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Os micro-organismos estao
por toda parte

e S30 responsaveis por muitos processos
fundamentais para a vida do planeta em geral
e para a vida dos seres humanos em particular



Projeto Microbioma Humano
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www.earthmicrobiome.org

tem por objetivo sequenciar amostras dos mais
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5 variados ambientes do planeta
searth

microblomeproject

Home Defining the Tasks  Gefting Involved  EMP Protocols and Standards Affiliations  Publications:  Meetings EMP Logo

The Earth Microbiome Project is a systematic SEARCH
attempt to characterize the global microbial

taxonomic and functional diversity for the benefit Meetings

of the pIGﬂEf and mankind There are currently no EMP

centric meetings planned,
however we will update this

Constructing the Microbial Biomap for Planet Earth space as soon as the next
meeting is organized.

The Earth Microbiome Project is a proposed massively multidisciplinary effort to analyze microbial communities

across the globe. The general premise is to examine microbial communities from their own perspective. Hence

MNews
we propose to characterize the Earth by environmental parameter space into different biomes and then

explore these using samples currently available from researchers across the globe. We will analyze 200,000 Earth Microbiome Project:
Rick Stevens at

samples from these communities using metagenomics, metatranscriptomics and amplicon sequencing to TEDxNaperville

e e e e el el e e e e e e oy 1 e e e o I o e e


http://www.earthmicrobiome.org/

Nao confundir...

e Earth Microbiome Project
°* com
e Earth Biogenome Project (EBP)

— Este € um projeto lancado em 2017 que pretende
sequenciar “all life on Earth”

— voltado para eucariotos



Comunidades microbianas —Microbiotas—- sao tipicas
de cada ambiente




Microbiotas contém
variedade de microrganismos

Bacteria

Archaea

Fungi

Protozoans

(\/l’rus e Bacterié@




Definicao de
Microbioma

Genes, Genomas,

Proteinas e Metabdlitos da
Microbiota

+

Proteinas e Metabdlitos da resposta
do Hospedeiro a interagao com a
microbiota

¥r Metabdlito da microbiota . ¥ Metabdlitos do hospedeiro
@ Proteina da microbiota @ Proteinas do hospedeiro

Imagem adaptada de: Whiteside, S. A. et al. (2015) The microbiome of the urinary tract—a role beyond infection Nat. Rev. Urol. doi:10.1038/nrurol.2014.361



Como acessar essa extraordinaria riqueza
microbiologica?

Tradicionalmente com
Abordagens dependentes
de cultivo

Cultivo de bactérias em meio sdlido

Imagem: Julio Oliveira



Porém...

cultivo significa ser capaz de fazer o micro-organismo
crescer em laboratdrio; ou seja, “acertar” o meio de
cultura do qual o micro-organismo precisa, assim como
demais condi¢bes de sobrevivéncia

Dado empirico: a fracao cultivavel da vasta riqueza
microbiana da biosfera € muito pequena (estimada em
apenas 1%). Ou seja, para 99% dos procariotos que se
estima que existam, nao sabemos como cultiva-los



Como acessar a extraordindria maioria invisivel?

—> Abordagens independentes do cultivo
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MetaGenOmica

revela as especies, os genes e genomas de
comunidades microbianas

MetaTranscritOmica
revela os genes expressos (microbiota ativa)

MetaProtedmica
revela as proteinas expressas (microbiota ativa)

Esta sao as Meta-omicas
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MetaGenOmica e MetaTranscritomica

Amostra ambiental

Extrair o DNA
(ou RNA)

Sequenciar

Analisar as sequéncias de \/

DNA: metagendmica
cDNA: metatranscritbmica
Bioinformatica!

Sequenciamento de DNA
alto-desempenho .



Tecnologias de sequenciamento

* NGS — next generation sequencing

— [llumina
* 90% do mercado

e Em metagendmica talvez seja perto de 100%

— PacBio “ f

e Long reads

— Nanopore

e Long reads



Metagenomica é Big Data

 Uma corrida de sequenciamento (lllumina) de uma
amostra ambiental resulta em milhoes de reads

 Supondo
— cada read com 300 bp
— 10 milhdes de reads para uma amostra
— 10 x 10°x 300 =3 x10° bp
— Um genoma bacteriano: 5 x 10° bp
— Equivalente a 600 genomas bacterianos em uma unica
corrida do sequenciador

e A bioinformatica é essencial



Metagenomica: tipos de Dados

16S/18S/1Ts DNAtotal ou
shotgun



Alberts et al. 2008
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16S rRNA

e 16S
e Ribosomal RNA

e Large RNA component of
the small subunit of the
ribosome

e Phylogenetic Markers
Species ldentification

e 1542 bp

Crédito: Christel Chehoud, http://slideplayer.com/slide/4641762/




Sequenciamento da unidade 16S
do RNA ribosomal

e 16S é um marcador

e aideia é “pescar” um trecho do 16S de
“todos” os procariotos presentes na amostra,
e sequenciar esses trechos

e fazendo a classificacao taxondmica desses
trechos, teremos um perfil da populacao de
procariotos presentes na amostra



Exemplo de perfil taxondmico obtido com
16S -- microbioma humano (proximo slide)

e separado por regiao do corpo

e Exercicio:
— indique quais sao os principais grupos bacterianos
em cada regiao do corpo que foi amostrada

e fezes, bochecha, placa dentaria, lingua, nariz, vagina,
pele
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0 16S rRNA é um bom marcador,
por que...

 tem regides altamente conservadas entre
diferentes espécies de bactérias e de arquéias

— 0 que permite “primers universais”

e tem também regides de alta variabilidade, o
gue permite distinguir o 16S entre diferentes
organismos (geralmente apenas até o nivel de
género)
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tamanho esperado do inserto para
V3/V4
e 550 bp



O que é o inserto?

 Osreads podem ser paired-end ou single-end

—> & primers

inserto
| D

read forward < l

read reverse

Nesta ilustracao, temos paired-end, e o “miolo”
do inserto nao sera sequenciado




DNA shotgun

e Sequenciar o DNA total da amostra
e Resultado

— Milhdes de fragmentos (reads)

— Mistura dos DNAs dos diversos organismos
presentes

— fragmentos precisam ser montados



Montagem de genomas

fragmentos S
contig 1
. . . ACCGTAAATGGGCTGATCATGCTTAAA bu raco
TEATCATGCTTAARACCCTETGCATCCTACTG. & .
a montagem é buracos ocorrem
possivel por causa quando tre~cho§ do
de sobreposicao genoma nao sao
entre os reads cobertos por reads



Montagem

e Montagem é essencial para
— Analise funcional (genes)
— Recuperacao de genomas (falaremos disto mais tarde)

* Objeto principal resultante
— contigs
— um contig € uma sequéncia que foi montada

— presume-se que um contig se refere a uma regiao contigua
de um genoma de um organismo presente na amostra



Comparacao entre 16S e shotgun

* 165

— Composicao e estrutura da microbiota

e “perfil taxondmico”

 DNA total ou Shotgun

— Resultados mais detalhados
e Perfil taxonbmico
* Funcoes génicas
* genomas



16S e shotgun: positivos e
negativos

- = “

custo Mais baixo Mais alto

Vieses (biases) Menor chance de ser Maior chance de
representativo “pegar tudo”

Bancos de dados Maior cobertura Menor cobertura

Identificacao Menos precisa (nao Mais precisa, podendo

taxonOmica mais do que género) chegar a especie, e

talvez cepas



Em dados de 16S € comum os
reads serem agrupados em OTUs

Operational Taxonomic Unit ou Unidade taxondmica
operacional

|deia basica: agrupar os reads em caixinhas por meio de
similaridade de modo que

— numa dada caixinha, todos os reads se parecem entre si com pelo
menos 97% de identidade

— nao existe read em nenhuma outra caixinha que seja pelo menos 97%
similar a reads desta caixinha

Pega-se uma sequéncia representativa de uma caixinha, e faz-
se uma busca num banco de 16S

Se houver similaridade de pelo menos 97%, podemos rotular
a OTU com o mesmo rotulo da sequéncia do banco

Caso contrario, a OTU fica sem classificacao



Que perguntas basicas gueremos
fazer com dados metagendmicos?



pergunta 1: A amostra é
representativa?

e Curvas de rarefacao



Curvas de rarefacao (ou saturamento)

amostras nao representativas (diversidade longe de se el:sgotar)

ndamero de
especies
ou OTUs

amostras comecando a atingir plato

amostras atingiram plato

ndmero de amostras



Pergunta 2: Quem esta na
amostra?

e |dentificacdao taxondmica (16S, shotgun)
 Recuperacao de genomas (shotgun)



Taxonomia

e Xanthomonas citri
e Filo: proteobacteria
— Classe: proteobacteria gama
e Ordem: xanthomonadales
—Familia: xanthomonadacea
»Género: xanthomonas

e Espécie: citri



A comunidade microbiana

populacdes

~
~-_———’

JC Setubal

16S / DNA shotgun

BIOINFC>__ —
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Recuperacao de genomas

A comunidade microbiana

populacoes

JC Setubal 38



ldentificacao taxondmica depende
de bancos de dados



Bancos de dados de 16S

GENES

The 16S rBRNA Gene Database and Tools

The Greengenes Database

While we are sefting up our site, please visit the download area to obtain files.

The Greengenes Database by The
Greengenes Database Consortium is licensed
under a Creative Commeonsg Aftribution-
ShareAlike 3.0 Unported License.




silva

high guality ribosomal RNA databases

Home SILVAngs Browser Search Aligner

SILVA

Welcome to the SILVA rRMA database project

A comprehensive on-line resource for quality checked and aligned
ribosomal RNA sequence data.

SILVA provides comprehensive, quality checked and regularly updated
datasets of aligned small (1657185, 55U) and large subunit (235/285,
LSU) ribosomal RMA (rRNA) sequences for all three domains of life
(Bacteria, Archaea and Eukarya).

SILVA are the official databases of the software package ARB.
For more background information -+

SILVAngs

3izdd

silva.

Check out our new service for Next Generation Amplicon data

SILVA Tree Viewer
The SILVA Tree Viewer is a web application to browse
and query the SILVA guide trees.

F

A technical preview is available at Al

ARB

The software package ARB
represents a graphically-
oriented, fully-integrated
package of cooperating software
tools for handling and analysis of
sequence information.

The ARB project has been

started more than 15 years ago by Wolfgang Ludwig at the Technical
University in Munich, Germany, see Al

[ ]

Download Documentation

Projects FISH & Probes Contact

News

23.11.20M7

=i | Good news for de MBI, the German Metwork for

B Bioinformatics Infrastructure: In September, de.NBI has
passed successfully the midterm evaluation in Berlin. The
international evaluation panel stated that de.NBI is working
successfully from the beginning and that it should be continued.

02.11.2017

UmEUk The UniEuk project needs your help to launch EukBank 1.0.

28.10.2017

- The Handbook is the first comprehensive document that
R lists the work and effort of all de.NBI partners. Content:
How de.MNBI is structured, Presentations of all Partners,
Index of Persons/Contact Details.

05.10.2017

=Y

SILVA TreeViewer: interactive web browsing of the SILVA
phylogenetic guide trees now published in BMC
Bioinformatics.

User satisfaction survey
SILVA is now part of the German
Metwork for Bioinformatics

Infrastructure de.NBI.

e¥tNBI

GERMAN NETWORK FOR BMNINFORMATICS INFRASTRUCTURE
To evaluate and improve our

quality of service we need your feedback. Please help us by
participating in this short Al

SILVA SSU /7 LSU 128 - full release

55U Ref

S5U Parc NR 99

55U Ref L5U Parc LSU Ref



ABOUT RDP |  ASSIGNMENT GENERATOR

ANNOUNCEMENTS
ROP Mews

11/10/2017 myRDP login problem fixed!

11/09/2017 Apologize for the problem with myRDP login.
Our team is working to fix it as soon as possible.

05/16/2017 Apology for slow/NQ connection to RDP tools today
Thanks to Alex/Brian, etc. for working things out in the server room

05/ 10/2017 RDP Director at G5C 19, May 14-17
Genomic Standards Consortium Meeting, Brisbane, Queensland,
Australia

05/10/2017 Pagssible Friday, May 12, morning interruptions
Emergency Generator Testing from 9-10 A.M.

1201312016 Most Highly Cited Researchers
Congratulations to ROP Director James Cole

09/30/2016 RDP Release 11.5 available
Updated 165 rRMA training set to training set MNo. 16.

08/16/2016 Possible Friday morning interruptions
Building electrical testing/maintenance

06/30/2016 RDP Classifier Updates
The Classifier 165 training set and Fungal ITS Warcup set have been
updated

06/03/2016 RDP staff on the road!
Teaching in China, Genomic Standards Consortium meeting in Crete,
special ASM Microbe events in Boston

| CITATION | CONTACTS | RELATEDSITES | RESOURCES | TUTORIALS |  USER WIKI

“‘?dp

RDP Release 11, Update 5 :: September 30, 2016 login

3,356,809 165 rRNAs :: 125,525 Fungal 285 rRNAs
Find out what's new in RDP Release 11.5 here.

Cite RDP's latest tool articles.

ROP provides quality-controlled, aligned and annotated Bacterial and Archaeal 165 rRNA sequences, and Fungal 285 rRMA
sequences, and a suite of analysis tools to the scientific community. New to RDP release 11:

* RDP tools have been updated to work with the new fungal 285 rRNA sequence collection.

e A new Fungal 285 Aligner and updated Bacterial and Archaeal 165 Aligner. We optimized the parameters for
these secondary-structure based Infernal aligners to provide improved handling for partial sequences.

» Updated RDPipeline offers extended processing and analysis tools to process high-throughput sequencing data,
induding single-strand and paired-end reads.

* Most of the RDP tools are now available as open source packages for users to incorporate in their local
waorkflow.

o | i fo

Hierarchy

Classifier FunGene

le

Library
Compare

Open Source Tutorials

RDP’s mission and funding:

Part of RDP's mission is to provide support to our users. Email and phone contacts are available on the contacts page.

Superfund

1




Bancos de dados para DNA total

e GenBank

— nt: nucleotideos
— nr: proteinas

— env_nr: proteinas inferidas de dados
metagendmicos

— refSeq: genomas de referéncia
— WGS: whole genome shotgun

e aqui estao dados de genomas draft de isolados



Classificacao taxondmica e abundancia
relativa: tipicamente expressas por um
grafico de pizza

Cyanobacteria, 1%_  Acidobacteria,

Deinococcus-

Planctomycetes, 1%
Thermus, 2% L

Chloroflexi, 5%

Proteobacteria,
29%

Bacteroidetes, 15%

Actinobacteria, 16%

Firmicutes, 27%



E preciso cuidado com viéses

A abundancia relativa “observada” pode ser
apenas um reflexo das abundancias relativas
de sequéncias em bancos de dados

e principalmente quando de omitem das tabelas
ou graficos as sequéncias sem classificacao



Genomas de procariotos no GenBank

Actinobacteria 4059 13
Bacteroidetes/chlorobi 932 3
Cyanobacteria 340 1
Firmicutes 9628 31
Proteobacteria 14268 46
Spirochaetes 525 2
Others 1500 5

Source: Land et al. 2015



Exercicio

 Compare as abundancias relativas do grafico de pizza
de slide anterior com as abundancias relativas da
tabela do slide anterior (que mostra como eram as
abundancias no GenBank em 2015)

e Os numeros sao muito parecidos!
 Duas hipoteses

— 1) essa é a abundancia relativa na natureza

— 2) a abundéancia da amostra é enviesada; apenas reflete o
gue se tem no banco de dados



O problema do viés dos bancos tem
diminuido com o passar do tempo

e Esforcos de muitos grupos de pesquisa ao
redor do mundo tem gerado sequéncias de
novos grupos taxondmicos, até agora
desconhecidos
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pergunta 3: Quais funcoes estao
presentes?

e Em genes (shotgun)
* Em genes expressos (metaTranscritbmica)

¢ precisamos anotar contigs



Exemplo de anotacao de um contig

ZC1 contig00009.9 (27,919 bp)

1 annl Gonl q001 12001 15001 15001 2100 24001 27001

L M O K. K | S K T
1 23 456 I 8 9 1 11 1 13 141516 171819

1. Beta-xylosidase (376aa, C0G3507)

2. Dehydrogenases (280aa, C0G1028)

3. hypothetical protein (379aa);

4. hypothetical protein (283aa)

5. 5-keto 4-deoxyuronate isomerase (280aa, COG3717)

6. Dehydrogenases (267aa, COG1028)

7. hypothetical protein (1799aa)

8. SusD family protein (606aa, pfamo7980)

9. TonB-linked outer membrane protein (1068aa, COG4771);

10. Pectate lyase (518aa, COG3866)

11. Predicted unsaturated glucuronyl hydrolase

12. Pectin methylesterase (568aa, COG4677)

13. Endopolygalacturonase (523aa, COG5434)

14. Nucleoside-diphosphate-sugar epimerase (326aa, COG0451)
15. Nucleoside-diphosphate-sugar pyrophosphorylase (249aa, pfamo0483)
16. Galactokinase (377aa, COG0153)

17.Soluble lytic murein transglycosylase (347aa, COG0741)

18. hypothetical protein (235aa)

19. Predicted UDP-glucose 6-dehydrogenase (283aa, COG1004).



pergunta 4: como sao as interacoes entre 0s
organismos presentes na amostra?

e Responder a esta pergunta exige a inferéncia
de redes de interacao

— geralmente aproximadas por redes de co-
ocorréncia
e em diferentes locais
 em diferentes pontos do tempo

— co-ocorréncia negativa (sempre que A esta
presente, B esta ausente, ou vice versa) também é
Importante



Exemplo de rede de interacoes
para amostras seriadas no tempo

Day 07
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E sempre bom ter em mente que andlise de
dados metagenomicos esta sujeita a multiplas
fontes de erro

Amostragem

Preparacao da biblioteca

Sequenciamento

Tamanho da sequéncia (pode ser curta demais)
Programas (montadores, classificadores)
Viéses dos bancos de dados
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