola dorei
DSM-17855, la tnica bacteria identificada con la misma especie que la cepa de interés.

Se generaron tres versiones del modelo de acuerdo a los siguientes pasos:

e v1: Actualizacion de las reglas de asociacion (GPR) del modelo de Phocaeicola
dorei DSM-17855 basado en homologia con Phocaeicola dorei 5_1_36/D4. Se
mantuvieron las reacciones que no tenian evidencia génica para su posterior re-
vision.

e v2: Adicion de reacciones basada en gendmica comparativa de los genomas del
resto de las reconstrucciones de referencia. Para cada reconstruccion de referen-
cia se revisaron sus reacciones y las reglas GPR asociadas. Se afiadieron aquellas
reacciones cuyos genes poseian homoélogos en la cepa de interés. Algunas reac-
ciones fueron contrastadas con la informacién del microorganismo en la base de
datos Biocyc (Karp et al., 2017). También se revisaron los transportadores y se
afladieron nuevas reacciones de intercambio.

e v3: Reconstruccion refinada con informacién sobre consumo de polisacaridos,
en base a literatura e informacion experimental. A partir de la evidencia obtenida
por gendmica comparativa se anadieron las reacciones para el consumo de in-

ulina y xilano, las principales fibras prebidticas de este trabajo.

Respecto a las reglas de regulacion y sus reacciones asociadas, estas fueron transferi-

das a la reconstruccién mediante los siguientes criterios:


https://github.com/VirtualMetabolicHuman/AGORA
https://github.com/VirtualMetabolicHuman/AGORA
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e Se seleccionaron todas las reacciones cuyos genes asociados poseian ortélogos
en la cepa de interés.

e Se mantuvieron las reglas de asociacién para aquellas reacciones que poseian
ortélogos de todos los genes asociados a su GPR.

e Se simplificaron las reglas de asociacion para aquellas reacciones que no poseian
ortologos de todos sus genes asociados y solo se afiadieron las reacciones cuyas
reglas preservaban el sentido l6gico y bioldgico. Por ejemplo, si una reaccion
posee una regla de regulacion del tipo “genl OR gen2”, y solo genl posee un
ortélogo en la cepa de interés, se anade la misma reaccion y se reescribe la regla

de regulacién como “genl”.

2.3.2. Reconstruccion de Lachnoclostridium symbiosum WAL-14673

Respecto al modelo de Lachnoclostridium symbiosum WAL-14673, se utilizé como
base la reconstruccion disponible en el proyecto AGORA para la misma cepa. La familia
Lachnospiraceae, a diferencia de Bacteroides, ha sido poco estudiada por la comunidad
cientifica y existe poca informacion experimental sobre la especie de interés. Para esta re-
construccion se generd una sola version con la informacion del consumo de polisacaridos
y productos de fermentacion de acuerdo a los resultados de gendmica comparativa pro-
pios y aquellos obtenidos por Vital para la produccion de butirato (Vital et al., 2014), y de

experimentos del laboratorio de Microbiologia de Sistemas UC (Hirmas, 2021).

2.3.3. Determinacion de la reaccion de biomasa y requerimiento de ATP

La reaccion de biomasa contiene la informacién de los requerimientos en macro-
moléculas y el gasto energético asociado al crecimiento. Los coeficientes y metaboli-
tos de la reaccion de biomasa dependen fuertemente de las condiciones de crecimiento
del microorganismo, en particular del medio, y son especificas a nivel de cepa (Folsom
& Carlson, 2015). En el caso de los modelos de AGORA, la reaccion de biomasa fue

generada automdticamente con la plataforma de reconstrucciones automaticas ModelSeed
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(Seaver et al., 2021) desde una plantilla universal y en base a la informacién taxonémica
de cada especie. A través de una serie de reglas definidas en la plantilla se remueven
y/o agregan componentes a la ecuacion, por lo que fue necesario examinar las diferencias

entre los modelos de referencia.

Para el caso de Phocaeicola dorei 5_1_36/D4, se realiz6 la comparacion de las reac-
ciones de biomasa en los 6 modelos de referencia seleccionados y la reaccion del modelo
iKS1119 (K. Kim et al., 2021), el méas reciente modelo de Bacteroides thetatiotaomicron
VPI-5482 publicado a la fecha. No se encontré diferencias entre las reacciones de los
modelos de AGORA, salvo en la presencia del metabolito colipa que representa a un com-
ponente del lipopolisacarido de la membrana de las bacterias Gram negativas. Por otro
lado, la reaccion del modelo iKS1119 contiene a la mayoria de los componentes de las
reacciones de los modelos de AGORA, pero también afiade compuestos derivados del
metabolismo de folato, fosfolipidos y tiamina. Debido a que no es posible estimar los
coeficientes ni los componentes de la reaccion de biomasa a nivel de cepa ni extrapolar
la informacién del modelo iIKS1119, se decidi6 mantener en el modelo la reaccién de
Phocaeicola dorei DSM-178535, correspondiente a la reaccion de biomasa de una bacteria

Gram negativa.

Respecto al requerimiento de ATP asociado y no asociado al crecimiento (GAM y
NGAM, por sus siglas en inglés), se decidid mantener los valores presentes en las re-
construcciones de AGORA pues no existe la informacion experimental necesaria en lit-

eratura para su estimacién. De esta manera, se mantuvo el requerimiento asociado al

crecimiento (GAM) en 40 g”]%‘,’ﬁl y la cota inferior de la reaccion de demanda de ATP

(NGAM), en O ;zn)%)é' La reaccién correspondiente a la demanda de ATP posee el identi-

ficador DM _atp_c_y su ecuacion estequiométrica es la siguiente:

atplc] + h2o[c]— > adp|c| + h[c] + pi]c]
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Los mismos criterios fueron aplicados sobre la reconstruccion de Lachnoclostridium
symbiosum WAL-14673 y se mantuvo la reaccion de biomasa original de la reconstruccion

de AGORA.

2.3.4. Transportadores de membrana, fuentes de carbono y productos de fermentacion

Se revisé manualmente la informaciéon de los transportadores anotados en Biocyc
(Karp et al., 2017) y obtenidos con TransportDB (Elbourne, Tetu, Hassan, & Paulsen,
2017). Por otro lado, se recopild informacion sobre las fuentes de carbono fermentadas
por las bacterias de interés para la posterior curacién y validacién de los modelos. Esta in-
formacion se encuentra detallada en los anexos A.1 y A.5 con sus respectivas referencias.
Pese a que todas las fuentes de carbono fueron evaluadas en la validacion de los modelos,
muchas de ellas son fibras complejas cuyos mecanismos de degradacion requieren una
revision mds exhaustiva. Esta informacion se deja disponible para futuras mejoras de la

reconstruccion.

2.4. Simulacion

Todas las simulaciones de crecimiento realizadas en este trabajo, ya sea en monocul-
tivo o cocultivo, fueron calculadas utilizando el paquete COnstraint-Based Reconstruction
and Analysis Toolbox (COBRA) disponible en MATLAB vy la libreria de Python CO-
BRApy (Ebrahim, Lerman, Palsson, & Hyduke, 2013). El paquete COBRA contiene una
coleccion de algoritmos y métodos usados en el estudio de redes bioquimicas con un en-

foque en modelamiento basado en restricciones.

Las simulaciones fueron ejecutadas en Matlab 2019b y Python v3.9 usando COBRApy
v0.22.1, COBRA Toolbox v3.2 y la libreria de optimizacion Gurobi Optimizer v9.0.3.
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2.4.1. Representacion matematica de un GSMM

En un modelo a escala gendmica toda la informacion del organismo o célula es re-
sumida en la matriz estequiométrica S, la cual contiene una representacion de todas las
reacciones codificadas en la red bioquimica. Cada fila de S corresponde a un metabolito
y cada columna a una reaccion de la red. En una red metabdlica de m metabolitos y n
reacciones, el coeficiente estequeométrico del metabolito 7 en la reaccidn j corresponde al

elemento S;; en la matriz .S, tal como se muestra a continuacion:

511 312 813 Sln
Sor Sy Shs ... Son

S _ ’ 2.1)
S 1 Sy S ... S

Adicionalmente, el flujo que pasa por la reaccion j es representado por una variable
continua v;. En modelamiento basado en restricciones, se afiaden restricciones de ca-
pacidad inferior y superior para cada flujo, correspondientes a las constantes [b; y ub;,
respectivamente. Esta representacion matematica es la base para realizar anélisis de flujos

o FBA.

2.4.2. Simulacion de crecimiento en monocultivo

La tasa de crecimiento de las cepas de interés y la distribucién de flujos asociada a
cada solucién fue calculado mediante el método de anélisis de balance de flujos o FBA,
por sus siglas en inglés (Orth et al., 2010). Este método resuelve el siguiente problema de

optimizacion lineal:
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max%mize z=cv (2.2a)
subject to Z Sijv; =0, Vi eI, (2.2b)
jeJ
lbj < (] < Ubj, \V/j € J, (22C)
v; eER, VjelJ (2.2d)

Donde J representa el conjunto de reacciones de la red, I corresponde al conjunto de
metabolitos, z corresponde al valor de la funcion objetivo, [b; y ub; corresponden a los
limites inferior y superior para cada uno de los flujos metabdlicos v; y S;; corresponde
al coeficiente estequiométrico del metabolito ¢ en la reaccion j. En cada optimizacion
el objetivo fue definido como una sola variable de flujo, es decir, c,,; = 1 para vg; y
c; = 0Vj # obj. En particular, la variable que representa el flujo de la reaccién de
biomasa serd llamada vp;,mqss €n adelante. Cabe resaltar que los flujos representan tasas
especificas para un organismo, pues la reaccién de biomasa representa, por convencion, el

requerimiento para producir 1 gramo de biomasa seca del microorganismo representado y

mmol

sus unidades corresponden a GDWh

Por otro lado, los valores minimos y maximos para los flujos de las reacciones de
intercambio asociadas a SCFA y otros metabolitos de interés fueron calculados con el
método de anélisis de variabilidad de flujos o FVA. Mediante este método el espacio de
soluciones de la red se restringe a una fraccion («) del valor 6ptimo de crecimiento y se

resuelve el siguiente problema de optimizacion:
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max|min Vob;
subject to Z Sijv; = 0, Viel,
JjeJ
(2.3)
Ubiomass = & * Vbjomass,
ij < (% < Ubj, VJ S J,

v;eR, VjelJ

Las condiciones del ambiente en el que crecen los microorganismos son represen-
tadas a través de las restricciones de capacidad de los flujos asociados al intercambio de
metabolitos especificos entre la bacteria y el medio. Para asegurar el crecimiento de los mi-
croorganimos estudiados se empled una representacion del medio mZMB (Medina, Pinto,
Ovalle, Thomson, & Garrido, 2017), un medio complejo que incluye vitaminas, iones,
aminodcidos, etc. En este trabajo se simularon multiples condiciones en monocultivo,

agrupadas en dos categorias:

e Simulacion en medio mZMB con las fuentes de carbono para la validacion de las
reconstrucciones (se explica en detalle en la siguiente seccion). La composicion

del medio se encuentra en las tablas B.1 y B.2 del Anexo 2. Por convencion, el

mmol

flujo de cada fuente de carbono se fijé en -10 JDWh-

e Simulacién de los cultivos en medio complejo mZMB suplementado con la
fuente de carbono inulina o xilano. La composicién del medio mZMB es la
misma que la mencionada en el punto anterior, pero los flujos de inulina y xi-

lano fueron fijados en unidades equivalentes respecto al niimero de carbonos que

mmol
gDWh

aportan sus reacciones de hidrodlisis. Para inulina se utiliz6 un flujo de 1

mmol

mientras que para xilano se utiliz6 un flujo de 0.066 JDWh-

Todas las simulaciones fueron realizadas en medio anaerdbico ajustando el limite in-

mmol
gDWh*

ferior de la reaccion de intercambio de oxigeno, EX _02(e), a 0
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2.4.3. Validacion de las reconstrucciones

Uno de los principales supuestos empleados en el modelamiento realizado en este
trabajo es la imposicion de un estado estacionario, supuesto que se utiliza tanto en las
simulaciones de mono y cocultivo (FBA y SteadyCom, respectivamente). Esta aproxi-
macion representa a un sistema de cultivo continuo en biorreactores, de los cuales se ob-
tienen mediciones para refinar las reconstrucciones en términos de rendimientos, produc-
tividades volumétricas, tasas de crecimiento y flujos intracelulares obtenidos con técnicas
de fluxémica. Para las bacterias empleadas en este estudio no existe esta informacion
experimental disponible en literatura, motivo por el cual se aplicé un enfoque cualitativo

para estudiar las capacidades predictivas de las reconstrucciones.

Se realizaron una serie de simulaciones in silico para revisar la produccién de metaboli-
tos y el consumo de distintas fuentes de carbono documentadas experimentalmente. En el
caso de las fuentes de carbono, se comparo el crecimiento del modelo en medio mZMB
con el sustrato de interés respecto a su crecimiento en medio mZBM suplementado con
glucosa. Si la simulacién predice un crecimiento mayor al 20% del crecimiento de ref-
erencia, entonces se asume que el microorganismo consume esa fuente de carbono. El
resultado fue contrastado con la informacidn experimental y se calculd el niimero de ver-
daderos positivos (TP), verdaderos negativos (TN), falsos positivos (FP) y falsos negativos
(FN). Estos indicadores se usaron para calcular las siguientes métricas (Mendoza, Cafion,

Contreras, Ribbeck, & Agosin, 2017):

o Sensibilidad = 2L

e Especificidad = %

e PPV (Valores positivos predichos) = %
e N.P.V (Valores negativos predichos) = %
e Precision = =5 +$ﬁi%¥+ FN

e F-score — 2(PPV -Sensibilidad)

Precision+Sensibilidad
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Los mismos indicadores fueron calculados para los productos de fermentacion de-
scritos en literatura. Las simulaciones se realizaron en medio mZMB suplementado con

glucosa y se cambio el objetivo a la reaccién de intercambio asociada al producto de

mmol
gDWh

fermentacién. Se definié un umbral de 0.00 para filtrar los artefactos numéricos
obtenidos por el optimizador. Si el valor de la funcion objetivo optimizada es mayor a
dicho umbral, entonces se asume que la reconstruccion es capaz de producir dicho com-

puesto.

2.4.4. Simulacion de crecimiento en cocultivo y produccion de SCFA

Para realizar la simulacién del cocultivo se utilizé el método SteadyCom (Chan et
al., 2017). La formulacion de este método estd disefiada para inferir la distribucion de
flujos promedio de una comunidad microbiana en estado estacionario y su composicion
en términos de la abundancia relativa. SteadyCom corresponde a un algoritmo con un
enfoque compartimentalizado (Altamirano et al., 2020), en donde cada especie de la co-
munidad es asignada a un compartimento conectado a las demds por medio de un espacio

comun.

La nueva formulacion del problema de optimizacion extiende las propiedades del FBA
descrito en la seccidn anterior a una comunidad bacteriana en lugar de un solo organismo
o célula, mediante la adicion de una variable que representa a la biomasa total aportada por
cada especie k, X*, y a la reescritura del balance de masa en términos del flujo agregado
ij, el cual corresponde al flujo total de la reaccion j producido por los miembros de la

especie k. La relacion entre el flujo agregado y el flujo definido en FBA es la siguiente:

VE=ulX* VjeJVke K (2.4

Gracias a esta relacion los flujos ya no estdn normalizados respecto a la biomasa de

su organismo respectivo y pueden ser considerados en el balance de masa global de la
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comunidad. En resumen, el método de SteadyCom resuelve el siguiente problema de

optimizacion:
maximize
subject to > skvi=o, Vie I*Vk € K,
jeJk
Xt <V, Vje J* Vk € K,
VFE<ubhX* VjeJ'VkeK,
N . (2.5)
‘/biomass =X K, Vk € K;
uf —ef+ > VE =0, Vi e I,
keK
> Xt =X,
keK
u,es >0, Vi e [

Andalogamente, se realiz6 anélisis de variabilidad de flujos sobre la produccién de bu-

tirato y las abundancias relativas, mediante la siguiente extension del algoritmo:

max|min Z w,‘g/]‘/;k + Z wi XF
jegk keK
keK
subject to = o, (2.6)

w,‘;j, w,i{ € 0,1,
SteadyCom constraints
Donde w;* corresponde al ponderador de la variable de abundancia relativa de la es-

pecie k, mientras que w,‘{j corresponde al ponderador de la variable del flujo de la reaccion

j en la especie k.
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Para la simulacion se emplearon las funciones SteadyComFBA, SteadyComFVA'y Cre-
ateMultipleSpeciesModel, una funcion disefiada para crear la matriz estequiométrica con-
junta del modelo compartimentalizado del cocultivo. Todas estas funciones estdn imple-

mentadas en el paquete COBRA.

2.4.5. Identificacion de interacciones por muestreo aleatorio

Para estudiar las diferencias entre las fibras prebidticas y su efecto en el metabolismo
de las bacterias se realiz6 el muestreo aleatorio del espacio de soluciones factibles de la
matriz estequiométrica conjunta empleada para realizar las simulaciones de cocultivo, para
xilano e inulina en el medio mZMB. Esta matriz es una unién de las matrices estequiomet-
ricas de ambos organismos y es la base para ejecutar el algoritmo de SteadyCom. Debido
a que la formulacion de este método agrega variables relacionadas con las abundancias
relativas, el problema de optimizacion se transforma en un problema no lineal y dificulta
el muestreo aleatorio. Por esta razén, el muestreo fue realizado sobre la matriz conjunta

sin considerar las abundancias relativas como variables.

Para el andlisis se empled la implementacion del algoritmo CHRR (Haraldsdottir,
Cousins, Thiele, Fleming, & Vempala, 2017) en la funcién sampleCbModel del paquete
COBRA. El algoritmo se ejecutd para obtener 10.000 puntos con un paso de 200 por punto
generado. Se empled una versiéon modificada de la implementaciéon de COBRA (funcién
custom_sampleCBModel) que emplea la funcion SteadyComFVA para reducir el espacio

de busqueda y eliminar las reacciones bloqueadas en el 6ptimo.
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3. RESULTADOS

3.1. Reconstruccion de Phocaeicola dorei 5_1_36/D4

3.1.1. Eleccion de las especies de referencia por genémica comparativa

Tal como se describi6 en la metodologia, las especies de referencia se definieron bajo
tres criterios: ANI, ortologia y filogenia. Un mapa de calor con los resultados de ANI
entre todos los pares de genomas estudiados se encuentra en la figura A.1 del Anexo 1.
En general los valores obtenidos se mueven entre un 65 y un 80%, con la excepcion de
6 especies con valores sobre el 94% de identidad de secuencia, tal como se observa en la

tabla 3.1.

Tabla 3.1. Identidad media nucleotidica de las especies mds cercanas a
Phocaeicola dorei 5_1_36/D4 modeladas en AGORA

Especie Porcentaje de identidad
Bacteroides sp. 3_1_33FAA 98.91
Bacteroides sp. 9_1_42FAA 98.90
Phocaeicola dorei DSM 17855 98.80
Phocaeicola vulgatus ATCC 8482 94.90
Bacteroides sp. 4_3_4TFAA 94.90
Bacteroides sp. 3_1_ 40A 94.70

Los resultados indican que estas 6 cepas estan cerca de alcanzar el umbral del 95% de
ANI usado convencionalmente para definir a organismos de una misma especie (M. Kim,
Oh, Park, & Chun, 2014). Adicionalmente, estas mismas bacterias fueron ubicadas en
posiciones cercanas en el arbol filogenético generado por méxima verosimilitud (ver figura
3.1) y comparten un clado comtn con la cepa que se desea reconstruir, con un valor de
soporte (bootstrap) del 100%. Estos antecedentes sugieren que las 6 reconstrucciones
son buenas candidatas para ser usadas como referencias para generar el GENRE de la
cepa de interés. Sin embargo, el porcentaje de genes ortdlogos compartidos entre cada
uno de estos genomas respecto al total de secuencias codificantes en la cepa Phocaeicola

dorei 5_1_36/D4 no pasa del 78% (ver figura suplementaria A.2 del Anexo 1). Ya que
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un porcentaje importante de genes no es compartido entre cada par de cepas, existe la

posibilidad de que los modelos metabdlicos no sean equivalentes entre ellos.

P. dorei DSM 17855

P. dorei 5 1 36/D4
B.sp_9_1_42FAA
B.sp_3_1 _33FAA

P. vulgatus ATCC 8482

B. iliensis B846dnLKV334
plebeius M12 DSM 17135
coprocola M16 DSM 17136
coprophilus DSM 18228
sp_3.1_19

sp_2.1.7

sp_20_3

sp_2_1_33B

ureolyticus DSM 20703
pectinophilus ATCC 43243
graminisolvens DSM 19988
fragilis NCTC 9343

fragilis YCH46

fragilis 638R

sp_325

fragilis 3112

salyersiae WAL 10018
nordii CLO2T12C05
eggerthii DSM 20697
eggerthii 1 2 48FAA
stercoris ATCC 43183
clarus YIT 12056

fluxus YIT 12057

sp_D20

sp_4_1_36

uniformis ATCC 8492
timonensis AP1
cellulosilyticus DSM 14838
intestinalis 341 DSM 17393
oleiciplenus YIT 12058
pyogenes DSM20611

B. faecis MAJ27

B.sp_1.1 6

B.sp_1_1 14

B. caccae ATCC 43185

B. sp_D22

B. xylanisolvens XB1A

B. thetaiotaomicron VPI 5482

PEPIPRIIPRIIPIIIPIINIPIOIPIIIPIIDEDD DD

B. xylanisolvens SD CC 1b
B.sp_1_1 30

B. ovatus SD CMC 3f

B. finegoldii DSM 17565

Figura 3.1. Arbol filogenético de las especies de Bacteroides con una re-
construccion disponible en AGORA. En rojo se destaca la cepa modelada
en el desarrollo de este trabajo. El clado que agrupa a los modelos usados
como referencia se encuentra destacado en amarillo.
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3.1.2. Resultados del proceso de reconstruccion

En vista de estos antecedentes, se utilizd la reconstruccion Phocaeicola dorei DSM
17855 como punto de partida para 5_1_36/D4, pues pertenece a la misma especie de la
cepa de interés, y luego se afiadieron las reacciones del resto de las referencias en base
a la ortologia y anotacion funcional de los genomas. Pricticamente todas las reacciones
con genes asociados en la reconstruccion de Phocaeicola dorei DSM 17855 poseen genes
ortélogos en el genoma de Phocaeicola dorei 5_1_36/D4, motivo por el que la primera
version de la reconstruccion contd con 1186 reacciones, 751 genes y 1061 metabolitos.
Por otro lado, se revisaron manualmente todos los genes de la cepa de interés que no
poseian ortélogos en la reconstruccion de referencia. No se encontraron genes que codi-

ficaran enzimas que pudieran ser afiadidas a la red.

Para la segunda versiéon del modelo se afiadieron las reacciones obtenidas por ho-
mologia en el resto de los modelos de referencia. Con este ejercicio se complement6 el
metabolismo de folato y se afiadieron las reacciones DHFOR2, DHFR, FTHFCL, la enz-
ima D-manonato dehidratasa y su reaccion MNNH vy las reacciones AMAA y ARGSS de

los subsistemas de transporte celular y metabolismo de alanina, entre otras.

Adicionalmente, se agregé la reaccion de transporte de alanina por un transporta-
dor del tipo proton simporte (ALAt2r) en base a la informacién obtenida en Biocyc y
TransportDB. En la anotacion existen transportadores genéricos para aminodcidos, car-
bohidratos, entre otras moléculas, pero fueron descartados del anélisis debido a que su
anotacién no es concluyente. La version 2 de la reconstruccion contiene 755 genes, 1065

metabolitos y 1193 reacciones.

3.1.3. Consumo de las fibras xilano e inulina

Los resultados de la busqueda de glicosil hidrolasas (GHs) y de loci de utilizacién de

polisacaridos (PUL) se filtraron para obtener aquellos relacionados con el consumo y la
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degradacion de inulina y xilano. La tabla 3.2 contiene un resumen de las enzimas GHs

buscadas en los genomas analizados.

Tabla 3.2. Lista de familias de enzimas glicosil hidrolasas relacionadas al
consumo de inulina y xilano.

Familia Enzimas | Nimero EC
GHI1 [-xilosidasa 3.2.1.37
GHS5 endo-f3-1,4-xilanasa 3.2.1.8
GH10 endo-f3-1,4-xilanasa 3.2.1.8
endo-inulinasa 3.2.1.7

GH32 endo-levanasa 3.2.1.65
exo-inulinasa 3.2.1.80

GH43 [-xilosidasa 3.2.1.37
GH67 | xilano a-1,2-glucuronidasa 3.2.1.131
GHO91 inulina liasa 4.2.2.17

Concretamente, se observé la presencia de GH32 en el locus tag BSEG_04149 de la
cepa de interés. Segun la anotacion funcional esta enzima corresponde a una levanasa,
enzima que hidroliza los enlaces 3-2,6 entre las fructosas del polisacarido levan, otro tipo
de fructano similar a inulina. Los resultados de la busqueda de PUL indican que la enzima
pertenece al PUL0425 (Martens et al., 2011), un loci cuya activacion estd verificada en
experimentos de consumo de fructanos y reportado originalmente en Bacteroides ovatus.
El PUL posee transportadores y enzimas asociadas al metabolismo de fructosa que tienen
ortologos en la cepa de interés. Los resultados de la busqueda de BLAST y el detalle de

esos ortdlogos se encuentra en el Anexo 1 en la tabla A.2.

Resultados experimentales indica que Phocaeicola dorei hidroliza inulina y utiliza sus
derivados como fuente de carbono (Thomson et al., 2018; Hirmas, 2021). Bajo esta evi-
dencia se afiadieron las siguientes reacciones en la reconstruccion para simular el consumo

de inulina, obtenidas de VMH:

e INULINASE: Degradacién de inulina por §-2,1-fructanasa.

29 HyO|c] + inulina[c] — 29 fructosac] + D _glucosalc]
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e INULINabc: Importacion de inulina por sistema ABC de transporte.
AT P[c] + HyO|[c] + inulinale] — ADP[c] + H*[c] + inulinalc] + fosfato|c|
e EX_inulin(e): Reaccidn de intercambio de inulina.

inulinale] <>

Las letras encerradas entre corchetes, e y ¢, indican el compartimento en el que se
encuentran dichos metabolitos y corresponden al espacio extracelular y al citosol, respec-
tivamente. Tal como se observa en las reacciones descritas, el consumo de inulina ocurre
intracelularmente, a pesar de que las enzimas que degradan esta fibra, como por ejemplo
endo-inulasas y exo-inulinasas, son preferentemente extracelulares. En el caso de Phocae-
icola dorei 5_1_36/D4 no se encontro evidencia génica de la existencia de transportadores
del principal componente de la inulina, fructosa (no existen entradas en Biocyc, KEGG ni
TransportDB asociadas al transporte de este monosacarido a nivel de especie ni de cepa).
Bajo esta perspectiva, se model6 el consumo de la fibra como intracelular debido a la evi-
dencia de sistemas de transporte ABC para inulina (Tsujikawa, Ishikawa, Sakane, Yoshida,
& Osawa, 2021) que permiten incorporar oligosacaridos de alto grado de polimerizacion
(sobre 8 mondmeros) derivados de esta fibra. De esta manera, la fructosa obtenida de la
degradacion de inulina se consume intracelularmente. Este es uno de los supuestos mas

fuertes en la modelacion.

Respecto al consumo de xilano, se verific la presencia del PUL0346 (Tauzin et al.,
2016), un loci conservado en Bacteroides. Este PUL tiene genes de transporte tipo SuS,
encargados de adherir el polisacédrido a la pared externa de la membrana de la bacteria,
lo que da paso a la accion de las enzimas GH43, GH10 y GH67, que tienen actividad
xilanasa y son capaces de hidrolizar los enlaces (3-1,4 que unen a los polimeros de xilosa.

El resumen de los genes ortélogos de este PUL se encuentra en la tabla A.3 del Anexo 1.

El PUL0346 fue clonado originalmente en Escherichia coli'y se demostro su capacidad

para degradar xilano y sus oligosacédridos con grados de polimerizacion entre 1 y 6 (Tauzin
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et al., 2016). En base a esta evidencia se agregaron la siguientes reacciones extracelulares

para el consumo de xilano:

e EX xylan(e): Reaccion de intercambio de xilano.
xilanole] <
e XYLAN_DEGe: Degradacién de xilano extracelular.

527 HyOle] + wilanole] — 528 D _zilosale]

Con esta informacion se generd la version 3 de la reconstruccion de Phocaeicola dorei,

compuesta por 1197 reacciones, 1068 metabolitos y 755 genes.

3.1.4. Validacion de la reconstruccion de Phocaeicola dorei 5_1_36/D4

La reconstruccion obtenida fue revisada iterativamente con la informacion experimen-
tal de crecimiento en 28 fuentes de carbono y 6 productos de fermentacion. El resumen

de las métricas calculadas con los experimentos in silico se encuentra en la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Resultados de la validacion para la reconstruccion de Phocae-
icola dorei. Las categorias en la columna Tipo corresponden a fuentes de
carbono (FC) y productos de fermentacion (PF).

Tipo | TP | TN | FP | FN | Total exp. | Sensibilidad | Especificidad | N.P.V | PP.V | Precision | F-Score
FC | 12| 9| 1| 6 28 0.67 09| 0.6] 0.75 0.92 0.77
PF 5/ 1] 0] O 6 1.00 1.0 1.0| 1.00 1.00 1.00

Los resultados de la validacion indican que el modelo posee una buena precision y
especificidad, con un valor de F-score de un 77%. Respecto a los resultados de las predic-
ciones se puede observar que existen 6 falsos negativos correspondientes a fibras cuyo

consumo no ha sido modelado en la reconstruccion.
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3.2. Genémica comparativa y reconstruccion de Lachnoclostridium symbiosum

Para esta reconstruccion se utilizé como punto de partida el modelo de Lachnoclostrid-
ium symbiosum WAL-14673 disponible en la version 3 de AGORA, modelo que cuenta

con 1178 reacciones, 1078 metabolitos y 935 genes.

Respecto a la genémica comparativa, se observo que existe poca diversidad de con-
sumo de azucares en las bacterias de la familia Lachnospiraceae. Como se aprecia en la
figura 3.2, la categoria que posee la mayor cantidad de enzimas anotadas corresponde a
GH1. Esta categoria incluye a las enzimas con estructura tipo barril (5/«)s, la mas comtn
entre todas las enzimas cataliticas, e incluye a [3-glucosidasas, galactosidasas, xilosidasas,
manosidasas, entre otras enzimas. Llama la atencién que en el caso de la cepa WAL-14673

practicamente no existen enzimas GHI.

Por otro lado, se puede observar que a pesar de no existir una gran diversidad de gli-
cosil hidrolasas en el conjunto de los miembros del cluster, si existen marcadas diferencias
entre cada cepa. Algunas categorias son exclusivas de una sola especie, como es el caso de
las enzimas del tipo GH115, GH133, GH24, GH50, GH53, GH73, entre otras. Otras cate-
gorias son mds abundantes en la familia Lachnospiraceae, pero en general cada categoria

se encuentra presente en menos de la mitad de las especies estudiadas.
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3.2.1. Consumo de las fibras xilano e inulina

Respecto a las enzimas que son de interés para el consumo de xilano e inulina, es
importante destacar que la categoria GHS subcategoria 2 solo se encuentra presente en la
cepa de este estudio, Lachnoclostridium symbiosum WAL-14673. Esta categoria incluye
a la enzima endo-/3-1,4-xilanasa (EC 3.2.1.8), por lo que el gen es de potencial interés
para el consumo de xilano. El gen corresponde al locus tag HMPREF9475_04133 y esta
anotado como una proteina hipotética. La bisqueda de PULs indica que el gen es similar
a la GH5_2 del PUL0488, relacionado con el consumo de polimeros de manosa (McBride
et al., 2009), pero la identidad de secuencia es menor al 35%, por lo que no es posible
hacer hipétesis sobre la funcion del gen. No se encontraron otros genes que pudieran
estar asociados a la degradacion de xilano. En vista de estos antecedentes no se agregaron

reacciones para el metabolismo de esta fibra.

Por otro lado, la cepa posee una enzima GH32 correspondiente al locus tag HM-
PREF9475_00225. Esta enzima se encuentra anotada como sucrosa-6-fosfato hidrolasa
en PATRIC, pero una biisqueda de BLAST en la base de datos UNIPROT indica que
puede corresponder a una (-fructofuranosidasa, una enzima ligada al metabolismo de
fructosa. A nivel experimental no existe evidencia de que Lachnoclostridium symbio-
sum WAL-14673 consuma inulina, pero si posee documentado consumo de fructosa, lo
que concuerda con la presencia de transportadores de un sistema PTS codificado en el
locus tag HMPREF9475_02798. Ya que no existe evidencia suficiente para determinar el
consumo de inulina en la bacteria, se mantuvo el transporte de fructosa y no se agregaron

otras reacciones.

Por tltimo, no se encontraron transportadores en la base de datos de TransportDB ni
Biocyc que fuera necesario afiadir a la reconstruccion. Basados en estos antecedentes, no

hubo modificaciones relevantes para la reconstruccién de Lachnoclostridium symbiosum

WAL-14673.
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3.2.2. Validacion de la reconstruccion de Lachnoclostridium symbiosum WAL-14673

La reconstruccién obtenida fue revisada iterativamente con la informacién experimen-

tal de crecimiento en 18 fuentes de carbono y 7 productos de fermentacion. El resumen

de las métricas calculadas con los experimentos in silico se encuentra en la tabla 3.4.

Tabla 3.4. Resultados de la validacién para la reconstruccion de Lachno-
clostridium symbiosum. Las categorias en la columna Tipo corresponden a
fuentes de carbono (FC) y productos de fermentacién (PF).

Tipo | TP | TN | FP | FN | Total exp. | Sensibilidad | Especificidad | N.P.V | PP.V | Precision | F-Score
FC 3] 11} 1| 3 18 0.5 0.92| 0.79] 0.78 0.75 0.6
PF 41 11 21 0 7 1.0 0.33| 1.00| 0.71 0.67 0.8

Tal como se observa en la tabla, la sensibilidad del modelo es baja en el caso de las

fuentes de carbono, mientras que la especificidad es de un 33% en el caso de los produc-

tos de fermentacion. Esto impacta negativamente en el F-Score, el cual apenas alcanza

un 60%. Respecto a los falsos positivos, el modelo predice crecimiento en ribosa y pro-

duccidn de lactato y succinato, mientras que en el caso de los falsos negativos, el modelo

predice que no existe crecimiento en lactosa, ribosa y galactosa, aunque los experimentos

de Kaneuchi indican que si deberia existir consumo (el detalle se encuentra en la tabla

ALS).

3.3. Simulaciones de monocultivo

Se simul6 el crecimiento de ambas bacterias con los modelos desarrollados, en el

medio mZMB suplementado con inulina o xilano como fuente de carbono. Como resul-

tado se calcularon las siguientes tasas de crecimiento:
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Tabla 3.5. Tasas de crecimiento (h~!) predichas por FBA en medio mZMB
con inulina o xilano.

Cepa Inulina | Xilano
Phocaeicola dorei 5_1_36/D4 0.562 | 0.562
Lachnoclostridium symbiosum WAL-14673 | 0.061 | 0.061

Tal como se observa en la tabla 3.5, el crecimiento de Phocaeicola dorei es mayor
al crecimiento de Lachnoclostridium symbiosum en las simulaciones de ambas fibras. Por
otro lado, no se observan cambios en la tasa de crecimiento de ninguna de las dos bacterias

cuando se cambia la fuente de carbono.

Respecto al andlisis de variabilidad de flujos, se calcularon los valores minimos y
maximos para los flujos de los dcidos grasos de cadena corta (acetato, propionato, butirato,
succinato, lactato) y las reacciones de intercambio, sujetos al valor maximo de crecimiento
obtenido para cada reconstruccion. No se observaron diferencias entre los flujos minimos
y maximos de cada uno de los SCFA, lo que indica que en el 6ptimo la produccion de

estos compuestos estd muy acotada.

3.4. Simulaciones en cocultivo

La tasa de crecimiento, las abundancias relativas de Phocaeicola dorei y Lachno-
clostridium symbiosusm y los valores minimos y maximos para los flujos de cada reaccién
de interés fueron calculados con SteadyCom. Como resultado se obtuvo que las fuentes
de carbono inulina y xilano permiten alcanzar una tasa de crecimiento de comunidad de
0.845 y 0.860 h~!, respectivamente. Este valor corresponde al final del eje horizontal en
las figuras 3.3 y 3.4 y representa al crecimiento promedio de la comunidad, independi-
entemente de la especie. La tasa de crecimiento predicha en SteadyCom es mayor a la
encontrada en las simulaciones en monocultivo (ver tabla 3.5), lo que sugiere un beneficio

del cocultivo al crecimiento general de esta pareja de bacterias.
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Figura 3.3. Abundancia relativa de las dos especies de interés respecto a
la tasa de crecimiento (x) de la comunidad (panel izquierdo) y produccion
de butirato total (panel derecho), desde el 95% al 100% de la tasa de crec-
imiento 6ptima encontrada por FBA, en medio mZMB suplementado con
inulina. El grafico muestra los valores minimos y méximos predichos para
cada variable. Los valores destacados corresponden a la abundancia encon-
trada en el punto éptimo para cada especie.

El panel izquierdo de la figura 3.3 muestra la envolvente inferior y superior de las
abundancias relativas para los valores de tasa de crecimiento de la comunidad entre un 95%
y 100% de la tasa de crecimiento 6ptima, en cocultivo con medio mZMB suplementado
con inulina. Tal como se aprecia en la figura, a medida que nos acercamos al crecimiento
optimo la abundancia relativa de las especies converge en un valor unico. Ademas se
observa que la abundancia de Lachnoclostridium symbiosum es siempre mayor a la de

Phocaeicola dorei en estas simulaciones.

Por otro lado, el panel derecho muestra los valores minimos y maximos del flujo total
de butirato de la comunidad respecto a la tasa de crecimiento. Se puede apreciar que

la produccioén de butirato posee una tendencia negativa en relacion al crecimiento, hasta
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Figura 3.4. Abundancia relativa de las dos especies de interés respecto a
la tasa de crecimiento de la comunidad (panel izquierdo) y produccion de
butirato total (panel derecho), desde el 95% al 100% de la tasa de crec-
imiento 6ptima encontrada por FBA, en medio mZMB suplementado con
xilano. El grafico muestra los valores minimos y maximos predichos para
cada variable. Los valores destacados corresponden al minimo y maximo
de abundancia relativa en el punto ptimo de crecimiento.

el punto en el que la produccion se hace nula en el punto de méximo crecimiento de la

comunidad.

Los resultados de las simulaciones de cocultivo en medio mZMB suplementado con
xilano se muestran en la figura 3.4. En el panel izquierdo se puede apreciar que las abun-
dancias relativas no logran converger en el punto 6ptimo y que existe un rango que sostiene
a la tasa de crecimiento, correspondiente al intervalo [61%, 70%)] para Lachnoclostridium
symbiosum'y [30%, 39%| para Phocaeicola dorei. Esto indica que existen vias metabdlicas
complementarias activadas por el consumo de xilano que permiten que exista flexibilidad
en las proporciones de cada bacteria. Adicionalmente, al igual que en el caso de inulina,

Lachnoclostridium symbiosum siempre es la especie mas abundante.
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En lo referente a la produccion de butirato, se puede observar en el panel derecho que
la envolvente inferior de produccién se mantiene en 0 a lo largo del rango de tasas de
crecimiento estudiadas. Por otro lado, no existen variaciones en la envolvente superior
de produccidén y esta se mantiene fija mientras aumentamos la tasa de crecimiento. Esto
indica que la produccion de butirato es independiente del crecimiento cerca del 6ptimo, y
por lo tanto, existen condiciones en la simulacién que permiten una produccion continua

de butirato acotada solamente por la estequiometria de la red.

3.4.1. Busqueda de interacciones metabolicas

Las figuras 3.5 y 3.7 contienen las distribuciones de flujo para metabolitos identifica-
dos como candidatos a interacciones metabolicas de alimentacion cruzada. Las distribu-
ciones calculadas por muestreo aleatorio indican cudles son los valores mds probables de
los flujos de intercambio en la red estequiométrica conjunta que sirve como base para las

simulaciones realizadas con SteadyCom.

Para definir una interaccion se calcularon las medianas de la distribucion y se com-
par6 el sentido de su flujo (negativo para consumo, positivo para produccién) en cada
bacteria. Si las reacciones de intercambio de un mismo metabolito tienen una tenden-
cia complementaria, es decir, consumo en una bacteria y produccion en la otra, entonces
dicho metabolito es marcado como candidato para ser una interacciéon metabdlica. Este
mismo analisis fue realizado en una de las soluciones Optimas encontradas en el andlisis
de flujos (FBA) en las simulaciones realizadas empleando el método SteadyCom, con la
diferencia de que se considerd el valor especifico de cada flujo en la solucién del problema
de optimizacién en lugar de la mediana de una distribucién. Si el metabolito es parte de
una interaccion en ambos casos, entonces es identificado como interaccion metabdlica de

alimentacion cruzada.
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3.4.2. Interacciones metabolicas en inulina

La figura 3.5 muestra las distribuciones de los flujos de intercambio en las simula-
ciones de cocultivo para los metabolitos identificados como interacciones metabdlicas
en medio de cultivo mZMB con inulina. Como se puede observar en la figura, existen
metabolitos con distribuciones complementarias que entregan pistas sobre el rol de cada
bacteria en esta comunidad. Por ejemplo, en el caso de acetato, diéxido de carbono, pro-
lina, alanina y leucina, la distribucién de los flujos de Phocaeicola dorei esta centrada en
los valores negativos del eje horizontal, lo que indica que esta bacteria preferentemente
consume estos metabolitos. A su vez, el perfil de la distribucién de flujos de Lachno-
clostridium symbiosum es similar al de la bacteria vecina, con la excepcion de que sus

distribuciones estdn centradas en el lado positivo del eje horizontal e indican produccion.
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Figura 3.5. Distribuciones de flujo de las reacciones de intercambio iden-
tificadas como interacciones en las simulaciones de cocultivo en medio
mZMB suplementado con inulina. El eje horizontal indica el valor del
flujo medido en ™22 mientras que el eje vertical indica el valor de la
probabilidad, ajustado para que el area bajo la curva de la distribucién sea
equivalente a 1. La linea vertical punteada indica el valor de la mediana de
cada distribucion.

Existen otros metabolitos que pese a ser identificados como interacciones, poseen dis-
tribuciones que indican produccién y consumo en una misma bacteria. Por ejemplo, la
distribucién de los flujos de valina, serina y glutamato muestra que en el espacio de solu-
ciones del problema de optimizacion existen flujos positivos y negativos para una misma

reaccion de intercambio, en ambas bacterias. Esto sugiere que en determinados momentos
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los roles de productor y consumidor podrian verse intercambiados entre las bacterias del
cocultivo, aunque esto solo se desprende a partir de las capacidades de los flujos y del
balance de masa inherente a la matriz estequiométrica, y no implican necesariamente una

caracteristica de la solucion 6ptima del problema.

Tabla 3.6. Interacciones metabdlicas en cocultivo con mZMB e inulina
como fuente de carbono predichas por SteadyCom.

Metabolito | Phocaeicola dorei | Lachnoclostridium symbiosum
Acetato -11.458464 44.600456
Alanina -402.515526 402.263765
Asparagina 2.383521 -2.608521
CcOo2 -12.650912 14.098107
Etanol -1.889854 1.889854
Formiato 0.282031 -0.282031
Glutamato -1.495829 0.675630
H+ 38.564832 -6.588937
H20 -396.970169 396.260239
D-Lactato 414.031360 -414.031360
Amonio 397.295012 -397.814499
Succinato 17.311622 -17.311622
Treonina 0.135963 -0.478956
Timidina -0.004113 0.523739

La tabla 3.6 muestra las interacciones encontradas en la solucién optima encontrada
con SteadyCom. Se puede observar que ni serina ni valina aparecen como metabolitos de
intercambio, a diferencia de lo observado en el analisis anterior. Por otro lado, nuevos can-
didatos como treonina, etanol, formato o el nucledsido timidina parecen ser parte de una
interaccion metabdlica, aunque no fueron identificados en el andlisis de las distribuciones
de flujo. Respecto a los metabolitos que coinciden con el andlisis de las distribuciones de
flujo, se observa que acetato, alanina, asparagina, dioxido de carbono, glutamato, lactato,

amonio y succinato son interaccciones en la solucién 6ptima del problema.
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Es importante destacar que existen valores de flujos muy altos y biologicamente invi-
ables para ciertos metabolitos, como lo son lactato y alanina. Estos flujos podrian estar
relacionados con un ciclo estequiométrico en la matriz conjunta, detalles que serdn anal-

izados mas adelante.

La figura 3.6 incluye un diagrama con una simplificacion de las interacciones encon-

tradas.

1 mmol/h
Inulina

K_‘ﬁ

250.94 250.52

mmol/h
MO | actato —mmoh o,

29.08 28.31

mmol/h Succinato mmol/h
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P. dorei sp_5_1_36\D4 L. symbiosum WAL-14673
Abundancia relativa Abundancia relativa
41% 59%

Figura 3.6. Diagrama simplificado de las interacciones en cocultivo en
medio mZBM suplementado con inulina. Las nimeros indicados en las
interacciones de SCFA corresponden a las medianas de las distribuciones
de flujo. No se incluyen las interacciones de aminodcidos debido a la cer-
cania de sus medianas respecto a las tasas definidas en el medio de cultivo
simulado.

3.4.3. Interacciones metabdlicas en xilano

La figura 3.7 y la tabla 3.7 muestran la distribucion de flujos y el valor de las reacciones
de intercambio en la solucién 6ptima, respectivamente, para las simulaciones de cocultivo

en xilano.
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Figura 3.7. Distribuciones de flujo de las reacciones de intercambio iden-
tificadas como interacciones en las simulaciones de cocultivo en medio
mZBM suplementado con xilano. El eje horizontal indica el valor del flujo
medido en W;:Ol, mientras que el eje vertical indica el valor de la probabil-
idad, ajustado para que el drea bajo la curva de la distribucién sea equiva-
lente a 1. La linea vertical punteada indica el valor de la mediana de cada

distribucion.
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Tabla 3.7. Interacciones metabdlicas en cocultivo con mZMB y xilano
como fuente de carbono predichas por SteadyCom.

VMH ID | Phocaeicola dorei | Lachnoclostridium symbiosum
Acetato -46.968427 50.737645
co2 -19.851166 19.851166
Formiato 0.070782 -0.070782
Glutamato -1.477394 0.657195
H+ 61.225333 -11.084427
H20 0.110091 -1.842099
D-Lactato 23.098944 -23.098944
Serina -0.472736 0.027109
Succinato 43.069424 -19.607489
Treonina 0.169903 -0.512895
Timidina -0.003980 0.551689

En relacién a la distribucion de flujos, se puede apreciar que no existen diferencias
respecto al resultado obtenido para inulina en la figura 3.5, pues los candidatos a interac-
ciones metabolicas se mantienen y el perfil de las distribuciones es similar entre una fuente
de carbono y otra. Sin embargo, los resultados del FBA indican que es posible que exis-
tan menos interacciones en esta fuente de carbono. Tal como se observa en la tabla 3.7,
acetato, dioxido de carbono, glutamato, lactato y succinato coinciden con los metabolitos
sugeridos por la distribucién de flujos en la red estequiométrica conjunta. No obstante,
no existe intercambio de alanina, asparagina y etanol entre las bacterias simuladas. Por
otro lado, nuevamente se sugiere que treonina, timidina y formato pueden ser un caso de
alimentacion cruzada. Cabe destacar que en el caso de xilano todos los flujos calculados

mmol

son inferiores a 100 ***, al contrario de lo ocurrido en el caso de inulina.

La figura 3.8 incluye un diagrama con una simplificacion de las interacciones encon-

tradas.
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Figura 3.8. Diagrama simplificado de las interacciones en cocultivo en
medio mZMB suplementado con xilano. Las numeros indicados en las
interacciones de SCFA corresponden a las medianas de las distribuciones
de flujo. En el caso de butirato, los nimeros encerrados en corchetes in-
dican los valores minimos y maximos estimados por SteadyCom. No se
incluyen las interacciones de aminodcidos, salvo el metabolito prolina, de-
bido a la cercania de sus medianas respecto a las tasas definidas en el medio

de cultivo simulado
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4. DISCUSION

En este trabajo se estudiaron las interacciones metabdlicas entre las bacterias Phocae-
icola dorei y Lachnoclostridium symbiosum, dos representantes de la microbiota intesti-
nal, a través de un enfoque de modelamiento a escala gendmica. El trabajo de esta tesis
fue realizado en paralelo a una investigacion experimental para probar la existencia de in-
teracciones metabdlicas cruzadas con los resultados de las simulaciones (Hirmas, 2021),
trabajo que incluye monocultivos y cocultivos de las dos bacterias de interés en las fibras

prebidticas simuladas.

4.1. Reconstrucciones metabolicas

El proceso de reconstruccion de un modelo a escala genémica es extenso y requiere
una gran cantidad de informacién experimental y conocimiento exhaustivo del organismo
a modelar. Las bacterias modeladas en este trabajo han sido poco estudiadas por la comu-
nidad cientifica y existen escasos registros experimentales que incluyan informacién sobre
su actividad metabdlica, enzimas, expresion de genes, consumo de fuentes de carbono,
auxotrofias, entre otros, informacion esencial para mejorar las capacidades predicitivas de

las reconstrucciones (Palsson, 2015).

En particular, en este trabajo se realizé la reconstruccion de la cepa Phocaeicola dorei
5_.1.36/D4, de la cual no existen antecedentes previos de modelamiento a escala genémica.
A través del andlisis de gendmica comparativa se logré reconstruir la red bioquimica de
la cepa con sus respectivas reglas de asociacion gen-proteina-reaccion. El andlisis com-
parativo con las bacterias modeladas en el proyecto AGORA (Magnusdéttir et al., 2017)
permitié completar rutas metabdlicas presentes en la cepa de interés y que le diferencian
de Phocaeicola dorei DSM-17855, la unica bacteria de la misma especie que ha sido
modelada a la fecha. Por otro lado, se realizé una revisién que permitié complementar la

informacion de los transportadores representados en la red estequiométrica.
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En el caso de Lachnoclostridium symbiosum WAL-14673, no hubo modificaciones
respecto a la reconstruccion obtenida desde AGORA, pues no se encontrd evidencia ex-
perimental que pudiera complementar la informacion contenida en la reconstruccién ni
informacion experimental sobre sus especies cercanas. La busqueda de glicosil hidrolasas
mostro alta variacion en el perfil de las enzimas de los miembros del cluster XIVa, lo que
dificulta la extrapolacién de los datos experimentales de una cepa a otra debido a las in-
herentes diferencias en el metabolismo de carbohidratos. En particular, la anotacion de los
genes de este microorganismo no es muy precisa debido a la baja representatividad de las
secuencias codificantes de la familia Lachnospiraceae en las bases de datos de secuencias
bioldgicas. Las secuencias de referencia usadas por CAZy y DBCAN-PUL provienen en
su mayoria de Bacteroides (Ausland et al., 2021), lo que disminuye la precision de la ano-
tacion y la busqueda de enzimas que puedan degradar fibras alimenticias. No obstante, se

logré modelar el consumo de las fibras que son objetivo de este trabajo, inulina y xilano.

4.1.1. Validacion de las reconstrucciones

La principal métrica para estudiar la capacidad predictiva de los modelos, desde una
arista cualitativa, es el F-score, el cual corresponde a un promedio ponderado de la pre-
cision y la sensibilidad. Los resultados de la validacion sugieren que las reconstrucciones
requieren mas informacion y refinamiento, pues se obtuvieron valores de 77% y 60% para
Phocaeicola dorei 'y Lachnoclostridium symbiosum, respectivamente. Otros modelos pub-
licados en literatura, como por ejemplo los modelos de L. plantarum y Oenococcus oeni

poseen valores de F-score superiores al 85% (Teusink et al., 2006; Mendoza et al., 2017).

4.2. Modelamiento de fibras alimenticias y su consumo en bacterias

Una dificultad adicional con la modelacién a escala genémica de fibras complejas
es la estructura de la fibra y los mecanismos de degradacion utilizados por las bacterias
estudiadas. En general las fibras alimenticias corresponden a cadenas con distintos gra-

dos de polimerizacién. La hidrélisis de estas cadenas por la accién enzimdtica genera
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una mezcla de oligosacdridos pequefios con distintos largos de cadena, lo que dificulta
la representacion de la estequiometria de la hidrélisis. Esto agrega dificultades al mo-
mento de modelar dietas del microbioma intestinal, ademads de la dificultad inherente por
la complejidad del medio de cultivo (Marinos, Kaleta, & Waschina, 2020). Por otro lado,
existen factores regulatorios y cinéticos que no son capturados por los GSMMs ni por
las reconstrucciones, tales como la tasa de consumo de la fibra, las proporciones de los
oligosacdridos derivados de su hidrolisis segun el largo de cadena, el efecto de los regu-

ladores transcripcionales y la represion catabdlica, entre otros.

En el caso particular de los modelos, se hizo una simplificacion extraordinaria al re-
sumir la degradacion de una fibra compleja a cierto nimero de mondémeros en una misma
ecuacion estequiométrica. Por otro lado, los mecanismos para incorporar oligosacéridos al
citosol en las bacterias de interés atin son desconocidos, al igual que la accién de algunas
enzimas recuperadas desde la anotacién de los genomas. Esto hace necesario un trabajo
de modelacién mas exhaustivo para incorporar el metabolismo de otras fibras alimenticias

a las reconstrucciones.

4.3. Simulaciones en monocultivo

Respecto a las simulaciones de monocultivo, se observé que Phocaeicola dorei posee
las mismas tasas de crecimiento en ambas fuentes de carbono. Esto no concuerda con los
resultados experimentales (Hirmas, 2021), en donde se observé un mejor crecimiento en
inulina. Multiples hipdtesis pueden explicar esta diferencia, entre ellas la velocidad de
la cinética enzimatica, la concentracion de las enzimas responsables de la hidrélisis de
cada fibra, la capacidad de los flujos de consumo empleados en la simulacién, entre otras
variables. No obstante, las simulaciones y la evidencia experimental coinciden en que este

microorganismo consume ambas fibras.

Las tasas de crecimiento obtenidas para Lachnoclostridium symbiosum indican que en

medio mZMB la bacteria no se ve favorecida por la presencia de inulina y xilano y su
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tasa de crecimiento alcanza niveles bajos. Del andlisis de FVA se desprende que dicho
crecimiento se deriva de la fermentacion de aminoacidos, abundantes en el medio com-
plejo mZMB, y se relaciona con el modelado del consumo de las fibras, para el cual no
se agregaron reacciones en este microorganismo. Este resultado es confirmado por los
monocultivos realizados en el trabajo de Hirmas (Hirmas, 2021), en donde no se observan
mejoras en el crecimiento de esta bacteria en xilano respecto a su cultivo en mZMB sin
fuente de carbono. En el caso de inulina, los experimentos del trabajo citado indican que
existe un pequefio crecimiento de Lachnoclostridium symbiosum, el cual no se ve refle-
jado en las simulaciones. Esto debido a que no se encontraron evidencias suficientes para
describir el mecanismo de consumo de fructanos, oligosacaridos derivados de inulina, en

el genoma de la cepa de interés.

4.4. Simulaciones en cocultivo

En lo que concierne a las interacciones metabdlicas encontradas en las simulaciones
de cocultivo, primero se realizard la comparacion con el trabajo de Hirmas (Hirmas, 2021)
donde se cuantifico la produccion de SCFA por HPLC. En el estudio se demostré la exis-
tencia de una posible interaccion de alimentacion cruzada para lactato y succinato, tanto
en inulina como en xilano. Esta interaccion se obtuvo tanto en las simulaciones maxi-
mizando el crecimiento de la comunidad como en el andlisis de las distribuciones de los

flujos.

En el caso de acetato, en el mismo trabajo experimental se observé la produccion del
compuesto por parte de las dos bacterias. En contraste, las simulaciones predijeron una
interaccion metabdlica de acetato tanto en el andlisis de distribucién de flujos como en la
solucion 6ptima de SteadyCom. Se ha documentado que miembros del género Clostridium
consumen lactato y acetato para producir butirato (Louis & Flint, 2017), motivo por el cual

esta interaccion ain puede ser relevante en el cocultivo de estas dos bacterias.
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Respecto a las interacciones que involucran aminoacidos, su validacion requiere un
estudio detallado para entender si existen condiciones de auxotrofia en las especies de
estudio y asi profundizar en la esencialidad de cada uno de ellos. Las reconstrucciones
que sirvieron como punto de partida para este trabajo fueron refinadas por un proceso
de gap-filling para completar las rutas metabdlicas que son indispensables para las simu-
laciones de crecimiento de los microorganismos. Este proceso afiadié reacciones para la
biosintesis de aminoédcidos que no estan respaldadas por evidencia gendmica (por ejemplo,
la reaccion CSTS de la ruta de biosintesis de metionina) y que no pudieron ser descartadas
por andlisis bioinformadtico ni evidencia experimental. Por otro lado, el medio utilizado
en la simulacién es un medio complejo que incluye triptona, un compuesto obtenido por
la degradacion pancredtica de la caseina, y contiene una gran carga de aminoacidos esen-
ciales libres. Es posible que algunas de las interacciones tengan confundido el efecto del
consumo de los aminoacidos del medio con el producido por la bacteria que las acompafa

en el cocultivo.

Adicionalmente, se predijeron algunas interacciones que son incongruentes con la bi-
ologia de los microorganismos estudiados. Por ejemplo, el intercambio de protones y agua
no deberia estar condicionado a una interaccion pues estos se encuentran abundantes en
el medio de cultivo, por lo que se sugiere que estos corresponden a artificios del muestreo
aleatorio y de las restricciones impuestas sobre cada bacteria en la matriz estequiométrica
conjunta. De igual manera, en el caso del intercambio de di6xido de carbono, aunque las
bacterias del microbioma intestinal suelen ser productoras de este gas no tienen la capaci-

dad para fijarlo.

Por otro lado, las simulaciones indican que la produccién de butirato no es indepen-
diente de la fuente de carbono, y en particular, que solo existe produccion en el caso del
cocultivo en xilano. Estos resultados no concuerdan con los experimentos en cocultivo de
Hirmas (Hirmas, 2021), donde no se observd un cambio significativo en la cantidad de
butirato producida en xilano e inulina, pero si se detect produccion de butirato en ambas

fibras.
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Respecto a los valores predichos para el intercambio de lactato en el cocultivo en in-
ulina (ver tabla 3.6), se puede ver que existe un efecto del modelamiento del consumo
de la fibra sobre el crecimiento de la bacteria. En el caso de inulina, solo se model6 en
Phocaceicola dorei la capacidad para degradar la fuente de carbono intracelularmente. Ya
que Lachnoclostridium symbiosum no tiene acceso a la fructosa derivada de la hidrélisis
de la fibra, la optimizacién favorece el consumo de fuentes de carbono alternativas que
ayuden a aumentar el crecimiento global de la comunidad (esto corresponde a la funcion
objetivo de SteadyCom). En particular, la reconstruccion de Lachnoclostridium symbio-
sum posee la reaccion LDH_D correspondiente a la enzima D-lactato deshidrogenasa, que
transforma D-lactato en piruvato y utiliza el cofactor NAD. La solucién de SteadyCom in-
dica que existe un sobreflujo en la reaccion LDH_D en inulina comparada con la solucién
de cocultivo en xilano. La misma situacion se observa en la enzima L-alanina deshidroge-
nasa (ALAD_L), que produce piruvato a partir de L-alanina. De esta manera, se observa
que la solucién posee grandes flujos para alanina y lactato con el fin de producir piruvato,
un metabolito que es utilizado como precursor para la sintesis de aminodcidos y otros
compuestos que son requeridos por la ecuacién de biomasa del modelo. La sustitucion
de inulina por fructosa en el medio de cultivo comprueba que en presencia de fuentes
de carbono mas eficientes, los flujos se normalizan a valores menores a 100 %Ol (ver

interacciones para fructosa en el Anexo 2, tabla B.3).

A través de esta evidencia se observa que las reconstrucciones tienen capacidad predic-
tiva sobre las interacciones metabolicas de alimentacion cruzada en cocultivos de bacterias
de la microbiota intestinal. En particular, se logra predecir qué tipo de interacciones fa-
vorecen al productor de butirato Lachnoclostridium symbiosum, y como la presencia de
Phocaeicola dorei favorece el crecimiento de dicha bacteria. Estimular el crecimiento de
los productores de butirato es clave para mejorar la salud del huésped a través de la accion

de este SCFA sobre la respuesta antiinflamatoria y la fortaleza del epitelio intestinal.
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5. CONCLUSIONES

Lachnoclostridium symbiosum es un productor de butirato, uno de los SCFA mas im-
portantes para la salud humana debido a su potencial antiinflamatorio y su capacidad para
restaurar el epitelio intestinal. Esta bacteria se ve beneficiada por la presencia de fer-
mentadores primarios, capaces de degradar las fibras alimenticias y producir metabolitos
que sirven como fuente de energia para el crecimiento y produccién de SCFA con fines

terapéuticos.

En este estudio se identificaron in silico las relaciones metabdlicas de Lachnoclostrid-
ium symbiosum WAL-14673 junto a Phocaeicola dorei, una de las especies mas abun-
dantes del microbioma intestinal. A través de un enfoque de genémica comparativa y mod-
elamiento metabdlico se generaron reconstrucciones a escala gendmica y simulaciones
que permitieron determinar la existencia de una interaccion de alimentacion cruzada de
lactato y succinato al cultivar las dos bacterias en medios sumplementados con inulina y
xilano. Dicha interaccion fue validada a nivel experimental con el trabajo realizado por
Hirmas (Hirmas, 2021) y se obtuvo una serie de interacciones de aminodcidos que podrian
ser candidatas para préximos estudios experimentales. Por otro lado, se sugiere que ex-
iste una interaccion de acetato que no ha sido comprobada experimentalmente cuando las

bacterias se cultivan en las fibras de interés.

Adicionalmente, se generd una reconstruccion especifica para la cepa Phocaeicola
dorei 5_1_36/D4, que puede ser usada en simulaciones posteriores de comunidad. Junto
a ello se gener6 cddigo para buscar interacciones metabodlicas en simulaciones de comu-
nidad con SteadyCom y con el muestreo aleatorio del espacio de soluciones factibles de

la matriz estequiométrica de la comunidad simulada.

A pesar de que las reconstrucciones generadas requieren mas informacion para mejorar
la precision de las predicciones y representar a cabalidad el metabolismo de los organismos
modelados, son un buen punto de partida para continuar el trabajo de modelamiento de las

especies del microbioma intestinal y para avanzar en la comprensién de sus interacciones.
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A. INFORMACION COMPLEMENTARIA SOBRE GENOMICA COMPARATIVA
Y RECONSTRUCCIONES

A.1. Phocaeicola dorei

P. vulgatus_ATCC_848:
P. dorei_sp_5_1_36/D.

P. dorei_DSM_1785!

8. xylanisolvens_XBL

8. xylanisolvens_SD_CC_1b-
B. ureolyticus_DSM_2070:

B. uniformis_ATCC_849;

B. timonensis_AP:

B. thetaiotaomicron_VPI_548;

B. stercoris_ATCC_4318:

B.sp_D1-
B.sp_9_1_42FA
B.sp_4_3_47FAA

B. salyersiae_WAL_1001

B. pyogenes_DSM2061.

B. plebeius_M12_DSM_1713
B. pectinophilus_ATCC_4324!
B. ovatus_SD_CMC_3f

B. ovatus_SD_CC_2;

B. ovatus_ATCC_8483

B. oleiciplenus_YIT_1205¢

B. nordii_CL02T12CO0:

B. massiliensis_B846dnLKV33
8. intestinalis_341_DSM_1739;
8. graminisolvens_DSM_1998
B. fragilis_YCH4

B. fragilis_NCTC_934

B. fragilis_638

B. fragilis_3_1_12-

B. fluxus_YIT_1205

B. finegoldii_DSM_1756!

B. faecis_MAJ2

B. eggerthii_DSM_2069

B. eggerthii_1_2_48FA

B. coprophilus_DSM_1822

B. coprocola_M16_DSM_1713
B. clarus_YIT_1205

B. cellulosilyticus_DSM_1483:
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Figura A.1. Mapa de calor del porcentaje de identidad media nucleotidica
(ANI) entre las especies de Bacteroides modeladas en AGORA.
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Figura A.2. Mapa de calor del porcentaje de ortélogos respecto al total
de regiones codificantes entre los genomas de referencia para la recon-
struccion de Phocaeicola dorei 5_1_36/D4. El eje vertical indica a la es-
pecie de referencia de la cual se obtuvo el nimero de genes totales, mientras
que el eje horizontal indica a la especie con la cual se comparé el niimero
de ort6logos.




Tabla A.1. Fuentes de carbono con evidencia experimental para Phocae-
icola dorei (Bakir et al., 2006; Hirmas, 2021; Gao et al., 2021). El simbolo
“+” indica que la bacteria crece en el metabolito y/o produce acidificacion
del medio suplementado con dicha fuente de carbono, mientras que el

simbolo “-” indica lo contrario.
VMH ID Fuente de carbono Resultado | Referencias
EX_inulin(e) Inulina + (Hirmas, 2021)
EX_arab_L(e) L-Arabinosa + (Hirmas, 2021)
EX_glc_D(e) D-Glucosa + (Bakir et al., 2006)
EX Icts(e) Lactosa + (Bakir et al., 2006)
EX_malt(e) D-Maltosa + (Bakir et al., 2006)
EX_man(e) D-Manosa + (Bakir et al., 2006)
EX _raffin(e) Raffinosa + (Bakir et al., 2006)
EX_rmn(e) L-Ramnosa + (Bakir et al., 2006; Gao et al., 2021)
EX_sucr(e) Sucrosa + (Bakir et al., 2006)
EX _xyl_D(e) D-Xilosa + (Bakir et al., 2006; Hirmas, 2021)
EX xylan(e) Xilano + (Hirmas, 2021)
EX _cellb(e) Celobiosa - (Bakir et al., 2006)
EX _salcn(e) Salicina - (Bakir et al., 2006)
EX _tre(e) Trehalosa - (Bakir et al., 2006)
EX_fru(e) D-Fructosa + (Gao et al., 2021)
EX_acgal(e) N-Acetilgalactosamina + (Gao et al., 2021)
EX_acgam(e) N-Acetil-D-glucosamina |+ (Gao et al., 2021)
EX_acnam(e) Acido N-acetilneuraminico | + (Gao et al., 2021)
EX _arabinogal(e) Arabinogalactano + (Gao et al., 2021)
EX _arabinoxyl(e) Arabinoxilano + (Gao et al., 2021)
EX_amylopect900(e) | Amilopectina - (Gao et al., 2021)
EX_1mn30(e) Laminarina - (Gao et al., 2021)
EX_levan1000(e) Levan - (Gao et al., 2021)
EX_galur(e) Acido D-galacturénico - (Gao et al., 2021)
EX_pullulan1200(e) |Pululano + (Gao et al., 2021)
EX_mnl(e) D-manitol - (Bakir et al., 2006)
EX_glyc(e) Glicerol - (Bakir et al., 2006)
EX_sbt_D(e) Sorbitol - (Bakir et al., 2006)

Tabla A.2. Ortdlogos del PUL0425 para el consumo de fructanos encon-

trados en Phocaeicola dorei 5_1_36/D4
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Locus tag Tipo Identidad (%) e-valor | Anotacién

BSEG_03202 | CDS 52.9211.220000e-106 | -

BSEG_04149 | CAZyme 63.333| 0.000000e+00 | GH32

BSEG_04150| TC 81.649| 0.000000e+00 | gnl—TC-DB—Q8A6W8—2.A.1.7.17
BSEG_04151|STP 79.661 |4.480000e-177 | STP—P{kB




Tabla A.3. Ortélogos del PUL0346 para el consumo de inulina encontra-
dos en Phocaeicola dorei 5_1_36/D4

Locus tag Tipo | Identidad (%) e-valor | Referencia ID
BSEG_01391 - 96.000 | 0.000000e+00 | CCG34979.1
fig—556260.3.peg.1663 | - 97.059 | 3.730000e-19 | CCG34969.1
BSEG_01393 - 97.561 | 0.000000e+00 | CCG34983.1
BSEG_01385 - 98.160 | 0.000000e+00 | CCG34970.1
BSEG_01390 - 98.452 | 0.000000e+00 | CCG34978.1
BSEG_01388 - 99.296 | 0.000000e+00 | CCG34976.1
BSEG_01389 - 99.308 | 0.000000e+00 | CCG34977.1
BSEG_01392 - 99.590 | 0.000000e+00 | CCG34981.1
BSEG_01387 - 99.689 | 0.000000e+00 | CCG34975.1
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A.2. Lachnoclostridium symbiosum

100 - Clostridium sphencides ATCC 194037 UFXF01000001
Desulfotornaculum guttoideum DSM 40247 FOIPQ1000001

100 Clostridium celerecrescens 18AT 2596303444
100 Clostridium indolis DSM 7557 2525995080
100 Clostridium saccharolyticum WM1T 648125571

Clostridium aerotolerans DSM 54347 2558963445
Clostridium algidixylanolyticum SPL73T NZ MCIA01000014
Hungatella hathewayi 12489931 2536982333
100 L— Clostridium asparagiforme DSM 159817 644180898
Clostridium lavalense CCRI-9842" PYI101000001
Clostridium boiteae ATCC BAA-613T NZ CP022464

100

93

47 100 Clostridium clostridioforme ATCC 255377 NZ UAVWO01000001
66 |Clostridium symbiosum ATCC 149407 2598980158 |
Clostridium aminophilum FT 2595514565
_|7Marvinbryantfa formatexigens DSM 144697 2599688396
18| 95 Shuttleworthia satelles DSM 146007 644369394
92 Blautia schinkii DSM 105187 2562564085
ﬂEauﬁa wexlerae DSM 198507 2529070100
Ruminococcus obeum ATCC 291747 641006725
57 Blautia hansenii VPI C7T 2562981367

74 Blautia producta ATCC 273407 2515951838
010 19| . Blautia hydrogenotrophica DSM 105077 644155902
53 Lactonifactor longoviformis DSM 174597 2587673695

100 Clostridium hylemonae DSM 150537 643161411
Clostridium scindens ATCC 357047 642193086
Dorea formicigenerans ATCC 277557 641806964

Dorea longicatena DSM 138147 641036467

Clostridium nexile DSM 17877 643113403

Hespellia stercorisuis DSM 154807 2588166476

n : -

84

—7eaTrddan -4

Figura A.3. Arbol filogenético con los miembros de la familia Lach-
nospiraceae basado en el gene rpoB (Haas & Blanchard, 2020). En rojo
se destaca a la especie Lachnoclostridium symbiosum. Las ramas celeste y
morada corresponden a los nuevos géneros propuestos en la investigacion
citada.




Tabla A.4. Genomas seleccionados para el andlisis de genOmica compar-
ativa en las especies de la familia Lachnospiraceae. En total se selec-
cionaron 12 genomas que incluyen a la cepa de interés Lachnoclostridium
symbiosum WAL-14673. En la tabla se indica el tamafio de los genomas y
el nimero de contigs por ensamble. La columna CDS contiene el niimero
de regiones codificantes de cada genoma (CDS, por sus siglas en inglés).
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PATRIC ID | Genoma Ensamble Contigs | Tamafio (Mb) | CDS
1286362.3 | Clostridium celerecrescens 18A GCA_002797975.1 1 5.27(5042
1297793.6 | Clostridium sphenoides JCM 1415 GCA_900105615.1 1 5.30|5042
1304881.3 | Clostridium indolis DSM 755 GCA_000526995.1 1 6.386123
1410651.3 | Clostridium aerotolerans DSM 5434 GCA_000687555.1 50 4.73 4373
1531.123 | Clostridium clostridioforme NBRC 113352 | GCA_006538465.1 2 5.69 (6240
208479.8 | Clostridium bolteae ATCC BAA-613 GCA_002234575.2 2 6.61|6583
460384.30 | Clostridium lavalense MGYG-HGUT-00172 | GCA_902364025.1 53 6.50| 6228
518636.5 |Clostridium asparagiforme DSM 15981 GCA_000158075.1 92 6.42 5652
58134.4 Desulfotomaculum guttoideum DSM 4024 | GCA_900105215.1 2 5.93|5804
610130.3 | Clostridium saccharolyticum WM1 GCA_000144625.1 1 4.66 | 4634
742741.3 | Clostridium symbiosum WAL-14673 GCA_000189615.1 55 4.92 14704
94868.12 | Clostridium algidixylanolyticum SPL73 GCA_003609635.1 35 4.64 4415




Tabla A.5. Fuentes de carbono con evidencia experimental para Lachno-
clostridium symbiosum (Hirmas, 2021; Kaneuchi et al., 1976). El simbolo
“+” indica que la bacteria crece en el metabolito y/o produce acidificacion
del medio suplementado con dicha fuente de carbono, mientras que el

simbolo “-” indica lo contrario.

VMH ID Fuente de carbono | Resultado | Referencias

EX_fru(e) D-Fructosa + (Hirmas, 2021)

EX lcts(e) Lactosa + (Hirmas, 2021)
EX_glc_D(e) |D-Glucosa + (Kaneuchi et al., 1976)
EX xyl_D(e) |D-Xilosa - (Hirmas, 2021)
EX_arab_L(e) | L-Arabinosa + (Kaneuchi et al., 1976)
EX_rib_D(e) |D-ribosa - (Kaneuchi et al., 1976)
EX_man(e) D-Manosa + (Kaneuchi et al., 1976)
EX_gal(e) D-Galactosa + (Kaneuchi et al., 1976)
EX_rmn(e) L-Ramnosa - (Kaneuchi et al., 1976)
EX _sucr(e) Sucrosa - (Kaneuchi et al., 1976)
EX_malt(e) |D-Maltosa - (Kaneuchi et al., 1976)
EX_cellb(e) |Celobiosa - (Kaneuchi et al., 1976)
EX_melib(e) |Melibiosa - (Kaneuchi et al., 1976)
EX_raffin(e) |Rafinosa - (Kaneuchi et al., 1976)
EX_dextrin(e) | Dextrina - (Kaneuchi et al., 1976)
EX_glyc(e) | Glicerol - (Kaneuchi et al., 1976)
EX_sbt_D(e) |Sorbitol - (Kaneuchi et al., 1976)
EX_salcn(e) |Salicina - (Kaneuchi et al., 1976)

B.1. Validacion de los modelos

B. INFORMACION COMPLEMENTARIA SOBRE LAS SIMULACIONES
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Tabla B.1. Composicion del medio mZMB (Medina et al., 2017) usado en
las simulaciones. Los flujos de minerales, iones, vitaminas y compuestos
esenciales para el crecimiento fueron fijados en 1, de acuerdo a los valores
observados en las dietas de la microbiota intestinal usadas en las simula-
ciones del proyecto AGORA (Magnusdottir et al., 2017). En el caso de
los aminodcidos, los flujos fueron definidos en base al requerimiento nutri-
cional de los modelos.

Nombre reaccion VMH ID Flujo
Exchange of L-Alanine EX_ala_L(e) 0.251762
Exchange of L-Arginine EX_arg_L(e) 0.290359
Exchange of L-Asparagine EX_asn_L(e) 0.225000
Exchange of L-Aspartate EX_asp_L(e) 0.571946
Exchange of L-Cysteine EX_cys_L(e) 0.035089
Exchange of L-Glutamine EX_gin_L(e) 0.820199
Exchange of L-Glutamate EX _glu_L(e) 0.820199
Exchange of Glycine EX _gly(e) 0.157022
Exchange of L-Histidine EX his_L(e) 0.200883
Exchange of L-Isoleucine EX_ile_L(e) 0.392994
Exchange of L-Leucine EX_leu_L(e) 0.669318
Exchange of L-Lysine EX_lys_L(e) 0.571069
Exchange of L-Methionine EX_met_L(e) 0.206146
Exchange of L-Phenylalanine EX_phe_L(e) 0.358782
Exchange of L-Proline EX_pro_L(e) 0.758794
Exchange of L-Serine EX_ser_L(e) 0.445627
Exchange of L-Threonine EX_thr_L(e) 0.342992
Exchange of L-Tryptophan EX_trp_L(e) 0.092108
Exchange of L-Tyrosine EX_tyr_L(e) 0.163163
Exchange of L-Valine EX_val_L(e) 0.483347
Exchange of Phosphate EX _pi(e) 1.000000
Exchange of Kalium EX k(e) 1.000000
Mg exchange EX_mg2(e) 1.000000
Exchange of Iron (Fe3+) EX_fe3(e) 1.000000
Exchange of Iron (Fe2+) EX_fe2(e) 1.000000
Exchange of Sodium EX_nal(e) 1.000000
Zinc exchange EX_zn2(e) 1.000000
Mn2+ exchange EX_mn2(e) 1.000000
Molybdate exchange EX_mobd(e) 1.000000
Exchange of Proton EX_h(e) 1000.000000
Exchange of Ammonia EX_nh4(e) 1.000000
Exchange of Calcium EX_ca2(e) 1.000000
Exchange of Sulfate EX_so4(e) 1.000000
Co2+ exchange EX_cobalt2(e) 1.000000
Cu2+ exchange EX_cu2(e) 1.000000
Exchange of Chloride EX_cl(e) 1.000000
Exchange of (R)-Pantothenate EX_pnto_R(e) 1.000000
Exchange of Folate EX_fol(e) 1.000000
Exchange of Nicotinate EX_nac(e) 1.000000
Exchange of Pyridoxal EX_pydx(e) 1.000000
4 Aminobenzoate exchange EX_4abz(e) 1.000000
Exchange of Xanthine EX _xan(e) 1.000000
Exchange of Myo-Inositol EX_inost(e) 1.000000
Exchange of Oxidized Glutathione | EX_gthox(e) 1.000000
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Tabla B.2. Composicion del medio mZMB (Medina et al., 2017) usado en
las simulaciones. Los flujos de minerales, iones, vitaminas y compuestos
esenciales para el crecimiento fueron fijados en 1, de acuerdo a los valores
observados en las dietas del microbioma intestinal usadas en las simula-
ciones del proyecto AGORA (Magnusdottir et al., 2017). En el caso de
los aminodcidos, los flujos fueron definidos en base al requerimiento nutri-
cional de los modelos.

Nombre reaccion VMH ID Flujo
Exchange of Reduced Glutathione | EX_gthrd(e) 1.000000
Exchange of Biotin EX_btn(e) 1.000000
Exchange of Riboflavin EX_ribflv(e) 1.000000
Exchange of Thiamin EX_thm(e) 1.000000
Exchange of Heme EX_pheme(e) 1.000000
Siroheme exchange EX_sheme(e) 1.000000
Exchange of Adenine EX_ade(e) 1.000000
Exchange of Guanine EX_gua(e) 1.000000
Exchange of Uracil EX_ura(e) 1.000000
Hydrogen sulfide exchange EX_h2s(e) 1.000000
Exchange of Hypoxanthine EX_hxan(e) 1.000000
Ni2+ exchange EX ni2(e) 1.000000
Exchange of Thymidine EX_thymd(e) 1.000000
Exchange of Water EX_h2o(e) 1000.000000

Tabla B.3. Interacciones metabdlicas en cocultivo con mZMB y fructosa
como fuente de carbono predichas por SteadyCom.

VMH ID Phocaeicola dorei | Lachnoclostridium symbiosum
EX_ac[u] -1.763135 11.525866
EX_co2[u] -0.571299 0.824911
EX_etoh[u] 1.671006 -1.671006
EX_glu_L[u] -1.682400 0.862201
EX_lac_D[u] -0.081385 0.081385
EX_succ[u] 3.415191 -3.415191
EX_thymd[u] -0.000010 0.160028
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