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Tutorial “Moving Pictures” (microbioma humano)
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"' Faca uma copia do Python
Notebook para o seu Google Drive e
abra-o para executar o cédigo.

" Cuidado para nao fechar a guia
ou ajanela.

Deixe executando a instalacao do
QIIME2 e dependéncias

CO & QIIME_16S.ipynb 7+

{x}

+

Arquivo Editar Ver Inserir Ambiente de execugao Ferramentas

Localizar no Drive

Abrir no modo Playground

Novo notebook .
clamer

Abrir notebook Ctrl+0

Fazer upload de notebook seadonon

Rename

Mover

Mover para a lixeira ento no se!
:utorial futt

| . :
Salvar uma cépia no GitHub 1. 0 Google

cirl+s los desde ¢

Salvar

Salvar e fixar revisdo Ctrl+M S
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Microbioma

Colecao de microrganismos e seus componentes bioldgicos em um
ambiente

Microrganismos + Genes +
Genomas + Proteinas +
Metabdlitos
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LibreTexts Biology. Book Microbiology (Boundless).

Por que estudar
um microbioma?

Participacao de
microrganismos no ciclo
biogeoquimico.


https://bio.libretexts.org/Bookshelves/Microbiology/Book%3A_Microbiology_%28Boundless%29/16%3A_Microbial_Ecology/16.1%3A_Microbial_Ecology/16.1C%3A_Role_of_Microbes_in_Biogeochemical_Cycling

Healthy colon

Reduced gut microbial
species and diversity

C.difficiie killed but the environment
spores can remain ° o..

Recurrent infection Ingestion
of C. difficile
spores from

« C. difficile spores
germinate
« Bloom of C. difficiie

L8
\\ €§s -

Dysbiosis of the
gut microbiota

Antibiotics
Pseudomembranous colitis

Development of CDI

« Severe diarrhea, abdominal pain, nausea and fever
« C, difficiie toxins induce inflammation and cell death
» CDI can cause pseudomembranous colitis

Por que estudar
um microbioma?

Fecal Microbiota
Transplant (FMT)

Clostridium difficile
Toxinas — intestino

BORODY, Thomas J.; KHORUTS,
Alexander. Fecal microbiota

transplantation and emerging

applications. Nature reviews
Gastroenterology & hepatology, v. 9,

n. 2, p. 88-96, 2012. .




Existem microrganismos nao cultivaveis na bancada (laboratério) (~99%)

Como podemos estudar um microbioma?




Sequenciamento de DNA / RNA

gf A ”"‘%ﬁ “...amassively collaborative effort to
| &.'m' characterize microbial life on this planet”
: #?. T3
¥ .'
“We set out to analyze 200,000 samples
rt | from these communities...”
mlcroblome project

https://earthmicrobiome.org/



https://earthmicrobiome.org/

NIH Human Microbiome Project

Sequenciamento
' de DNA / RNA
=y https://www.hmpdacc.org/

-
Characterization of the microbiomes Characterization of microbiome and
of healthy human subjects at five human host from three cohorts of
major body sites, using 16S and microbiome-associated conditions, ~US $ 170 milhoes
metagenomic shotgun sequencing. using multiple ‘'omics technologies.

STUDIES PRIMARY SITE SAMPLES FILES

a 18 @ 48 & 31,596 = 161,265
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BIKEL, Shirley et al. Combining metagenomics, metatranscriptomics and viromics to explore novel microbial interactions: towards a systems-level understanding
of human microbiome. Computational and structural biotechnology journal, v. 13, p. 390-401, 2015. 11
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ATGAAAGTTCAACCCAATGCGCTCTGGGAGCAGTGTCTTCAACTTATCAGAGATAATGTAACCGAGCAGC
AGTTTACAACATGGTTCAAGCCAATTACCTTCGAAGCGTTCGATGCGGCTACCAATATCCTATTGGTGCA
GGTGCCGAGTCCGTTCGTTTACGAGTACTTGGAGGAAAACTATGTTGATTTGTTGAGCAAAGTGCTTACC
CGTATATATGGCAAAGGCGTTCAGCTGAAGTACAGAATTGTTACCGACAAGGCGCACAATCTTACGCAGG
ACATACAATCTGAAACAGTTGATAATGTGGAAACGCAGTTGCCGACCAATCGTGCCAACCAAAGTCCGAC
ACCATTAGACGTTGCTCTTCAAGAAATAGACCCACAGTTAGACTTGCACAAATCGTTTTCAAACTATATT
GAAGGCGATAGCAACAAGCTGCCACGCTCTATTGGCTTGTCAATAGCAGAACACCCGAACACCACGCAGT
TCAATCCGATGTTCATTTATGGTCCATCGGGTTGTGGAAAAACCCACCTTATCAATGCGATAGGTCTGCG
CATAAAGCAGCTTTACCCACAAAAGCGTGTGTTGTATATATCTGCTCGTCTGTTCCAAGTACAGTACACA
AATTCTGTTTTGAATAATACGACCAACGATTTCATCAACTTCTATCAAACAATAGATGTTTTAATCGTCG

Quais microrganismos estao presentes?
(Taxonomia)
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Gene ribossomal da subunidade 16S

16S: Bactérias e arqueias
18S ou ITS: Fungos

Maior cobertura e menor custo
(comparado ao shotgun)

Limitacoes:

e I|dentificacdo taxondbmica menos
precisa (Confiabilidade até nivel
de género!)

e Nao é possivel realizar analise
funcional de genes (embora ha
programas que fazem inferéncias
a partir da taxonomia)

YANG, Bo; WANG, Yong; QIAN, Pei-Yuan. Sensitivity and correlation of hypervariable regions in 16S rRNA
genes in phylogenetic analysis. BMC bioinformatics, v. 17, n. 1, p. 1-8, 2016. 14




Gene ribossomal da subunidade 16S
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JOHNSON, Jethro S. et al. Evaluation of 16S rRNA gene sequencing for species and strain-level
microbiome analysis. Nature communications, v. 10, n. 1, p. 1-11, 2019.
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&fisz

e Quantitative insights into Microbial
Ecology

“...is a powerful, extensible, and decentralized
microbiome analysis package with a focus on data and
analysis transparency.”

e Pacote de ferramentas para analise de
microbioma

e Criadoem ~2010 durante o Projeto de
Microbioma Humano (2007-2016)

e Liderado por Greg Caporaso and Rob
Knight.
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Tutorial “Moving Pictures” (microbioma humano)
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Analise dos dados 16S rRNA - Etapas s Surade rarefagio

Obtencao dos dados

(segs. e metadados)

Alfa-diversidade

Normalizacao + _ .
Anélises de | Beta-(géir'il)dade
Pré-processamento Diversidade
(importacao,
demultiplexagao)

> Ab_undénfsia
Diferencial

Classificacao
Processamento dos —> Taxon®mica
reads em ASVs

Abundancia Relativa
por taxon

Documentacao e tutorial: https://docs.qiime2.org/2022.8/tutorials/moving-pictures/
S



https://docs.qiime2.org/2022.8/tutorials/moving-pictures/

Analise de rRNA 16S

Obter dados (sequéncias e metadados)

Importar dados para QIIME2

Filtragem e agrupamento dos reads em ASVs

Construcao da tabela de ASVs (contagem de sequéncias por
ASVs em cada amostra)

5. Analise dé} d'Ve.rS'dade: ASVs (Amplicon Sequence Variants):
a. Alfa-diversidade sequéncias Unicas de DNA que

b. Beta-diversidade representam um organismo.
6. Classificacao taxondmica

H LW

19




Antes de iniciar o processamento dos dados

1. Instalacao do QIIME2 e dependéncias

2. Criacaodediretorios:

a. dados_mp
b. dados_mp/seqs

20



Sobre os dados

&'imeQ

Amostras (versao simplificada do artigo original)

e Dados sequenciados na plataforma Illumina HiSeq
e Protocolo de sequenciamento do Earth Microbiome Project para a
regido hipervariavel 4 (V4) do gene de rRNA 16S

(No artigo original, foram 396 amostras coletadas em tempos diferentes)
CAPORASQO, J. Gregory et al. Moving pictures of the human microbiome. Genome biology, v. 12, n. 5,
p. 1-8,2011. o



3) Obter os dados: Metadados

3.1 - Baixe a tabela de metadados e dé uma olhada. &ﬁmQQ

lwget -0 "sample-metadata.tsv”
"https://data.qiime2.0rg/2022.8/tutorials/moving-pi
ctures/sample metadata.tsv"

lcat sample-metadata.tsv
wget = obter arquivo

cat = visualizar arquivo

Ha quantas amostras?
Quais as principais variaveis que podemos analisar?

22
S




Sobre os metadados
Ha quantas amostras? &I’imQQ

Quais as principais variaveis que podemos analisar?

e Doisindividuos

o Quatroregidesdocorpo o
m Cinco amostras temporais (Day O — uso de antibiotico)

e Total: 34 amostras (faltam algumas amostras)

e A comunidade microbiana difere entre dois individuos?
e A comunidade microbiana difere ao longo do tempo apds o uso

de antibidtico?

23



Obter os dados: Sequéncias e Barcode

3.2 - Baixe as sequéncias de 16S rRNA para o diretério “seqs”

lwget -0 "seqs/sequences.fastqg.gz" \
"https://data.qiime2.0rg/2022.8/tutorials/moving-pictures/emp-sing
le-end-sequences/sequences.fastq.gz"

3.3 - Baixe os barcodes (sequéncias identificadoras das amostras)

lwget -0 "segs/barcodes.fastqg.gz" \
"https://data.gqiime2.0rg/2022.8/tutorials/moving-pictures/emp-sing
le-end-sequences/barcodes.fastq.gz"

24



Importar arquivos para QIIME2

Iqgiime tools import \
--type EMPSingleEndSequences \
--input-path segs \
--output-path seqgs.qza

EMPSingleEndSequences = Sequéncias multiplexadas e unicas (ndo pareadas)

Para importar outros formatos: hitps://docs.qiime2.org/2022.8/tutorials/importing/

25
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4) Demultiplexar reads

Demultiplexar sequéncias

Iqiime demux emp-single \
--i-segs seqs.qza \
--m-barcodes-file sample-metadata.tsv \
--m-barcodes-column barcode-sequence \
--0-per-sample-sequences demux.qza \
--0-error-correction-details demux-details.qza

“‘Demultiplex” — separar sequéncias por amostras de acordo com a sequéncia
identificadora (barcode)

26



4) Demultiplexar reads

Visualizar quantidade de sequéncias por amostra

Igiime demux summarize \
--i-data demux.qza \
--0-visualization qualities.qzv

Arquivos que terminam em .qzv podem ser visualizados na plataforma online do
QIIME2: https://view.qiime2.org/

“Arrastar” ou fazer upload do arquivo demux.qgzv na plataforma online.

O que vocé observa ao longo dos reads? A partir de

qual posicao dos reads vocé "trimaria” (cortaria)? .
S



https://view.qiime2.org/

5 - Processamento dos reads em ASVs

Amplicon Sequencing. Exactly. VG &k

DADAZ2 (Divisive Amplicon Denoising Algorithm)
Detecta e corrige (quando possivel) dados de sequéncia de amplicon lllumina.
Filtra sequéncias quiméricas.

Esse passo é o mais demorado (entdo vamos deixar executando durante a
explicacao)

28



5) Processamento dos reads em ASVs

5.1) Executar DADA2

Iqiime dada2 denoise-single \
--i-demultiplexed-seqs demux.qgza \
--p-trim-left ? \
--p-trunc-len ? \
--0-representative-sequences rep-seqs-dada2.qza \
--o-table table-dada2.qgza \
--o-denoising-stats stats-dada2.qza

--p-trim-left m — corta as primeiras m bases de cada sequéncia

--p-trim-length n — corta a sequéncia da posicao n até o final

Baseado nos graficos que vocé visualizou no demux.qzv, que valores

vocé escolheria para --p-trunc-len e --p-trim-1left neste caso?
29



5) Processamento dos reads em ASVs

1. Filtrar e 'trimar' os

°
S

Amplicon Sequencing. Exactly. N & bk

Schematic of OTU and DADA2 approaches towards amplicon sequencing errors.

reads
sample amplicon reads _OTUs
2. Encontrar o conjunto sequences F N
mais provavel de . - ! \
sequéncias unicas na ® ‘.9 <
amostra (ASVs) o o -
3. Remover quimeras
Errors
A — Make OTUs
4. Contar as abundancias —
de cada ASV w

https://igcbioinformatics.qgithub.io/biomeshinycourse/pages/dada2/Biodata.ptCrashCourses.html

30



https://igcbioinformatics.github.io/biomeshinycourse/pages/dada2/Biodata.ptCrashCourses.html

5) Processamento dos reads em ASVs

[
N I  ASV1
I
Amostral | I ASV/2
I | | ASV3 1
I
S I A S\ 1
AmOstral e —— I ASV2 1
| I | | ASV3
ASV Al A2 Sequéncia

ASV1 300 350 ATGGCATGCA..AG
ASV2 156 250 AAGGCATCCT..AG

ASVn 367 210 ATGCCTTCCA..AG

31
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5) Processamento dos reads em ASVs

5.2 - Visualizar quantidade de ASVs resultantes de cada passo do DADA2

Igiime metadata tabulate \
--m-input-file stats-dada2.qza \
--0-visualization stats-dada2.qzv

Qual a proporcao de reads que foi mantido apds o processamento em
ASVs? Observe o numero final de reads (non-chimeric). O que vocé
observa quando compara esses valores entre as amostras e como

isso pode afetar a métrica de diversidade?
32



5) Processamento dos reads em ASVs

5.3 - Visualizar contagem de reads por ASV em cada amostra (histograma)

Igiime feature-table summarize \
--i-table table-dada2.qgqza \
--0-visualization table.qzv \
--m-sample-metadata-file sample-metadata.tsv

33



Analise de Diversidade

Métricas de Diversidade

Alpha diversidade: diversidade ecolégica dentro de uma
amostra

Beta diversidade: diferencas ecoldgicas (distancias) entre
amostras

34



Analise de Diversidade: Alfa-diversidade

Quao diversa é uma Unica amostra?

N O @
e QA‘ ®e®
A® o B ® o

Muito diversa Um pouco diversa Nao é diversa

Riqueza (Richness): Quantos taxa estamos observado?
—> #taxa observados, indice Simpson, Faith’s PD (Phylogenetic Diversity)

Uniformidade (Evenness): Quao homogéneas sdo as abundancias entre os taxa?
— Indice Evenness

“Mistura”: Métricas que combinam ambos riqueza e uniformidade

— [ndice Shannon

35
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Analise de Diversidade: Alfa-diversidade

Testes estatisticos para alfa diversidade

e Alfadiversidade pode fornecer um unico valor para cada
amostra.

e Pode ser tratado como qualquer outra medida de amostra e pode

ser usado em testes univariados classicos (t-teste, Teste de
Mann-Whitney U)

36



Analise de Diversidade: Beta-diversidade

Qual a diferenca entre duas ou mais amostras/individuos/locais?

A <>
QA — - S A N ® O
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 1 Amostra 2
Similar Bem diferente

e Unweighted (nao ponderado = presenga/auséncia): Quantos taxa estao
compartilhados entre as amostras?
o Indice Jaccard, unweighted Unifrac
e Weighted (ponderado = considera abundancia como peso): Os taxa
compartilhados possuem abundancias similares?
o Distancia Bray-Curtis, weighted Unifrac

37



UniFrac

As amostras compartilham taxa similar geneticamente?

@ sequence from sample 1

@ sequence from sample 2

YR

Similar

Ry $ i

4

r

Diferente

e \Weighted Unifrac escala os ramos pela abundancia

https://gibbons-lab.qithub.io/isb_course 2020/16S/


https://gibbons-lab.github.io/isb_course_2020/16S/

Analise de Diversidade: Beta-diversidade

Podemos comparar a dissimilaridade (ou distancia) das amostras
entre si. Para isso, usamos técnicas de reducao de
dimensionalidade como:

PCoA - Analise de Coordenadas Principais

39




Analise de Coordenadas Principais (PCoA)

e Analise multidimensional para visualizar quais as fontes
principais de variabilidade dos dados.

e Duas (ou trés) dimensodes (as que mais contribuem para a
variabilidade dos dados)

e Amostras sao vistas como pontos num espaco e podemos
calcular a distancia entre elas.

40



Analise de Coordenadas Principais (PCoA)

1y

samplel 0

sample 2 - 0

not so good

<

4y

better

o

sample 3 @82 0.1
. ®

sample 1
sample 2
sample3 o

X v

https://gibbons-lab.qgithub.io/isb_course_2020/16S/
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Analise de Coordenadas Principais (PCoA)

Teste estatistico para beta diversidade

e Mais complicado.
e Geralmente ndo é normal e é heterogéneo.

e PERMANOVA pode lidar com isso.

https://gibbons-lab.qgithub.io/isb course 2020/16S/ 42
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6.1 - Calcular distancia filogenética entre ASVs

lqgiime phylogeny align-to-tree-mafft-fasttree \
--i-sequences rep-seqs-dada2.qza \
--0-alignment aligned-rep-seqgs.qza \
--o-masked-alignment masked-aligned-rep-seqgqs.qza \
--o0-tree unrooted-tree.qza \
--0-rooted-tree rooted-tree.qza

43



6.2 - Alpha ¢ Beta diversidade --p-sampling-depth M

Subamostragem dos

: . _ reads de cada amostra
Executar a analise de diversidade (alfa e beta) com a quantidade total

Iqgiime diversity core-metrics-phylogenetic \ de M

--i-phylogeny rooted-tree.qza \
--i-table table-dada2.gza \
--p-sampling-depth ? \
--m-metadata-file sample-metadata.tsv \
--output-dir core-metrics-results

Visualize o arquivo table.qzv e, em particular, a guia “Interactive Sample Detail”
nessa visualizacao. Que valor vocé escolheria para --p-sampling-depth?
Quantas amostras serdo excluidas de sua analise com base nessa escolha?

Quantas sequéncias totais vocé analisara no comando core-metrics-phylogenetic?
44
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6.2 - Alpha e Beta diversidade

Visualize os arquivos .qzv gerados no diretorio core-metrics-results na plataforma
online do QIIME2 (https://view.qiime2.org/ )

Arquivos terminados em ...emperor.qzv sao graficos de PCoA.

Mude as cores para visualizar o agrupamento no PCoA.
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Beta_ diVerSidade (PC OA) Proporcao da variabilidade dos

o . Axis 2 (22.71 %)/ dados explicada no eixo
Distancia Bray-curtis

Individuo

. subject-1
. subject-2 ‘V

&Y
®

Tempo depois do antibiético
V¥ DayO ®

@® After two months ®

Axis1432.51 %)y



Beta-diversidade (PCoA)

oA ) Axis 2 (22.71 %)
Distancia Bray-curtis

Regiao do corpo

. right palm
. tongue

Tempo depois do antibiético
V¥ DayO
@ After two months




6.3 - Analises estatisticas

Teste para alfa diversidade entre grupos

Igiime diversity alpha-group-significance \
--i-alpha-diversity core-metrics-results/faith _pd vector.qza \
--m-metadata-file sample-metadata.tsv \

--0-visualization core-metrics-results/faith-pd-group-significance.qzv

lgiime diversity alpha-group-significance \
--i-alpha-diversity core-metrics-results/evenness _vector.qza \
--m-metadata-file sample-metadata.tsv \

--0-visualization core-metrics-results/evenness-group-significance.qzv

Vemos uma diferenca na diversidade por amostra entre
subject (individuos)? E entre body-site (regides do corpo)?
Quais colunas dos metadados apresentam diferencas na
riqueza da comunidade microbiana? E na uniformidade?

48



6.3 - Analises estatisticas
Teste PERMANOVA para beta diversidade

Iqgiime diversity beta-group-significance \
--i-distance-matrix core-metrics-results/unweighted unifrac_distance_matrix.qza \
--m-metadata-file sample-metadata.tsv \
--m-metadata-column body-site \
--0-visualization core-metrics-results/unweighted-unifrac-body-site-significance.qzv \
--p-pairwise

Iqiime diversity beta-group-significance \
--i-distance-matrix core-metrics-results/unweighted unifrac_distance_matrix.qza \
--m-metadata-file sample-metadata.tsv \
--m-metadata-column subject \

--0-visualization core-metrics-results/unweighted-unifrac-subject-group-significance.qzv \

--p-pairwise

Ha diferencas na composicao microbiana estatisticamente significantes entre
os individuos (“subjects”)? E em relacao aos “body-sites”? Quais pares de
“body-sites” sao significativamente diferentes um do outro?
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6.4 - Classificacao Taxonomica

Obter classificador taxonémico
Classificador treinado com Base de Dados Greengenes v.13_8 99% OTUs para V4
lwget -0 "gg-13-8-99-515-806-nb-classifier.qgza"

"https://data.qiime2.0rg/2022.8/common/gg-13-8-99-515-806-nb-class
ifier.qza"
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6.4 - Classificacao Taxonomica

Atribuir taxonomia as sequéncias representativas (ASVs) usando o classificador

lqgiime feature-classifier classify-sklearn \
--i-classifier gg-13-8-99-515-806-nb-classifier.qza \
--i-reads rep-seqs-dada2.qza \
--0o-classification taxonomy.qza

(opcional) Para visualizar as taxonomias correspondentes a cada ASV:
lgiime metadata tabulate \

--m-input-file taxonomy.qza \

--0-visualization taxonomy.qzv
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6.4 - Classificacao Taxonomica

Visualize a abundanciarelativa

lqgiime taxa barplot \
--i-table table.qgza \
--i-taxonomy taxonomy.qgza \
--m-metadata-file sample-metadata.tsv \
--0-visualization taxa-bar-plots.qzv

Visualize as amostras no “Level 2” (filo) e ordene as amostras por “body-site”.

Quais sao os phyla dominantes em cada body-site? Vocé observa alguma
mudanca consistente dos dois individuos (subject) entre os diferentes tempos?
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Beta-diversidade (PCoA)

oA ) Axis 2 (22.71 %)
Distancia Bray-curtis

Regiao do corpo

. right palm
. tongue

Tempo depois do antibiético
V¥ DayO ot
@ After two months
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Outras analises

e Abundanciadiferencial
o ANCOM
o Gneiss
e Anadlise de associacao
o mantel
o bioenv
e Redede co-ocorréncia
o CoNet
o Cytoscape/ Gephy
e Diagramasde Venn
e Anadlise de Diversidade no R: phyloseq, vegan, microbiome, etc.

57
S



Tutorial e documentacao disponivel

&:i‘lsz

Instrucoes para instalacao: https://docs.giime2.org/2022.8/install/

Tutorial: https://docs.giime2.org/2022.8/tutorials/moving-pictures/
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https://docs.qiime2.org/2022.8/install/
https://docs.qiime2.org/2022.8/tutorials/moving-pictures/

Obrigada!

Contato:
suzy.eiko@gmail.com
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Formato fastq

@HWI-EAS440_0386:1:23:17547:1423#0/1
TACGNAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGAGCGTAGATA

+
ITIE)EEEEEEEEGFITIGITIHIHHGIIIGITHHHGIITHGHEGDGIFIGEHGI

A WO N -

1) Identificador da sequéncia (Inicia com @)
2) Sequéncia nucleotidica
3) Identificador da sequéncia (opcional) (Inicia com +)

4) Qualidade em Phred score - caracteres ASCI|
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Phred quality scores are logarithmically linked to error probabilities

Form ato fastq Phred Quality Score Probability of incorrect base call Base call accuracy
10 1in10 90%
20 1in 100 99%
-Q 30 1in 1000 99.9%
P =10 w 40 1in 10,000 99.99%
50 1in 100,000 99.999%
60 1in 1,000,000 99.9999%
ASCIT BASE=33 Illumina, Ion Torrent, PacBio and Sanger
Q P error ASCII Q P error ASCII Q P error ASCII Q P error ASCII
2 1.00000 330 11 0.07943 a9 . 22 0.00631 ST 33 0.00050 66 B
L0n 19933 34" 12 0.06310 z 23 0.00501 56 8 34 0.00040 67 C
2 0.6308¢6 35 # 13 0.05012 46 . 24 0.003%98 57 9 35 0.00032 68 D
3 0.50118 36 § 14 0.03981 47/ 25 0.0031s6 SHNG 36 0.00025 69 E
4 0.39811 37 % 15 0.03162 48 0O 26 0.00251 <3 37 0.00020 70 F
S5 0.31623 38 & 16 0©0.02512 - 4 i & 27 0.00200 60 < 38 0.00016 71 G
6 0.251189 3900 17 0.01985 S0 2 28 0.00158 Q1= 3% 0.00013 72 H
7 . 0.199853 40 ( 18 0.01585 o W 29 0.00126 62 > 40 ©0.00010 73 I
8 0.15849 41 ) 19 0.01259 52 4 30 0.00100 63 2 41 0.00008 74 J
9 0.12589 7 A 20 0.01000 535 31 0.0007%9 64 @ 42 0.00006 75 K
10 ©0.10000 S 1T - 21 0.00794 54 6 32 0.00063 65 A
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