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Resum

La microbiota intestinal té una importancia capital en moltes funcions biologiques
dels éssers humans. Per aquest motiu, es tracta de la comunitat microbiana més
estudiada del nostre organisme. Per altra banda, sobre la composicio i
funcionament de la microbiota intestinal dels animals es tenen molts menys
coneixements. Aquest estudi aprofundeix en les diferencies en la composicio de
la microbiota intestinal de vint-i-quatre especies de vertebrat en funcié de si
aguestes pertanyen a individus que es troben en llibertat o en captiveri. Les
dades per desenvolupar aquest projecte s’han obtingut de I'estudi (Alberdi et al.,
2021), i s’han organitzat en matrius d’abundancies relatives de microbis en
individus o grups d’individus (salvatges o captius). Aixo ha permeés realitzar un
estudi de les diferencies entre les diversitats d’aquests dos grups d’individus per
cada espécie de vertebrat i de quins factors dietetics o ambientals les poden
explicar. També ha permés realitzar un estudi similar respecte a les similituds i
trobar una correlacié entre el comportament d’aquestes i el de les diversitats per
totes les espéecies de vertebrat analitzades. Finalment, s’ha calculat el valor de
nestedness de totes les matrius d’abundancies relatives de la mateixa manera
que en I'estudi (Cobo-Loépez et al., 2022). El projecte no ha quedat tancat, ja que
caldria realitzar I'ultim pas de I'estudi de nestedness, es a dir, comparar els valors
calculats amb els de la hipotesi nul-la per saber si aquests sén o no soén

estadisticament significatius.

Paraules clau: microbiota, captiveri, diversitat, patrons ecologics (nestedness).



Introduccio

La microbiota intestinal és una comunitat microbiana allotjada al tracte
gastrointestinal, que s’encarrega de modular molts processos fisiologics
imprescindibles per garantir la salut dels éssers humans (Singh et al., 2017). Tot
i que es tracta de la comunitat microbiana més estudiada, encara no s’ha
aconseguit establir quina és la composicié caracteristica d’'una microbiota
saludable (Cobo-Lopez et al., 2022). Aix0 es degut a la gran variabilitat que
existeix entre les composicions de les microbiotes dels individus sans
(Huttenhower et al., 2012). Per altra banda, si que s’ha detectat una certa
correspondéncia entre una elevada diversitat en la microbiota intestinal i una
millor salut de I'hoste (Gilbert et al., 2019).

Tot i la variabilitat observada en la composicio de les microbiotes, s’ha detectat
que les microbiotes dels individus sans realitzen les mateixes funcions
essencials, cosa que suggereix I'existéncia de patrons comuns en la composicié
de les microbiotes saludables (Costea et al., 2018). Els enterotips so6n un
mecanisme de classificacié de la microbiota en base a aquests patrons que ha
demostrat certes consisténcies (Costea et al., 2018). No obstant, la utilitat de la
classificacio basada en enterotips és motiu de controvérsia, ja que no és prou
robusta respecte a poblacions geograficament diferenciades (Costea et al.,
2018).

L’estudi de les microbiotes intestinals humanes ha mostrat que si aquestes
s’organitzen en matrius binaries d’abundancies relatives d’espécies bacterianes
(o agrupacions d’aquestes espécies bacterianes) en un conjunt d’individus (o
agrupacions d’aquests individus), aquestes segueixen un determinat patro
jerarquic niat anomenat nested (Cobo-Lopez et al., 2022). Aquest patro es va
observar primerament en les faunes d’habitats fragmentats o arxipélags
(Patterson et al., 1986) i més endavant en altres sistemes ecologics com
comunitats d’endoparasits d’animals (Poulin et al., 2001) (Warburton et al., 2018)
I organitzacions mutualistes (Bastolla et al., 2009) (Mariani et al., 2019). En les
microbiotes d’individus de I'espécie humana, un patré nested indica, per una
banda, I'existéncia de microbis generalistes que estan presents en la major part

dels individus (o0 agrupacions d’aquests individus) i microbis especialistes que
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estan presents tan sols en una part d’aquests, i, per l'altra banda, I'existéncia
d’hostes generalistes que presenten la major part dels microbis (o agrupacions
d’aquests microbis) i d’hostes especialistes que presenten Unicament una part
d’aquests (Cobo-Lopez et al., 2022). La preséncia d’aquest patré en les
microbiotes és un factor que cal tenir en consideracio en la investigacio en

tractaments amb medicina personalitzada (Cobo-Lopez et al., 2022).

La microbiota intestinal també es troba al tracte gastrointestinal de molts animals
(McFall-Ngai et al., 2013) a on també desenvolupa processos fisiologics
importants (Lynch et al., 2019). Aquest processos han estat molt menys estudiats
qgue aquells realitzats per la microbiota humana (Levin et al., 2021). Es per
aquesta rad que el descobriment d’'un patrd nested en les microbiotes d’altres
espécies animals podria tenir interés cientific i, fins i tot, aplicacions igual de

rellevants a 'esmentada en éssers humans.

La microbiota intestinal es veu afectada des del naixement per diversos factors
dietétics i ambientals, que porten a I'observacio d’'una gran variabilitat entre
individus de la mateixa especie, tant en humans (Cobo-Lo6pez et al., 2022) com
en altres espécies d’animals (Alberdi et al., 2021). Alguns d’aquests factors
dietétics i ambientals poden tenir una implicacido en les diferéncies entre la
microbiota dels animals en estat salvatge i la dels animals en condicions de
captiveri, tot i que encara no s’ha pogut determinar gairebé cap patré comud en
totes les espécies d’animals (Alberdi et al., 2021). L’Unica caracteristica comuna
en totes les microbiotes d’animals en captiveri és un augment de
microorganismes propis de la microbiota dels éssers humans respecte al seu
estat salvatge (Alberdi et al., 2021). Per altra banda, existeixen evidencies tant
de que la diversitat de la microbiota intestinal disminueix com de que augmenta

en condicions de captiveri (McKenzie et al., 2017).

La investigacié sobre com les condicions de captiveri afecten a la microbiota
intestinal dels animals és rellevant, ja que les alteracions observades poden tenir
diversos efectes, com desequilibris nutricionals (Gibson et al., 2019) o majors
dificultats en la reintroduccié d’espécies al seu habitat natural (Cheng et al.,
2015).



Hipotesis del treball i objectius

Hipotesis del treball

Existeixen un o més factors dietétics o ambientals que poden explicar les
diferencies entre la diversitat del conjunt de les microbiotes intestinals d’individus
salvatges i la del conjunt de les microbiotes intestinals d’individus captius per a
totes les especies de vertebrat utilitzades en I'estudi (Alberdi et al., 2021).

Pot haver-hi una correlacio entre la similitud de la microbiota de dos individus de
la mateixa especie segons les condicions en que s’han desenvolupat i la
diversitat tipica de la microbiota de I'espécie per totes les espécies de vertebrat
utilitzades en I'estudi (Alberdi et al., 2021).

La microbiota intestinal dels vertebrats pot presentar el mateix patré nested que

s’ha observat en la microbiota intestinal humana.

Objectius

e Processar les dades de l'estudi (Alberdi et al., 2021) per obtenir les
matrius d’abundancies relatives de géneres bacterians.

e Realitzar un estudi comparatiu de les diversitats de les microbiotes
intestinals entre individus salvatges i individus captius de cada espécie de
vertebrat i obtenir informacio sobre els factors dietétics i ambientals que
puguin explicar els resultats.

e Realitzar un estudi comparatiu de les distancies entre individus salvatges,
entre individus captius i entre individus salvatges i individus captius de
cada especie de vertebrat i estudiar si existeix una correlacio entre
aquests resultats i els de I'estudi de diversitat previ.

e Estimar el valor de nestedness de les matrius d’abundancies relatives de

generes bacterians.



Metodologies

Obtencio de les dades de microbiotes intestinals d’animals

Inicialment, les dades de microbiotes per portar a terme aquest projecte es volien
obtenir de l'estudi (Levin et al., 2021). Malauradament, no es trobaven
disponibles en el format necessari. En consequéncia, s’han hagut de replantejar
alguns objectius, i les dades necessaries s’han obtingut del repositori de GitHub
associat a I'estudi (Alberdi et al., 2021). En concret, se n’han extret tres fitxers.
Primer, el fitxer ‘count_Genus_all.tsv’, que és un fitxer estructurat en forma
matricial que conté el numero d’espécies (abundancies absolutes) de cada
genere bacteria en cada individu del qual s’han recollit mostres. Segon, el fitxer
‘metadata.csv’, que conté tota la informacié de cada individu. D’aquest fitxer
només ens interessara saber el codi de I'espécie de vertebrat a la que pertany
I'individu i el tipus d’individu (salvatge o captiu). Per altim, el fitxer ‘sp_code.txt’,
qgue és un fitxer de text que conté la correspondencia entre el codi que se li ha
assignat a una especie de vertebrat i el seu nom cientific. Aquest Gltim només
serveix per a identificar en els grafics les espécies de vertebrat pel nom cientific,
en lloc de pel codi.

Matrius d’abundancies relatives

Per poder portar a terme els estudis detallats posteriorment, les dades de partida
s’han organitzat en matrius d’abundancies relatives. Una matriu d’abundancies
relatives és una matriu M en la que cada element Mj representa I'abundancia
relativa d’'un génere bacteria i en un individu o grup d’individus j, de manera que

es compleix que }; M;; = 1.

Numero de bacteris del génere bacteriai enl'individu/grup j
ij=

Numero de bacteris totals en l'individu/grup j



L’individu o grup d’individus j fa referéncia a un individu d’'una espécie de
vertebrat o a la totalitat d’individus d’un sol tipus (salvatge o captiu) d’'una espécie
de vertebrat. Aixo dona lloc a diferents tipus de matrius d’abundancies relatives

en funci6 de I'estudi concret que s’estigui realitzant.

Descripcié preliminar de les dades

L’estudi (Alberdi et al., 2021) proporciona mostres de microbiotes de vint-i-
quatres especies de vertebrat, una de les quals ha estat tractada com a dues
espécies separades degut a que les mostres s’han obtingut de bases de dades
diferents. EI numero de mostres obtingut es molt diferent depenent de I'espécie
de vertebrat, sent onze mostres el menor numero de mostres que s’ha obtingut i
seixanta-tres el major numero de mostres que s’ha obtingut, per una sola espécie
de vertebrat. Per altra banda, en cada especie de vertebrat, el nimero de
mostres d’individus salvatges i el numero de mostres d’individus captius €s molt

semblant. Aquestes dades es detallen de manera més especifica en la taula 1.

Espécie NUm. individus | NOm. individus | NOm. individus
salvatges captius totals
Ailuropoda melanoleuca 30 31 61
Aldabrachelys gigantea 6 6 12
Aphanius iberus 11 12 23
Bos gaurus 9 10 19
Cervus nippon 7 12 19
Chelonia mydas 8 7 15
Elaphurus davidianus 6 6 12
Equus kiang 18 21 39
Gorilla gorilla 6 6 12
Lasiorhinus latifrons 19 14 34
Moschus chrysogaster 14 13 27
Myrmecophaga trydactila 6 5 11
Papio anubis 9 9 18
Panthera tigris 13 13 26




Espeécie NUm. individus | NOm. individus | Nam. individus
salvatges captius totals
Pan troglodytes 5 6 11
Peromyscus leucopus 17 18 35
Peromyscus maniculatus 32 31 63
Pygathrix nemaeus 27 27 54
Rana dybowskii 12 12 24
Rhinopithecus brelichi 9 10 19
Sarcophilus harrisii 1 10 11 21
Sarcophilus harrisii 2 6 6 12
Shinisaurus crocodilurus 16 11 27
Tursiops truncatus 10 12 22
Valencia hispanica 16 13 29

Taula 1. Numero d’individus salvatges, numero d’individus captius i nimero d’individus totals de cada espécie de
vertebrat de I'estudi.

En el conjunt de totes les mostres, s’han detectat un total de mil cinquanta-sis

generes bacterians diferents.

Distribucié d’abundancies relatives

Amb les dades obtingudes i estructurades, s’ha volgut caracteritzar el seu
contingut. Per fer-ho, cal utilitzar la matriu d’abundancies relatives de géneres
bacterians en tots els individus. Aquesta matriu, que té 1056 géeneres bacterians
(files) i 625 individus (columnes), és la que s’ha obtingut dividint 'abundancia
absoluta de cada génere bacteria d’'un individu entre la suma d’abundancies
absolutes d’aquell individu. Posteriorment, hem discretitzat el contingut
d’aquesta matriu en base al conjunt de valors {10, 10, 103, 10, 10, 106, 10-
1. Tots els valors d’abundancies relatives de generes bacterians que es troben
per sota de 10”7 s’ha considerat que son zero i se n’ha contat la quantitat. Aixi, el
percentatge d’abundancies relatives amb valor zero és del 95.81%. Es tracta d’'un
valor esperat. La major part dels bacteris presents en la microbiota humana no

es troben en la microbiota de la major part dels individus utilitzats en I'estudi



(Cobo-Lépez et al., 2022). Per tant, hagués estat encara menys probable que la
major part dels bacteris presents en la microbiota de les vint-i-quatre espéecies
de vertebrat es trobessin presents en la microbiota de la major part dels individus
que pertanyen a aquestes espécies dels que s’han recopilat mostres per I'estudi
(Alberdi et al., 2021). Totes les abundancies relatives amb un valor diferent de

zero s’han representat en un histograma a escala logaritmica (Figura 1).

250 A

200 A

150 A

Numeéro de géneres bacterians

100

1077 10-% 103 104 103 102 1071 10°

Abundancies relatives

Fig 1. Fregiiéncies relatives de géeneres bacterians. Histograma en el que es representen les freqiiéncies relatives de
geéneres bacterians per tots els individus, és a dir, el nombre de géneres bacterians que tenen cada un dels valors
d’abundancies relatives discretitzades per tots els individus de I'estudi. La freqiiéncia d’abundancies relatives amb
valor igual a 0 és del 95.81%.

La informacié mostrada en aquest grafic tampoc és diferent del que s’hauria
d’esperar. Els géneres bacterians comencen a tenir representacié amb un valor
d’abundancia relativa de 101 i, per tant, no hi ha cap microbiota que tingui només
bacteris d’'un unic génere bacteria. A partir d’aqui, el nombre de géneres

bacterians augmenta amb cada nou valor llindar d’abundancies relatives fins
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arribar al seu maxim quan les abundancies relatives sé6n 10#i 10-°. Després torna

a disminuir fins al limit inferior de 1077,

D’aquest histograma també es pot extreure informacié que permeti intuir quin pot
ser el valor llindar en el pas de binaritzacio de I'estudi de nestedness posterior.
Aixi, els valors que semblen més probables s6n 10#y 10-°, ja que s6n els valors

que divideixen I'histograma en dos grups de manera més equitativa.

Seleccio de factors dietétics i ambientals

Els factors dietetics i ambientals seleccionats, explicats a continuacié, sén la
categoria taxonomica de classe, I'habitat, el bioma, la dieta i l'estat de

conservacio.

Classe

La classe és un taxd o categoria taxonomica més especific que el filum i més
generic que l'ordre (Sadava et al., 2009) (IUCN Red List, 2022). Els vertebrats
(vertebrata), un subfilum del filum chordata que es caracteritza per una columna
vertebral articulada que ha substituit a la notocorda com a estructura de suport
en les primeres fases del desenvolupament, estan dividits en nou classes: Myxini
(mixines), Hyperoartia (llamprees), Chondrichthyes (peixos cartilaginosos),
Actinopterygii (peixos ossis amb aletes radiades), Sarcopterygii (peixos o0ssis
amb aletes lobulades), Amphibia (amfibis), Reptilia (reptils), Aves (aus) i
Mammalia (mamifers) (Sadava et al., 2009).

Habitat i bioma

Pot existir certa confusié entre els conceptes d’habitat i bioma. En el nostre
estudi, I'habitat fa referéncia a la regié geografica on aquests vertebrats es
localitzen en estat salvatge (IUCN Red List, 2022) mentre que el bioma fa

referéncia a un ambient terrestre definit pel creixement de les formes de les
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seves plantes (Sadava et al., 2009). Degut a que els limits entre els biomes so6n
molt difusos (Sadava et al., 2009), la bibliografia cientifica pot arribar a reconéixer
molts biomes diferents. En consequéncia, per reduir la complexitat d’aquest
estudi, s’ha considerat una de les divisions més senzilles: bosc tropical o selva,
bosc temperat 0 bosc, prat tropical o sabana, prat temperat o estepa, matoll,
tundra i desert (Sadava et al., 2009) (IUCN Red List, 2022). Encara que
I'aiguamoll correspondria, més aviat, al limit entre dos biomes (Sadava et al.,
2009), degut a la idiosincrasia d’algunes de les espécies avaluades en el nostre
estudi, se I'ha considerat un bioma més (IUCN Red List, 2022).

Dieta

Els vertebrats tenen nutricié heterotrofa, es a dir, la seva energia depén del
consum d’altres organismes (Sadava et al., 2009). Segons la seva dieta, els
vertebrats es divideixen en tres grans grups: Herbivors (consumeixen plantes),
carnivors (consumeixen altres animals) i omnivors (consumeixen plantes i altres
animals) (Sadava et al., 2009). Per a reduir la complexitat de I'estudi, aquells
animals que, tot i no seguir una dieta estricta, s’alimenten principalment de
plantes o de carn, s’han classificat com a herbivors o carnivors, respectivament;

sense fer cap distincioé d’aquells animals que si que segueixen una dieta estricta.

Estat de conservacio

L’estat de conservacié d’'una especie fa referencia al nivell de risc d’extingir-se
gue aguesta especie té en estat salvatge, cosa que €s determinada per
nombrosos factors com la mida de la poblacid, la distribucié i les amenaces per
a la seva supervivencia (IUCN Red List, 2022). Sense tenir en compte aquells
cassos en els que no s’ha fet una avaluacio o en els que les dades que se n’han
extret son deficients, 'estat de conservacio es divideix en vuit grups de menor a
major risc: Preocupacio menor (LC), gairebé amenacat (NT), vulnerable (VU), en
perill (EN), en perill critic (CR), extint en certes regions (RE), extint en estat
salvatge (EW) i extint (EX) (IUCN Red List, 2022).
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Calcul de I'a-diversity

L’a-diversity (Whittaker, 1960) (Whittaker, 1972) mesura la heterogeneitat de
perfils d’abundancies relatives d’un individu. Aquesta mesura de diversitat pot
calcular-se emprant diferents indexs (Lande, 1996). Un dels més utilitzats és
I'index de Shannon (Lande, 1996) (Grice et al., 2009).

a — diversity; = —Z M;; In M;;
i

En el nostre estudi, aquesta métrica ens permet obtenir la diversitat de géneres

bacterians en la microbiota d’'un individu.

Numero de bacteris del génere bacteriaien l'individu j
ij=

Numero de bacteris totals en l'individu j

Test t de Student

El test t de Student és un test estadistic que s’utilitza per comprovar si la similitud
entre dues poblacions és estadisticament significativa (Teplow, 2020). Aquest
test s’utilitza quan les distribucions sén normals i, en el cas de treballar amb
diversitats, quan aquestes s’han calculat mitjangant I'index de Shannon (Teplow,
2020). El format de correspondéncia entre els llindars dels p-valors escollits i la
significanca estadistica es mostra a la taula 2 (New England Journal of Medicine).

En el llenguatge de programacidé Python aquesta prova es pot portar a terme
mitjancant la funcié stats.ttest_ind() de la llibreria scipy, que retorna un objecte
que conté el t-estadistic i el p-valor (scipy.org, 2008-2023).
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p-valor Significanca
p-valor < 0.001 Significatiu (***)
0.001 < p-valor = 0.01 Significatiu (**)
0.01 < p-valor =0.05 Significatiu (*)
p-valor > 0.05 No significatiu (n. s.)

Taula 2. Correspondencia entre el llindar dels p-valors i el format de significanga estadistica (New England Journal of
Medicine)

Calcul de la distancia euclidiana

La distancia euclidiana s’utilitza com a mesura de la similitud entre les
abundancies relatives de géneres bacterians dels individus salvatges, entre les
dels individus captius i entre les d’individus salvatges i individus captius de cada

espécie de vertebrat. Es calcula mitjancant la segtient equacio:

d(lvlh’lez) = \/Z(Mjli o Mle-)

En el llenguatge de programacié Python, per obtenir la distancia euclidiana
normalitzada, s’ha d’utilitzar la funcio linalg.norm() de la llibreria numpy, que
rebra com a parametre el valor resultant de 'equacié anterior (numpy.org, 2008-
2022).

Calcul del coeficient de correlacid de Pearson

En el llenguatge de programacio Python, el coeficient de correlacié de Pearson
es calcula amb la funcié stats.pearsonr() de la llibreria scipy (scipy.org, 2008-
2023).
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Diagrama de caixes o boxplot

Un diagrama de caixes o boxplot és un tipus de grafic que proporciona un
representacio visual de la mediana, els quartils, la desviacio estandard i els

valors anormals o outliers d’'un conjunt de dades (Dutoit, 2012).

En el llenguatge de programacié Python, els diagrames de caixes es poden
generar amb la funcié boxplot() de la llibreria seaborn (seaborn.pydata.org, 2012-
2022).

Discretitzacid de les matrius d’abundancies relatives

Per a poder fer un estudi de nestedness sobre una matriu, cal que aquesta sigui
una matriu binaria. Per tant, hem de discretitzar la matriu d’'abundancies relatives
M per donar lloc a una matriu binaria Q. Es a dir, cal escollir un valor llindar T per

sota del qual es pot considerar que les abundancies relatives Mijj sén negligibles.

Q:{qij=1 si My =T

qU=0 Si MU<T

El llindar adient es pot intuir a partir de I'histograma d’abundancies relatives de
tots els generes bacterians en tots els individus i dels clustermaps resultants de
discretitzar la matriu d’abundancies relatives per cada un dels llindars possibles.
Quan l'estudi de nestedness s’ha completat, el llindar adient per cada matriu
d’abundancies relatives ha de ser aquell que maximitzi el valor de nestedness de

la matriu respecte al de les seves randomitzacions.

Calcul del valor de nestedness

Per dissenyar I'algorisme per calcular el valor de nestedness d’'una matriu binaria

es parteix de la seguient equacio (Cobo-Lopez et al., 2022):
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— 2a<b Qab © + Za<b Qab 0
Za<b min(qa(i); dp (i)) + Za<b min(qa(j); dp (j))

n

On i representa el genere bacteria (files); j representa l'individu o espécie de
vertebrat (columnes); q_a (q_b) representa el numero d’interaccions (elements
diferents de zero) en una fila (columna); q_ab representa el nuamero

d’interaccions compartides entre dues files o dues columnes.

Obtencid del p-valor en un estudi de nestedness

Per si sol, el valor de nestedness d’'una matriu binaria no ens proporciona prou
informacié per determinar si aquesta té o no té un patré nested. Es necessari
comparar aquest valor de nestedness amb el de la hipotesi nul-la. La hipotesi
nul-la proposa que el valor de nestedness calculat €és només una consegiencia

de la densitat de la matriu d’abundancies discretitzades Q.

Per portar a terme aquest test, generem mil randomitzacions. Una randomitzacio
€S una matriu binaria que es genera redistribuint aleatoriament aquelles
posicions de la matriu Q que tenen un valor igual a 1. Per tant, les
randomitzacions tenen el mateix nombre de files, el mateix nombre de columnes
i el mateix nombre de valors iguals a 1 que la matriu Q, pero es diferencien en
les posicions que aquests valors iguals a 1 ocupen. Els valors de nestedness
calculats per la matriu Q i per les mil randomitzacions s’ordenen i se’n calcula el
p-valor, que és la fraccid de randomitzacions que tenen un valor de nestedness
més gran que el de la matriu Q. El valor de nestedness es considerara significatiu

si el p-valor és inferior o igual a 0.05.
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Resultats i discussio

Estudi de diversitats

Resultats del calcul de les diversitats

L’objectiu d’aquest apartat ha estat fer un estudi comparatiu entre les diversitats
de les microbiotes dels individus salvatges i les diversitats de les microbiotes dels
individus captius per cada especie de vertebrat. Primer de tot, s’ha calculat la
diversitat de géneres bacterians en cada individu j a partir de la matriu
d’abundancies relatives de géneres bacterians (1056) en individus (625). La
meétrica utilitzada ha estat I'a-diversity. A continuacio, les diversitats calculades
s’han organitzat segons el tipus d’individu (salvatge i captiu) i segons I'espécie
de vertebrat a la que pertanyen i s’han representat en un diagrama de caixes 0

boxplot (Figura 2).

Ara bé, la representacié de les diversitats de les microbiotes dels individus
salvatges al costat de les de les microbiotes dels individus captius en un grafic
no proporciona la suficient informacid per comparar aquestes dues poblacions.
Aix0 es degut a que el nombre d’elements de les poblacions influeix en la
percepcid que es té respecte a com de diferents sén realment les dues
poblacions. Es a dir, dues poblacions que tinguin un gran nombre d’individus
poden estar molt separades en un grafic sense que la diferencia real entre
aguestes sigui molt gran mentre que en una poblacié que tingui pocs individus
una diferéncia real considerable es pot correspondre amb una petita diferencia
en la seva representacio grafica. Per tant, per determinar si les diferéncies
observades son significatives o no, és necessari fer un test t de Student als perfils
d’abundancies relatives de cada especie de vertebrat. El conjunt de les
diversitats dels individus salvatges correspondra a la primera poblacié mentre
gue el conjunt de les diversitats dels individus captius a la segona. El format de
significanca estadistica que correspon al p-valor (Taula 2) i el nombre d’individus
de cada tipus en cada espeéecie de vertebrat també es representen en el diagrama

de caixes (Figura 2).
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Fig 2. Diversitats de géneres bacterians en espécies de vertebrat. Diagrames de caixes amb la comparativa entre les
diversitats dels individus salvatges i les diversitats dels individus captius en cada espécie de vertebrat. P-valors (n.s.:
p-valor > 0.05; *: 0.05 > p-valor > 0.01; **: 0.01 > p-valor > 0.001; ***: p-valor < 0.001).

Un cop fets el calcul de les diversitats, I'analisi estadistic i la representacio grafica

dels resultats, es pot observar que, de les vint-i-cinc espécies de vertebrat de

I'estudi (Alberdi et al., 2021), les diferéncies entre la diversitat en la microbiota

dels individus salvatges i la diversitat en la microbiota dels individus captius és

significativa en onze de les espécies i no significativa en les catorze espécies

restants.

Influéncia dels factors dietetics i ambientals en els resultats del calcul de les diversitats

S’ha recopilat i organitzat tota la informacid necessaria per discutir els resultats

de I'estudi de diversitat (Taula 3). La primera columna de la taula correspon al

nom cientific de cada espécie de vertebrat de I'estudi i pot utilitzar-se com a clau

per obtenir la informacié de cada una d’aquestes. La segona columna indica el
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nom comu de l'espécie i la seva funcid es merament informativa, ja que
possibilita que un revisor conegui I'espécie que s’esta avaluant sense haver-la

de cercar.

La tercera, quarta, cinquena, sisena i setena columna proporcionen les
caracteristiques d’aquestes espeécies que podrien proporcionar una explicacio
sobre perqué es produeixen les variacions en la diversitat de la microbiota
d’individus salvatges i individus captius. Finalment, la vuitena columna especifica
el valor de significanga resultant del test t de Student realitzat sobre els valors
d’a-diversity del conjunt d’individus salvatges i captius de cada espécie de

vertebrat.

Cal recordar que, tot i que sembla que les mostres utilitzades en I'estudi
provinguin de vint-i-cinc especies de vertebrats diferents, en realitat es tracta de
vint-i-quatre especies, ja que Sarcophilus harrisii 1 i Sarcophilus harrisii 2 en
realitat no pertanyen a especies diferents, sind que son mostres d’individus de la
mateixa espécie obtingudes de bases de dades d’estudis diferents (Alberdi et al.,
2021).

Classe

El peixet de sequiol (Aphanius iberus) i 'espécie Valencia hispanica pertanyen a
la classe Actinopterygii i totes dues presenten diferéncies entre les diversitats
dels seus individus salvatges i captius que no son significatives. Rana dybowskii
és la Unica especie que pertany a la classe Amphibia i també presenta una
diferéncia entre les diversitats dels seus grups d’individus no significativa. La
tortuga gegant d’Aldabra (Aldabrachelys gigantea), la tortuga verda (Chelonia
mydas) i el llangardaix cocodril xinés (Shinisaurus crocodilurus) pertanyen a la
classe Reptilia. En el cas de la primera d’aquestes tres espécies la diferencia
entre les diversitats és lleugerament significativa, mentre que en les altres dos
les diferencies son no significatives. La resta d’especies d’aquest estudi, les
quals en conjunt abasten tots els possibles intervals de significanca que s’han

utilitzat en aquest estudi, pertanyen a la classe Mammalia.
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Per tant, d’entre les espécies que no sén mamifers tan sols n’hi ha una en la que
la diferéncia sigui significativa i es tracta de I'interval més baix. En condicions de
captiveri els animals entren en major contacte amb 'espécie humana i, per tant,
existeix un traspas de bacteris de la microbiota humana a la d’aquests animals
(Alberdi et al., 2021). Aixi, una possible explicacié al fenomen observat podria
ser que, com I'ésser huma pertany a la classe Mammalia (Sadava et al., 2009),
els géneres bacterians presents a la microbiota humana, un cop traspassats,
tenen més facilitat per adaptar-se a les condicions de la microbiota d’altres
especies quan aquestes pertanyen a aquesta classe que a d’altres de diferents.
Per tant, la diferencia entre les diversitats de les microbiotes d’'una especie en
condicions de llibertat de les d’aquesta espécie en condicions de captiveri podria
ser més gran si aquesta pertany a la classe Mammalia, ja que els bacteris de la
microbiota humana tindran més facilitat per adaptar-se a les condicions de la

seva microbiota.

Per desgracia, amb un nombre tan reduit d’'exemplars de les altres classes no
es pot arribar a cap conclusié solida sobre com varia la diversitat de la microbiota
de condicions de llibertat a condicions de captiveri tenint en compte aquesta

caracteristica.

Habitat

Per aquest factor es poden plantejar diverses hipotesis. La primera és que la
diversitat de la microbiota d’aquelles espécies de vertebrat que habiten en
regions de gran amplitud tindra més variacions en condicions de captiveri que la
de la microbiota de les espécies que habiten en regions molt reduides, degut a
gue les espécies de vertebrat que han colonitzat regions de gran amplitud tenen
meés facilitat per incorporar nous bacteris i a que, d’aquesta manera, la
composicié de la seva microbiota varii amb més facilitat. Una altra proposta
valida podria ser la contraria. Aquelles especies que en llibertat es troben només
en regions molt concretes tindran variacions més elevades en la diversitat de les
seves microbiotes en condicions de captiveri que les especies que en llibertat

han colonitzat amplies extensions territorials. Aquesta proposta es podria
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justificar en que aquelles especies de vertebrat que han colonitzat grans
extensions territorials tindran una microbiota molt estable en la que pocs bacteris
no autoctons s’hi podran adaptar mentre que aquelles espécies que s’ubiquen
en regions molt concretes tindran una microbiota molt més concreta que pot

variar facilment amb un canvi d’habitat, en aquest cas al captiveri.

Al estudiar els resultats, hem comprovat que cap de les dues propostes es
compleix. Entre les microbiotes que tenen variacions de diversitat molt
significatives entre els grup d’individus salvatges i el grup d’individus captius, n’hi
ha que pertanyen a espécies que habiten en regions molt amplies com el kiang
(Equus kiang) o el ratoli cérvol nord-america (Peromyscus maniculatus) i n’hi ha
que es troben en d’altres molt més especifiques com és el cas del panda gegant
(Ailuropoda melanoleuca) o, en menor mesura, del goril-la occidental (Gorilla
gorilla). Igualment, d’entre les microbiotes que no tenen variacions significatives
entre aquests dos grups d’individus, algunes pertanyen a espeécies localitzades
en zones molt concretes com el peixet de sequiol (Aphanius iberus) o el
llangardaix cocodril xinés (Shinisaurus crocodilurus) i d’altres a espécies que han
colonitzat grans extensions territorials com la tortuga verda (Chelonia mydas) o

Peromyscus leucopus.

Per tant, en aquest cas tampoc s’han pogut extreure conclusions sobre com la
regio geografica en la que habita una espécie pot explicar com variara la

composicié de la seva microbiota en condicions de captiveri.

Bioma

Per aquest factor ambiental es poden plantejar també diverses hipotesis. La
primera té una forta equivaléncia amb el que s’ha plantejat pel factor habitat. La
diferéncia és que, en lloc de parlar d’espécies situades en regions geografiques
molt concretes, es parla d’espécies situades en un unic bioma i, en lloc de parlar
d’especies que han colonitzat grans extensions territorials, es parla d’espécies
que s’han adaptat a diversos biomes. De nou, els resultats mostren que aquesta
hipotesi no es compleix. El kiang (Equus kiang) o el ratoli cérvol nord-america

(Peromyscus maniculatus) es poden localitzar en diversos biomes mentre que el
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goril-la occidental (Gorilla gorilla) o el panda gegant (Ailuropoda melanoleuca) es
troben en un de sol i tots quatre tenen diferencies entre les diversitats de les
seves microbiotes molt significatives. Igual que amb I'habitat, aquesta hipotesis
es podria plantejar en el sentit contrari, per0 tampoc queda avalada pels
resultats. El duc langur de tija vermella (Pygathrix nemaeus) o el langur gris de
nas xat (Rhinopithecus brelichi) s’'ubiquen en un Unic bioma mentre que el babui
d’oliva (Papio anubis) o I'os formiguer gegant (Myrmecophaga tridactyla) n’han
colonitzat una gran quantitat, sent que, tots quatre tenen diferéncies entre les
diversitats de les espécies en condicions de llibertat i en condicions de captiveri

gue no son significatives.

Una altra pregunta que ens podem plantejar és si aquelles espécies ubicades en
biomes amb gran biodiversitat tindran microbiotes amb molta més diversitat en
condicions de llibertat que en condicions de captiveri, mentre que aquelles
espécies que estan ubicades en biomes amb baixa biodiversitat tindran
microbiotes en les que la diversitat augmenta en condicions de captiveri. Els
resultats també semblen indicar que la hipotesi no es compleix. Algunes especies
caracteristiques de la selva com el ximpanzé (Pan troglodytes) o el duc langur
de tija vermella (Pygathrix nemaeus) no tenen variacions significatives en quant
a la diversitat de la seva microbiota quan passen de condicions de llibertat a
condicions de captiveri. En el cas del goril-la occidental (Gorilla gorilla), la
diversitat de la seva microbiota fins i tot augmenta de manera molt significativa
en condicions de captiveri. Ara bé, la hipotesi si que semblaria complir-se en part
ja que espécies com el cérvol sika (Cervus nippon) o el kiang (Equus kiang),
localitzats en biomes amb més baixa biodiversitat com boscos d’alta muntanya,
estepes i, fins i tot, deserts, presenten un augment significatiu de la seva
biodiversitat en condicions de captiveri. No obstant, tenint en compte la
mancancga d’espécies localitzades en biomes amb molt baixa biodiversitat i
sabent que la hipotesi ja no es compleix per aquelles espécies que es localitzen
en biomes amb biodiversitats molt elevades, no podem considerar-la com a

correcta.

El cas que val més la pena recalcar en aquesta seccio és el de les dues espécies
de ratoli que pertanyen al génere Peromyscus. Peromyscus leucopus i

Peromyscus maniculatus pertanyen a la mateixa classe, habiten en regions

23



geografiques gairebé identiques, tenen el mateix estat de conservacio i, a grans
trets, la seva dieta és igual. Ara bé, la variacio en la diversitat de la microbiota
entre el grup d’individus salvatges i el grup d’individus captius és no significativa
en la primera espécie i molt significativa en el cas de la segona. Una possible
explicacio seria que Peromyscus leucopus no es troba en el bioma d’aiguamoll
mentre que Peromyscus maniculatus si, pero no sembla la més probable. Una
de millor és que Peromyscus leucopus s’ha adaptat a la vida en arees urbanes.
Aix0 comporta que, en condicions de llibertat, hagi tingut una exposicio important
a la dieta dels humans de manera que els bacteris de la microbiota humana
s’hauran traspassat a la seva microbiota. Per tant, es raonable que en condicions

de captiveri aquesta especie no pateixi cap canvi significatiu.

Dieta

De tots els factors analitzats, la dieta és el que es suggereix que te més influéncia
en la composicio de la microbiota d’un individu (Cobo-Lopez et al., 2022). De
manera més concreta, s’ha constatat que les espécies que son herbivores
tendeixen a tenir microbiotes amb més diversitat que les espécies omnivores, i
alhora les microbiotes d’aquestes tendeixen a tenir més diversitat que les de les
especies carnivores (Levin et al., 2022). Per tant, seria de suposar que la
diversitat de la microbiota d’'una espécie criada en condicions de captiveri varii
de manera diferent a com es comporta en condicions de llibertat en funci6 de si

aguesta especie és herbivora, omnivora o carnivora.

Els resultats obtinguts mostren que les espécies carnivores tendeixen a tenir
diferéncies entre la diversitat de les microbiotes d’individus salvatges i la
d’individus captius no significatives i, en cas de que siguin significatives, sén poc
significatives amb excepcio del tigre (Panthera tigris) (carnivor estricte), en la que
ja es bastant més significativa. En el cas de les espécies omnivores, aquestes
presenten diferéncies entre la diversitat de les microbiotes d’individus salvatges
i la d’individus captius que son no significatives amb excepcié del ratoli cérvol
nord-america (Peromyscus maniculatus), que presenta diferencies molt

significatives. Finalment, en el cas de les espécies herbivores, la microbiota es
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comporta de totes les maneres possibles (fins i tot en herbivors estrictes) havent-
hi especies com el kiang (Equus kiang) o el cérvol mesquer alpi (Moschus
chrysogaster) que tenen diferencies entre les diversitats dels individus salvatges
i captius molt significatives mentre que en d’altres com el cérvol del pare David
(Elaphurus davidianus) o el uombat de musell pelut del sud (Lasiorhinus latifrons)
les diferencies son no significatives. A la llum d’aquests resultats, no es pot
extreure cap conclusié sobre si la dieta que té una espeécie en condicions de
llibertat sera un indicatiu del comportament de la diversitat de la seva microbiota

en condicions de captiveri i de quina manera.

Estat de conservacio

En el cas de I'estat de conservacio, la hipotesi que ens hem plantejat és que
aguelles espécies que estan en estadis més propers a l'extincid son les que
menys s’han adaptat a la convivencia amb els éssers humans i, per tant, en les
que la seva microbiota pateix més variacions en condicions de captiveri. Igual
que amb la resta de factors avaluats, aquesta hipotesi es compleix per algunes
espeécies, com és el cas del goril-la occidental (Gorilla gorilla), que esta en un
estadi molt proper a I'extincio i les diferéncies entre les diversitats de la seves
microbiotes de condicions de llibertat a condicions de captiveri sén molt
significatives o del babui d’oliva (Papio anubis) i Rana dybowskii, que estan en
estadis molt allunyats de I'extincio i tenen diferéncies entre les diversitats de les

seves microbiotes segons el grup d’individus no significatives.

Ara bé, com ha passat amb la resta de factors, no es compleix amb la major part
de les especies. D’entre les que es troben en estadis propers a I'extincio, el cérvol
del pare David (Elaphurus davidianus) o el langur gris de nas xat (Rhinopithecus
brelichi) tenen diferéncies no significatives entre les diversitats de les microbiotes
de condicions de llibertat a condicions de captiveri mentre que espécies en
estadis bastant més allunyats de I'extincié com el kiang (Equus kiang) o el ratoli
cérvol nord-america (Peromyscus maniculatus) tenen diferencies entre les
diversitats de les microbiotes dels seus dos respectius grups d’'individus molt

significatives. Una de les possibles explicacions a perqué aquesta hipotesi no es
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compleix, és que algunes espécies estan en perill de extincidé per causes
diferents a I'accié humana, com es el cas del diable de Tasmania (Sarcophilus
harrisii), que es troba en aquesta situacié degut a una malaltia de tumors facials

molt contagiosa (Bender, 2010).

Estudis de similituds i de correlacié entre similituds i diversitats

Estudi de similituds

Per obtenir les mesures de similitud, s’han calculat les distancies entre diferents
subconjunts d’individus j obtinguts a partir de la matriu d’abundancies relatives
de géneres bacterians (1056) en individus (625). En concret, s’ha calculat la
distancia entre els individus salvatges, entre els individus captius i entre els
individus salvatges i els individus captius per cada especie de vertebrat. La
meétrica de distancia seleccionada ha estat la distancia euclidiana. Els resultats
s’han representat en un diagrama de caixes o boxplot (Figura 3) i el valor mitja

d’aquests resultats en un stemplot (Figura 4).

En els grafics obtinguts podem observar uns resultats generals molt semblants
als de I'estudi (Alberdi et al., 2021) o als obtinguts en I'estudi de diversitat fet per
nosaltres. Es a dir, hi ha espécies de vertebrat en les que les distancies entre
individus salvatges sén molt més grans que les distancies entre individus captius,
com és el cas del peixet de sequiol (Aphanius iberus) o del tigre (Panthera Tigris),
cosa que suggereix una convergencia de la microbiota dels individus en
condicions de captiveri. Aquest comportament pot ser explicat per una
simplificacio de 'ambient en el que es desenvolupen els individus captius (Alberdi
et al., 2021). En laltre extrem, hi ha espécies de vertebrat en les que les
distancies entre individus salvatges son meés petites que entre individus captius,
com és el cas del duc langur de tija vermella (Pygathrix nemaeus) o el diable de
Tasmania (Sarcophilus harrisii). Aquesta situacid, menys esperada a priori,
indica una diferenciacié de la microbiota d’aquests individus en condicions de
captiveri i, per tant, suggereix que aquestes condicions poden ser més diferents
les unes de les altres del que ho soén les condicions de llibertat. Una de les

explicacions que es poden proposar per explicar aquest comportament és que
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les especies en les que es dona una convergéncia de la microbiota en condicions
de captiveri tendeixen a ubicar-se en estat salvatge en regions geografiques molt
amplies, como és el cas del tigre que es troba per tota Asia, mentre que aquelles
especies en les que es dona una diferenciacié de la microbiota en condicions de
captiveri s’'ubiquen en estat salvatge en regions geografiques molt petites, com
és el cas de les dues especies mencionades, ubicades en unes poques regions

del Sud-est asiatic o en l'illa de Tasmania, respectivament.
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Especie de vertebrat

Fig 3. Similitud entre individus (salvatges, captius i salvatges-captius) per espécie de vertebrat. Diagrama de caixes en
el que es representen les similituds entre tots els individus salvatges, entre tots els individus captius i entre tots els
individus salvatges i captius de cada espécie de vertebrat.

Per altra banda, les distancies entre individus salvatges i individus captius son,
en general, més grans que les distancies entre individus salvatges i que les
distancies entre individus captius. Aquests resultats sén els que s’haurien
d'esperar. Tot i aixi, hi ha alguns cassos en els que alguna d’aquestes dues
condicions no es compleix. Aixi, en el cas de la tortuga gegant d’Aldabra
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(Aldabrachelys gigantea) o del gaur (Bos gaurus), la distancia entre individus
captius és superior a la distancia entre individus salvatges i captius. Aix0 pot
suggerir que les condicions de captiveri d’aquests dos animals son més diferents
entre si del que ho s6n amb les condicions en llibertat. El cas contrari seria, per
exemple, el de l'os formiguer gegant (Myrmecophaga tridactyla) o el del
llangardaix cocodril xinés (Shinisaurus crocodilurus), en els que la distancia entre
individus salvatges és superior a la distancia entre individus salvatges i captius,
suggerint que les condicions de vida en llibertat d’aquests dos animals sén més
diferents entre si del que ho sén amb les condicions de captiveri. No hi ha cap
cas en que les distancies entre individus salvatges i captius sigui inferior alhora

a la distancia entre individus salvatges i a la distancia entre individus captius
alhora.
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Especie de vertebrat

Fig 4. Similitud mitjana entre individus (salvatges, captius i salvatges-captius) per espécie de vertebrat. Stemplot en el
que es representen les mitjanes de les similituds calculades entre tots els individus salvatges, tots els individus captius
i tots els individus salvatges i captius de cada espécie de vertebrat.
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El diagrama de caixes també presenta una linia base o baseline (Figura 3).
Aquest element representa la mitjana de 10000 valors de distancies entre
individus de diferents espécies de vertebrat seleccionats a I'atzar. Per tant, la
linia base permet comparar les diferéncies entre els individus d’un mateix tipus
0 espécie amb els individus d’altres espécies de vertebrat. Dit d’'una altra manera,
en tots aquells grups d’individus en els que el valor de la mediana estigui per
sobre de la linia base, es pot establir que la similitud entre les microbiotes
d’aquell grup d’individus tindra un valor inferior al del valor mitja de les similituds

entre microbiotes de totes les especies de vertebrat.

Per tant, el que s’esperaria és que cap de les medianes hagués tingut un valor
superior al de la linia base pero, tot i que en la major part dels cassos és aixi,
aixo no es compleix per a totes les espécies de vertebrat. Per exemple, en el cas
del panda gegant (Ailuropoda melanoleuca), la distancia entre els individus
salvatges i la distancia entre els individus captius es inferior a la linia base pero
no aixi la distancia entre els individus salvatges i els individus captius. Aixo podria
suggerir que les condicions de llibertat i les condicions de captiveri pels
espécimens del panda gegant son similars entre elles, pero tant diferents les
unes amb les altres que algunes espécies de vertebrat tenen microbiotes més
similars a les d’altres especies. Un altre cas seria el del dofi nas d’ampolla comu
(Tursiops truncatus), en el que la distancia entre les microbiotes per qualsevol
grup d’individus és sempre superior a la linia base. Aix0 suggereix que les
microbiotes dels individus de dofi comld sén més diferents entre elles del que ho
sén algunes de les microbiotes de moltes espécies de vertebrat en comparacio

amb les d’altres espécies de vertebrat.

Estudi de correlacié entre similituds i diversitats

L’objectiu d’aquesta seccio ha estat el de comprovar si existeix una correlacio
entre la similitud de la microbiota de dos individus de la mateixa especie i la
diversitat tipica de la microbiota de I'espécie. La métrica de diversitat utilitzada
ha estat I'a-diversity i la metrica de distancia ha estat la distancia euclidiana, totes
dues calculades en estudis anteriors. Una vegada s’han obtingut les dues
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metriques, es representen les distancies en funcio de les diversitats en un grafic

de dispersio o scatterplot (Figura 5).

De nou, representar graficament aquests resultats é€s insuficient per saber si
existeix una correlacio entre distancies i diversitats. Cal calcular el coeficient de
correlacio i comprovar si el p-valor resultant és significatiu o no. El coeficient de
correlacio utilitzat ha estat el de la correlacié de Pearson que, junt amb el p-valor,
estan representats en el grafic (Figura 5).
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Fig 5. Correlacio entre distancies i diversitats per espécie de vertebrat. Grafic de dispersio en el que es representa la
correlacio entre el valor mitja de les distancies euclidianes i el valor mitja de les a-diversities del conjunt d’individus
salvatges i del conjunt d’individus captius de cada espécie de vertebrat. P-valors (n.s.: p-valor > 0.05; *: 0.05 > p-valor
>0.01; **:0.01 2 p-valor > 0.001; ***: p-valor < 0.001).

El p-valor ens indica que la correlacié de Pearson és molt significativa. Per tant,
existeix una correlacié molt forta entre la similitud de dos individus qualsevol d’'un
tipus (salvatge o captiu) i la diversitat tipica de la microbiota d’aquell grup
d’'individus per a tot el conjunt d’espécies de vertebrat del nostre estudi. El
significat d’aquesta correlacid6 és el seguent. En aquells grups d’individus
salvatges o captius d’'una espécie de vertebrat en les que la microbiota tingui una
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diversitat molt elevada, les microbiotes d’aquests individus seran molt semblants
les unes de les altres. Els dos cassos en els que aquest fenomen és més acurat
son les microbiotes dels individus captius del goril-la occidental (Gorilla gorilla) i
les dels individus captius de ximpanzé (Pan troglodytes). Es molt probable que
el fet de que el goril-la occidental i el ximpanzé pertanyin al mateix infra-ordre
que I'ésser huma, amb el que conviuen en condicions de captiveri, estigui
relacionat amb el fet de que sigui en aquestes dues espécies en les que aquesta
dinamica es produeix de manera més clara. Per altra banda, en aquelles
especies de vertebrat en les que la microbiota tingui una diversitat molt baixa, els
individus d’aquella espécie tindran una microbiota molt diferent els uns dels
altres. Aquest és el cas, per exemple, dels individus salvatges del tigre (Panthera
tigris) o dels individus captius del dofi nas d’ampolla comu (Tursiops truncatus).
Una possible explicacié per aquest fenomen podria ser que, quan més elevada
sigui la diversitat de la microbiota, menys susceptible sera aquesta microbiota a

una variacié de la seva composicio degut a canvis dietetics i/o ambientals.

Estudi de nestedness

Seleccid dels llindars

Com ja s’ha explicat, per realitzar un estudi de nestedness és necessari que les
matrius utilitzades siguin matrius binaries. Per tant, el primer pas que cal fer és
discretitzar les matrius d’abundancies relatives en base a un valor llindar. Ara bé,
el valor llindar idoni és aquell que maximitza el valor de nestedness de la matriu
binaria i, per tant, aquest valor no es pot saber amb certesa des d’un principi. Es
cert que, a partir de l'observacié de representacions grafiques com els
histogrames o els clustermaps, es pot intuir; pero, encara i aixi, es millor
comprovar-ho empiricament. Aixo significa que s’han de calcular diversos valors
de nestedness utilitzant un conjunt de llindars. A amb I'excepcié del valor 101, el
conjunt de llindars seleccionats és el mateix que s’ha utilitzat per construir
I'hnistograma de la matriu d’abundancies relatives de géneres bacterians en
individus (Figura 1).
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Valors de nestedness

S’han calculat tots els possibles valors de nestedness de totes les matrius

d’abundancies relatives construides en estudis anteriors (Taula 4).

Llindar Valor de nestedness
Individus | Vertebrats A. melanoleuca P. maniculatus

S C S&C S C S&C
10 0.2161 0.1934 0.360 | 0.682 | 0.366 | 0.660 | 0.594 | 0.618
103 0.2895 0.2679 0.456 | 0.549 | 0.383 |0.720 | 0.660 | 0.686
10* 0.3199 0.3299 0.462 | 0.476 |0.356 |0.718 | 0.672 | 0.693
10° 0.3197 0.3598 0.463 | 0.467 | 0.352 |0.718 | 0.672 | 0.693
10°© 0.3197 0.3602 0.463 | 0.467 | 0.352 |0.718 | 0.672 | 0.693
107 0.3197 0.3602 0.463 | 0.467 | 0.352 | 0.718 | 0.672 | 0.693

Taula 4. Valors de nestedness de totes les matrius binaries resultants de discretitzar cada una de les matrius
d’abundancies relatives per cada un dels valors llindars.

En la taula 4, el valor de nestedness més gran que s’ha calculat per cada matriu
d’abundancies esta marcat en negreta. D’aquesta manera, a través d’aquesta
taula es pot seleccionar el valor llindar idoni per discretitzar cada una de les
matrius d’abundancies relatives de manera que el valor de nestedness calculat

sigui maxim.

Generacidé dels clustermaps

Per coneixer 'aspecte que adopta una matriu d’abundancies relatives després
de ser discretitzada amb cada un dels valors llindars i aixi triar-ne el més
adequat, una de les eines utilitzades pot ser el clustermap de la matriu. Tot i que
s’han generat els clustermaps de totes les matrius de les dues primeres
columnes de la taula 4 (Ferrero, 2023), en aquesta seccié només hem inclos el
clustermap de les matrius binaries obtingudes al discretitzar la matriu

d’abundancies relatives de generes bacterians en individus amb el valor llindar
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10 i la matriu d’abundancies relatives de generes bacterians en espécies de
vertebrat amb el valor llindar 106, que sén els que permeten obtenir el valor de

nestedness més gran per aguestes dues matrius (Figures 6 i 7).

-1.0

- 08

Fig 6. Clustermap matriu binaria d’abundancies de géneres bacterians en individus. Clustermap de la matriu binaria

resultant de discretitzar la matriu d’abundancies relatives de generes bacterians en individus amb el valor llindar 10
4

Obtencid del p-valor

Per ultim, per saber si els valors de nestedness seleccionats s6n o no sén
significatius, aquests s’han de comparar amb els de les respectives hipotesis
nul-les. Tot i que es va implementar el codi per portar a terme aquest Ultim pas i
es va comprovar que funcionava correctament amb petites matrius de prova, el
seu temps d’execucio hagués estat extremadament alt per matrius d’aquestes

caracteristiques. El codi s’ha optimitzat diverses vegades i se li ha aplicat
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paral-lelisme (Ferrero, 2023). Aix0 ha permeés reduir el temps d’execucié de
manera molt significativa. Encara i aixi, segueix sent de dies per la matriu més
gran, massa elevat per a executar-lo en un ordinador portatil. Caldria executar-
lo de manera ininterrompuda en els ordinadors del laboratori de manera

indefinida, cosa que, per desgracia, no ha estat possible.
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Fig 7. Clustermap matriu binaria d’abundancies de géneres bacterians en espécies de vertebrat. Clustermap de la
matriu binaria resultant de discretitzar la matriu d’abundancies relatives de géneres bacterians en grups d’individus
salvatges i captius de cada espécie de vertebrat amb el valor llindar 10°®.

En consequéncia, no es pot saber amb certesa si les matrius d’abundancies

relatives que hem construit segueixen un patré nested o no.
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Conclusions

A grans trets, els resultats de I'estudi han mostrat que la microbiota intestinal
d’algunes espécies de vertebrat pateix variacions en la seva composicio quan

I'especie es criada en condicions de captiveri.

En el cas de la diversitat, algunes microbiotes presenten diferencies entre el grup
d’individus salvatges i el grup d’individus captius que poden arribar a ser molt
significatives. A meés, aquestes diferencies es donen en totes dues direccions.
Es a dir, hi ha espécies en les que la diversitat de la seva microbiota augmenta
en condicions de captiveri i d’'altres en les que disminueix. Respecte als motius
pels quals aquest fenomen es produeix en algunes espécies i en altres no, cap
dels factors dietetics o ambientals avaluats ens ha proporcionat una explicacié
per a totes o la major part de les espécies. Aixd ens demostra que encara s’ha
de fer molta recerca en el camp de la microbiota intestinal per arribar a

comprendre el seu comportament en certes condicions.

En el cas de les similituds, es dona un situaci6 molt semblant. Algunes
microbiotes s6n molt semblants entre qualsevol dels individus de I'espécie, sigui
aguest salvatge o captiu, mentre que d’altres son extraordinariament diferents,
fins al punt de que algunes s’assemblen més a les d’individus d’altres espécies
que entre elles quan pertanyen a diferents grups. A més, s’ha constatat
I'existéncia d’'una correlacio entre les similituds i les diversitats, que afecta d’igual
manera als grups d’individus salvatges i als grups d’individus captius. Segons els
resultats observats, les microbiotes que tinguin una alta diversitat seran molt més

semblants entre elles que les que tinguin una baixa diversitat.

Per altra banda, tot i que s’ha pogut calcular el valor de nestedness de totes les
matrius d’abundancies relatives, I'estudi en quliestio no s’ha pogut completar. Per
arribar a una conclusié solida hagués estat necessari comparar els valors
calculats amb els de la hipotesi nul-la i obtenir-ne el p-valor. No obstant, en base
als valors de nestedness obtinguts per les randomitzacions generades per provar
'algorisme, queda patent que es tracta d'una projecte en el que pot ser
interessant continuar investigant, ja que pensem que és probable que aquestes

matrius tinguin un patré nested.
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Autoavaluacio

El motiu pel qual vaig decidir realitzar aquest projecte €s perquée la tematica,
emmarcada dins del context de la ciencia de dades, semblava combinar de forma
molt encertada conceptes biotecnologics amb eines informatiques. La meva
principal expectativa era resoldre els dubtes que tenia sobre si aquest camp és

del meu gust o no.

Durant el desenvolupament del treball, he hagut d’aprendre a cercar informacio
en articles cientifics. En ocasions, trobar aguesta informacio ha estat un repte. A
més, la lectura de certes seccions dels articles o d’articles sencers (com és el
cas d’aquells en els que he basat el projecte) és complexa i m’ha forcat a una
millora del meu nivell d’anglés. EI domini en el que probablement hagi adquirit
més coneixements ha estat el de les microbiotes intestinals. Inicialment em va
sorprendre les poques teories solides a les que s’ha arribat tenint en compte la
quantitat de recerca que s’ha fet en aquest camp, pero després de no poder
extraure gairebé cap conclusié concreta dels meus resultats, he entés la dificultat
de fer recerca en aquest ambit i, probablement, en molts altres. Aixo també

demostra com de sacrificat és el mén de la ciéncia.

També he millorat els meus coneixements del llenguatge de programacio
Python, en el que he implementat tot el codi per processar les dades d’entrada i
obtenir els resultats. Altres eines informatiques en les que he hagut de demostrar
un cert coneixement han estat el llenguatge de programacié bash, I'entorn de
desenvolupament integrat PyCharm, el software de control de versions Git o la

plataforma GitHub per allotjar projectes.

A grans trets, puc dir que el meu dubte inicial esta resolt i que la resposta és
afirmativa. Tinc algunes desavinences amb la dificultat de comprendre el
contingut d’alguns articles cientifics i la necessitat de citar informacié molt obvia,
pero, els coneixements que he adquirit durant la realitzacié d’aquest treball han
estat molt interessants i les eines que he apres a utilitzar molt atils, aixi que el
balan¢ és positiu. Per tant, el mon de la ciencia de dades €s un mon en el que

em plantejo seguir treballant si en tinc la oportunitat.
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