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Analise de um Unico organismo —» Omica
Analise de uma comunidade de organismos —» metabmica
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Dogma central e analises

omicas

Metaomicas

Comunidades de

organismos ocupando um
nicho ecoldgico
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Tradicionalmente, a Bioinformatica foi
usada para descrever a ciéncia para

Produtos Metaboldmica armaAzena_mento_e analllse de dados de
sequéncais de biomoléculas.



Abordagens em metadmicas

Fluxos de trabalho experimentais para
tipos de analise 6mica convencionais
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Estudando comunidades de
microorganismos atraveés da
metagenomica




MetagenOmica

O termo Metagen6mica foi usado pela primeira vez em
1998 pro Jo Handelsman (Universidade de Wiscosin - EUA)

VETAGENOMA | Anise oenomce dos
Genoma coletivo

) . microrganismos de um
da microbiota g. .
determinado ambiente
encontrada or técnicas independentes
em um habitat P . P
de cultivo




Por que estudar o

metagenoma’?

a N

1g de amostra de solo

pode conter 10 bilhoes
de microrganismos de
milhares de espécies

\\ Y

Somente uma pequena porcentagem das espécies
bacterianas existentes pode ser acessada por
técnicas tradicionais dependentes de cultivo



Por que estudar o

metagenoma’?

Staley e Konopka (1985)

— 0,1-1,0% das bactérias presentes no solo podem ser cultivadas
em laboratério

— Em ambientes aquaticos este nUmero é ainda menor

Os organismos cultivaveis nao sao
necessariamente os dominantes ou mais
influentes em um ambiente

“~ _Microbioma
~desconhecido




Abordangens na

metaenomma
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MetagenOmica por

seguencliamento

O Reads
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MetagenOmica por

seguencliamento

Genomes from mixture
DNA isolation and of organisms (community)
purification




Prospeccao funcional de

A

Selecao de clones com atividade de interesse - meio de cultivo de triagem
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Caracterizacao de uma enzima

metagendOmica

ldentificacao da
atividade desejada
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Analise metagenomica baseada em
marcador genético
Gene 16S rRNA




Analise metagenOmica baseada em

seguenclamento

O sequenciamento
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RNA ribossomails

Encontrados em todos os organismos

— Trés em procariotos (55 rRNA, 16S rRNA e 23S rRNA)
- Também presente nos genomas de mitocéndrias e cloroplastos

Multiplas cépias por genoma

* Usado na taxonomia de procariotos

* Resolucao de classificacao no nivel de género ou superior
- POUCA RESOLUCAO NO NIVEL DE ESPECIE

* Qutros genes marcadores

— 18S rRNA - Microrganismos eucariontes
— ITS (regiao inergénica para rRNA) - frequentemente usado para fungos

— COl (citocromo c oxidase no genoma mitocondrial) - frequentemente usado para
animais



Os genes RNA ribossomails

— RNA ribossomais (procariotos) rRNA - laranja e amarelo

5S (~120pb) Proteinas - azul

16S (~1.500pb)

23S (~2.900pb)
- 16S rRNA - mais usado em
filogenia/taxonomia

Contém regides conservadas e
variaveis - identificacao em varios niveis
taxonbmicos

Operon rRNA

| EEETRR - [ SR e B ||

] [
1 571 1141 1711 2281 2851 3421 3901 4561 5131
rrnB Escherichia coli

5.702 pb



\mporténcia do gene 16S rRNA na

microbiologia

Arvore filogenética do dominio bactéria
baseada em sequéncias do gene 16S rRNA
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Importancia do gene 16S rRNA na

microbiologia

0.05

Verrucomicrobia 7
vadinBES?

Filos de bactérias com representantes s Criamycioe 13
. /7 . Flanctomycates 9
cultivaveis (azul e verde)

ERC1
MEBT2

Firmicutes 1205
CPg
W52
Cyanobactens 4
i)

Actinobacteriz 1367

Os numeros em vermelho representam o
numero de espécies publicadas para um filo

Mo

— Oa ctarpidetes 220
o — o B

:="Marine Group A
Caldithyiv 1

Gemmatimonadetes 1
e Fibrobacteres 2

53 filos
26 sem representantes cultivados
Proposta em 2003

Acidobacteriz 3

Termite Group 1
TME

Synergistes
Spirachaetes 91

Maioria de organismos NAO cultivados!

ABY1
BD1-5 group

Keller, M. & Zengler, K. (2004) Nature Reviews, 2: 141-150.

Guaymas 1
Arvore ﬁlogenética baseada em Thermﬂdesufﬂb&ﬂcf;?:gmmJﬁmﬂfg;.l
sequéncias do gene 16S rRNA m——

Thermotogae 25
e Coprothermobracter 2
Dictyoglomi 2

Aguificae 13
Desuliurabacterivm 1




Importancia do gene 16S rRNA na

microbiologia

Arvore filogenetica do Wheak | L Eisd & &
dominio bactéria baseada no LR 11
gene 16S rRNA “w \| [ i/ 5/ s
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10%

61 phyla in bacterial domain;
32 remain uncultivated



Importancia do gene 16S rRNA na

microbiologia

- Compoe o ribossoma de procariotos

— Dois organismos préximos terao
sequéncias similares, enquanto
organismos distantes terao sequéncias
pouco similares

— primers universais para PCR e
sequenciamento

— Permite a identificacao taxondmica de
grupos conhecidos e estimativa da
diversidade de espécies




Analise metagendmica

goie 0 aamie DS PR

A abundancia relativa de grupos taxondmicos é comparada em
diferentes amostras

A) Sequence Abundance

B) Sequence Relative Abundance

Sample 2

OoTU Sample 1 | Sample2 | Sample3 oTU Sample 1
A 60 0 35 A 0.60
B 24 5 5 B 0.24
C 10 0 0 C 0.10
D 5 0 0 D 0.05
E 1 0 0 E 0.01
F 0 20 10 F 0
Total 100 25 50 Total 1.0

Sample 3

0 0.70
0.20 0.10
0 0

0 0

0 0
0.80 0.20
1.0 1.0

C) Collector's Curve of Sample Richness

Cumulative Taxa Discovered
o = 5] w - w

o

20 40 60 80 100
Cumulative DNA Sequences

@S sample 1
@ Sample 2
@ Sample 3

D) Within-Sample Alpha Diversity

el
o oo

=

Shannon Index (log)

e o900 b
oN B O RN

Samplel Sample2 Sample 3

doi: 10.1371/journal.pcbi.1002808

E) Between-Sample Beta Diversity

Sample 1 A%A
),

Sample 2

Sample 3



Medidas de diversidade




Medidas de diversidade em escala

espacial

« Alfa diversidade

- Dentro de uma area/ecossistema particular

- Considera numero de espécies e/ou
homogeneidade

— Gera valores por amostra
« Beta diversidade

- Comparacao ente as diversidades de duas
areas/ecossistemas

- Considera alteracdes nas quantidades de
espécies (distancias)

- Gera valores por par de amostra (matriz)

e Gama diversidade

- Medida da diversidade global de uma grande
regiao

https://bio.libretexts.org/Bookshelves/Ecology/Biodiversity (Bynum)/
7%3A_Alpha_Beta_and_Gamma_Diversity
https://bio.libretexts.org/Courses/Gettysburg_College/

01%3A_Ecology for_All/22%3A _Biodiversity/22.02%3A_Diversity_Indices

Hypothetical species Woodland habitat Hedgerow habitat Open field habitat
A X
B X
c X
D X
E X
F X X
G X X
H X X
| x X
J X X
K X
L: X X
M X
N X
Alpha diversity 10 7 3
Beta diversity Woodland vs. hedgerow: 7  Hedgerow vs. open field: 8 Woodland vs. open field: 13
Gamma diversity 14




Nivels de diversidade

Amostra 1 Amostra 2 Diversidade beta
oTUL / S \ Diversidade entre amostras (quantifica
5(0,25) gryz | ©0(0,000 orys (dis)similaridade)
2(0,10) 3 (0,20)
OTU3 . OoTu3 | co
NEICEN RO B Indice de Jaccard
\ oo 5/ \ 610, 40)/ OTU compartilhadas / total de OTU
observadas

///

Abundancia Amostra 1 = OTU1, OTU2, OTU3, OTU4

absoluta (relativa)

Diversidade alfa Amostra 2 = OTuUZ2, OTU3, OTU4

Diversidade dentro das amostras Jaccard = 3/4 =0,75

(quantifica rigueza e equitabilidade)

Amostra 1 Amostra 2
quueza —_ 4 OTU quueza — 3 OTU https://www.statology.org/jaccard-similarity



Agrupamento de OTU vs

denoisine

A) Bulk sample @- B) Amplicons @- Q) Sequences m D) OTUs
PN
0 ® 00
. Species 1 @ PCR errors . jumps | |V ® ]
o S
op. 2 Chimeras & aner & V= :-" A .
Sp. 4 o bias Sequen::ing.. 2 .. F \
Sp. 3 . ks . errors .. ) ) f
Sp. 5 depth D & 0 \ V4
- Cryptic species “ @ °® e
Fig S1. Elbrecht et al., 2018. Peer] doi: 10.7717/peerj.4644 . . .
® 00 Denoising Clustering 2®
Haplotypes Centroids



MetagenOmica com 0 gene 16S

TRINA

/e N ‘// '\\ e
DNA Amplificacao Agrupamento
metagendmico ,» 16S rRNA » das sequéncias

~

~

» Abundéancia OTU
absoluta (relativa)

b
Analise de |
diversidade

\

Identificacao
taxonomica

OTU1 5 (5/20=0,25)

OTUZ2 2 (2/20=0,10)
OTU3 3 (3/20=0,15)

OTuU4 10 (10/20=0,50)

OTU (Operational Taxonomic Unit) = Unidade Taxon6bmica Operacional
Grupos de sequéncias formados por graus de identidade para representar um nivel
taxondmico (ex., grupos com 97% de identidade representam espécies)



Metodos para agrupamento de

@

* Closed reference OTU picking o Open reference OTU

- Usa um banco de dados de sequéncias plelng
referéncias para agrupamento

- Variantes biologicas podem ficar de fora comblnac;ao dos anteriores
do agrupamento — Primeiro a comparacao é

- Sujeito a tendéncias ou erros nos bancos feita com referéncias (banco
de dados de dados)

- Permite comparar estudos se o0s mesmos n : ~
bancos de dados forem usados — Sequencias hao agru padas

com referéncia sao

« De novo OTU picking g
agrupadas com meétodo de

- Sequéncias sao agrupadas somente por novo
comparacao dentro do conjunto de dados
- Nao dependente de banco de dados -~ Nao permlte comparacao

- Nao permite comparacao entre estudos entre estudos



[dentificacao e distribuicao

taxonOmica
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Denoising

* Nesta abordagem a sequéncia biol6égica exata é
inferida e erros sao removidos

 Um modelo para os erros é aplicado, dependente
das informacodes de qualidade das sequéncias

* Diferntes meétodos:

- DADA?2, Deblur, MED e UNOISE
- Adaptados para plataforma Illlumina

https://www.zymoresearch.com/blogs/blog/microbiome-informatics-otu-vs-asv
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 operational taxonomic units (OTUs)

- Agrupamentos de leituras de sequéncias
que diferem por menos de um limite de
dissimilaridade fixado (normalmente 3%)

- Limitada ao conjunto de dados (de novo)

- Limitada ao banco de dados (closed-
reference)

- amplicon sequence variants (ASVs)

- Sequéncias biolégicas sao inferidas
corrigindo erros de sequenciamento

- Variantes por diferenca de até uma base

Data

De Movo OTUs

ASVs

Closed-Reference OTUs

Biology

B valid
[ ] Invalid

Callahan et al. ISME ] 11, 2639-2643 (2017) doi: 10.1038/ismej.2017.119



Resolucao para identificacao

taxonOmica

Phylum 16S rRNA Ribosomal Whole-, core-
g sequences MLST and accessory-
Class ™ (1 locus) (53 loci) genome MLST
Order ~_ (>500 loci)
Family
MLST
Genus (7 loci)

Species

MLST = multilocus sequence typing

Lineage or clonal complex

Strain

Mais genes —» mais informacao — maior resolucao
Meroclone

16S rRNA - resolucao em nivel de género Clone

Maiden et al. Nat Rev Microbiol 11, 728-736 (2013) doi: 10.1038/nrmicro3093 N R 5 M b |.
https://www.genome.gov/sites/default/files/media/files/2021-07/Sean_Conlan_Josh_Farr_Lesson_Plan.pdf ature Reviews | ICrooio Ogy



Arvore filogenética

UNIVERSITY OF

Southampton

Mid-point Rooting
A —— < ——
O A

——

v—;ngest tip-tip path

= O

Unrooted Mid-point
http://cabbagesofdoom.blogspot.com/2012/06/how-to-root-phylogenetic-tree.html Rooted



INnicladores e regloes

amplificadas

B Table 8.1 Primers for 16S rRNA metagenomics?

Target Forward 5'-3’ Reverse 5'-3'

V3P CCTACGGGAGGCAGCAG ATTACCGCGGCTGCTGG
V1-V3  AGAGTTTGATCCTGG ATTACCGCGGCTGCTGG
V3-V4  GGAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCTGGGTATCTAATCC
V4-V5  GTGYCAGCMGCCGCGGTA CCCGYCAATTCMTTTRAGT

Size€

194

527

457

413

Reference

Lane (1991);
Danzeisen et al.
(2011)

Lane (1991);

Danzeisen et al.
(2011)

Nossa et al. (2010)

Tang et al. (2014)

“The paper of Soergel et al. (2012) presents an exhaustive list of primer combinations and
comparisons
blnformation on V1-V9 (Ashelford et al. 2005)
‘Referring to acc. no. JO1695 of E. coli rrnB

Christensen et al. 2018 doi: 10.1007/978-3-319-99280-8 8



Analise metagendmica

goie 0 aamie DS PR

Regides hipervariaveis do 16S rRNA

de bactérias (V1 a V9)

Aregido V4 esta ausente porque é

observada somente entre os eucariotos

Mean frequency of
most common residue
in 50 base window

0 200 400 500 00 1000 1200
Base position in 165 rRNA gene

L

) 165 .
:§F 51”5F C"M?B{]:H C? 165.1 190.“6 1492R (Iong5
C‘f'A)LDGF S1§R QDJR 1100R 1492R (short)
S33F 895F : 1237F 1391R )
%?F C}E > Y > g
35»?F 906‘29 1 13*531'? 1321 R
CY&gEgF 904R 1185mR 1381bR
% & 4

| T . T T R I . N o |

b

1,500

http://www.lutzonilab.net/primers/page604.shtml

Primer* Sequence (5'-3") Target Group Reference

8F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Universal Turner et al. 1999

ZIF AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Universal Lane etal. 1991

CYA106F CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA Cyanobacteria Nibel et al. 1997

CC [F] CCAGACTCCTACGGGAGGCAGC Universal Rudi et al. 1997

357F CTCCTACGGGAGGCAGCAG Universal Turner et al. 1999
CYA359F GGGGAATYTTCCGCAATGGG Cyanobacteria Nibel etal. 1997

515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA Universal Turner et al. 1999

533F GTGCCAGCAGCCGCGGTAA Universal Weisburg et al. 1991
895F CRCCTGGGGAGTRCRG Bacteria exc. plastids & Cyanobacteria Hodkinson & Lutzoni 2009
165.1100.F16 CAACGAGCGCAACCCT Universal Turner et al. 1999

1237F GGGCTACACACGYGCWAC Universal Turner et al. 1999

519R GWATTACCGCGGCKGCTG Universal Turner et al. 1999
CYAT81R GACTACWGGGGTATCTAATCCCWTT Cyanobacteria Nibel et al. 1997

CD[R] CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC Universal Rudi et al. 1997

902R GTCAATTCITTTGAGTTTYARYC Bacteria exc. plastids & Cyanobacteria Hodkinson & Lutzoni 2009
904R CCCCGTCAATTCITTTGAGTTTYAR Bacteria exc. plastids & Cyanobacteria Hodkinson & Lutzoni 2009
907R CCGTCAATTCMTTTRAGTTT Universal Lane etal. 1991

1100R AGGGTTGCGCTCGTTG Bacteria Turner et al. 1999
1185mR GAYTTGACGTCATCCM Bacteria exc. plastids & Cyanobacteria Hodkinson & Lutzoni 2009
1185aR GAYTTGACGTCATCCA Lichen-associated Rhizobiales Hodkinson & Lutzoni 2009
1381R CGGTGTGTACAAGRCCYGRGA Bacteria exc. Asterochloris sp. plastids Hodkinson & Lutzoni 2009
1381bR CGGGCGGTGTGTACAAGRCCYGRGA Bacteria exc. Asterochloris sp. plastids Hodkinson & Lutzoni 2009
1391R GACGGGCGGTGTGTRCA Universal Turner etal. 1999

1492R (1) GGTTACCTTGTTACGACTT Universal Turner et al. 1999

1492R (s) ACCTTGTTACGACTT Universal Lane etal. 1991

*Numbered primers are named for the approximate position on the E. coli 16S rRNA molecule. For each degenerate primer, an equimolar mix of all of the
constituent primers implied by the degenerate sequence is recommended, since machine mixes are generally not guaranteed to approximate equimolarity.
Prmers developed by members of the Lutzoni Lab are in bold.

http://www.lutzonilab.net/primers/page604.shtml



Inicladores e regioes
amplificadas

576 Tl 980 1117 1243
V4 V5 v

EEEaEm 2 0 E@Em

V1-V3 | ~510 bp for Roche 454
[" V3-V4 | ~428 bp for MiSeq PE
| V3-V5 | ~548bp for Roche 454
[ V4 | ~252 bp for HiSeq
~562 bp for Roche 454 | V6-V9 |
( V1-V9 (Full-length) |

Pacific Biosciences https://help.ezbiocloud.net/16s-rrna-and-16s-rrna-gene



Formatos de seguencliamentos

recomendados

Estimated insert

NGS systems 16S region PCR primers Sequencing format

size (E. coli)
llumina MiSeq V3v4 341F & 805R 428 bp 250 x 2
liumina Beg 109 Va4 515FB& 806RB 252 bp 300 x 1
[Learn more]
Ilumina HiSeq V4 515FB&806RB 252 bp 150 x 2

https://help.ezbiocloud.net/16s-rrna-and-16s-rrna-gene



Estrutura dos Inicladores da

[Hlumina

P5/ P7: binding sites to the flow cell

5 E§ P73* Rd 1 SP: readl sequencing primer
3 e—— Rd 2 SP: read2 sequencing primer
Rd1 Seq Primer Index Seq Pnmer
A _-_—- === = A == = Ty
D [
P ~ INDEX
S
L }EUJ!J:I bag zpy

EEqLIEﬂ{:E of Interest https://bioinformaticamente.com/2020/11/13/illumina-sequencing



denclamento lllumina

Forward adaptor

Index2 Forward primer
Padl  v1.y3 region of 165 rRNA
= =|

Reverse primer Index
Pad2 Reverse adaptor

Griginglr strand Origin;;lr strand Complementary strand Complementary strand
3 3
f Index2 (8 types)
I Make
i _ complementary _
]anrard primer trand Reverse
': i primer
;, 1
Read 1 'Read 5
—_—
Remove
complementary strand
I Index primer
: | Index read 4 Index2
I I'; (12 types) i' Primer grafted
Flow cell surface Flow cell surface Flow cell surface Flow cell surface
k ] J
Clusternn  christensen et al. 2018 doi: 10.1007/978-3-319-99280-8_8



Arquivos de lllumina

sample id lane
(you choose that) (run / sample set)

N\ 4
SRR2143521_S1_L001_R1_001.fastq.gz

/" N\

sample order read direction
(injection order) (1 - forward, 2 - reverse)

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



Fomato raseg

@SRR2143527.13917 13917 length=251
TACGTAGGTGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA...
+
BBBBAF?A@D2BEEEGGGFGGGHGGGCFGFHHCFHCEFGGH...

1) Identificador da sequéncia (Inicia com @)

2) Sequéncia nucleotidica

3) ldentificador da sequéncia (opcional) (Inicia com +)
4) Qualidade em Phred score - caracteres ASCII



L ofmatl rgsto

Phred quality scores are logarithmically linked to error probabilities

Phred Quality Score Probability of incorrect base call Base call accuracy
10 1in 10 90%
20 1in 100 99%
P 10/\( Q/lO) 30 1in 1000 99.9%
40 1in 10,000 99 .99%
50 1in 100,000 99.999%
60 1in 1,000,000 99.9999%
ASCIT BASE=33 Illumina, Ion Teorrent, PacBio and Sanger
O Plerror ASCII | Q P error ASCII Q| P error ASCII Q P error ASCII
o 1.00000 33t 11 gop7oa3 aa 22 00nlesty Da5 g g3 000050 0 eE R
1.0.79433  34.m 12 0.06310 45 - 23 ‘0.p0s61. 56 & 34 0.00040 6T €
2. 0.63096° 35 . 13 0.05012 46 . 24 0.00398 57 9 35 0.00032 68 D
T e e B R b b A B B s T 36 0.00025 69 E
PN T M T o T el “Z26ni0p251 58 37 0.00020. 70 F
§ 0.31623 3Bk 1 6 0.02512 491 27 0.00200 60 < 38 0.00016 71 G
€ . 0.251i9 39 ! 1T e, pI80s 50 2 .28 '0.00158 el = 35 0.00013 72 H
70.19953 40 { 18 ©0.01585 51 3 29 gogbize: ezl ag cp.ppolp 73 T
8 0.15849 41 3 19 D.01259 52 4 .30 0.00100 @ &3 2 41 0.0o0008 747
9 D.12589 42 % 30 0.01000 (53 5 31 Dp.00079 64 @ 42 0.00006 - 75 K
10 0.10000 43 & 21 0.00794 54 g B

32 0.00063 65

ASCIT BASE=64 0ld Illumina

Q P error ASCII Q P error ASCII Q P error ASCII @ P error ASCII
0.1 08000 64 @ - 3T 0D.07923 1 IS5 K ‘22 0.00631 86 ¥ . 33 0.00050 87 a
1. 0.79433 ‘65 A 12 0.06310 746 L ©23 0.00501 87 W 34 0.00040 88 b
2 0.63096 66 B 13 p.05012 @ 7T M 24 0.06398. B X 35 0D.00032 898 ¢
3. 0.6m19 6T G 14 0.03881 7AW 25.0:00316) 789 ¥ .00 36 0.00035 100 d
iacioiaeg1l el D 15 0.03162 " 789 0 (26 0.00251 90 Z 37 . 0.00020 101 e
PhecHUaYRFA L tea Fo Y e 0L 02512 (B0 B e gre s BTy s S 38 0.00016  1DZ £
6.0.25118 0. F 17  0.01885 810 280000158 a2l 39 . 0.00013 103 g
7.0B108953 0 gl 1R DUP1RES B2 R L290ieipo1de 03} 40 0.00010 104 h
8 g sean g as B0l a0 #1259 835 B0nuoolen . 94 41 0.00008 105 i
g D.1z538 73 1 20 0.01000 84 T 31.0.000799 85 0 42 0.00006 106 j https://www.drive5.com/usearch/manual/quality_score.html
10 0.10000 74 3. - 21 0.00794 85 © 32 0.00063 96 °



Bancos de dados de sequéncias
amplicon do gene 16S rRNA




Bancos de dados

* Trés principais bancos de dados sao usados

— SILVA

* https://www.arb-silva.de
* Quastetal., 2013 doi: 10.1093/nar/gks1219

- Greengenes

* https://greengenes2.ucsd.edu
* McDonald et al., 2024 doi: 10.1038/s41587-023-01845-1
* McDonald et al., 2012 doi: 10.1038/ismej.2011.139)
* DeSantis et al., 2006 doi: 10.1128/AEM.03006-05
- RDP (???)
* http://rdp.cme.msu.edu
* Cole etal., 2014 doi: 10.1093/nar/gkt1244
* Cole et al., 2009 doi: 10.1093/nar/gkn879



Fluxo de analise de dados




Principals etapas na analise

Desmultiplexacao das sequéncias
Controle de qualidade
Agrupamento em OTU
ldentificacao taxondmica

Alfa diversidade

Beta diversidade

Analise de associacao a metadados
Analise de abundancia diferencial



Fluxo de analise

Import Import
l l
R y D I; lexed Denoise /
aw - emultiplex enoise
[ Sequences | BRIt { Sequences }+ Cluster
: & <+— |Import
I |
- =» Join Pairs - - ( * *
Representative
L Feature Table ] [ Sequences ]
Differential | ¢ == =l o el
Abundance Taxonomy
St:lgﬁi:‘:sl R Em— Classification Aligamant
9 Barplots /| | Impor— .
Heatmaps A 4 2
Aligned
Taxonomy Seql?ences
Diversity L " y € Y,
Analyses y Y
T { Phylogeny |<-  Phylogeny
Imagem adaptada da documentacao do programa (Visao conceitual) * 4

(https://docs.qiime2.0rg/2022.8/tutorials/overview/#let-s-get-oriented-flowcharts) I



Diversidade alfa

very diverse somewhat diverse not diverse

* Riqueza (richness): quantidade de “espécies” (taxa) observadas?
- NUmero de taxa observados, indice de Simpson

* Uniformidade (evenness): quao uniformemente as abundancias sao distribuidas entre os taxa
- Indice evenness

e Misto: métricas que combinam ambos, riqueza e uniformidade

- indice de Shannon

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



Testes estatisticos para diversidade

alfa

* A diversidade alfa pode fornecer um valor Unico
para cada amostra

* Pode ser tratado como qualguer outra medida de
amostra e pode ser usado em testes univariados
classicos (teste-t, Mann-Whitney U)

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



Diversidade pbeta
= o o B

v = O
sample 1 sample 2 sample 1 sample 2
very similar very different

° Quao diferentes sao duas ou mais amostras?

Nao ponderada (unweighted) = presenca/auséncia: quantos taxa sao compartilhados entre
amostras?

- Indice de Jaccard, unweighted UniFrac

Ponderada (weighted) = abundancia como peso: os taxa compartilhados apresentam abundancia
semelhante?

- Distancias de Bray-Curtis, weighted UniFrac

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



g gz

@ sample 1

@ sample 2

very similar very different

As amostras compartilham taxa geneticamente similares?
O indice Weighted UniFrac escalona os ramos por abundancia

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



Analise de diversidade beta

 Podemos comparar a dissimilaridade (ou distancia) das
amostras entre si

e Para isso, usamos técnicas de reducao de
dimensionalidade como:

- PCoA = analise de coordenadas principais

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

* Duas ou trés dimensoes (maior contribuicao para a variabilidade dos
dados)

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

Suzana Eiko Sato Guima. Anadlise de microbioma a partir do
gene rRNA 16S. Doutoranda pelo Programa Interunidades de Pés-Graduacdo em Bioinforméatica da USP
Orientador: Prof. Dr. Joao Carlos Setubal. Monitor: Robson Pontes IBI5035 - Biologia Molecular Computacional



Analise de coordenada

Orineipal
Ay Ay
samplel 0 ® ®
not so good better
sample 2 . 0 ®
< > < >
sample3 0.2 0.1 O X ®
o
— ™ o
<L o0 0
o o o
E & E v v
a 3 3

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



Analise de Coordenadas Principais

(PCOA

 Teste estatistico para beta
diversidade

- Mais complicado

- Geralmente nao é normal e é
heterogéneo

- PERMANOVA pode lidar com isso

—

Suzana Eiko Sato Guima. Andlise de microbioma a partir do
gene rRNA 16S. Doutoranda pelo Programa Interunidades de Pés-Graduacdo em Bioinformatica da USP
Orientador: Prof. Dr. Jodo Carlos Setubal. Monitor: Robson Pontes IBI5035 - Biologia Molecular Computacional



