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Metagénomique :
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Quelques définitions
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Metagénomique : utilisation des techniques de génomique modernes pour
I'étude des communautes microbiennes directement dans leur environnement
naturel contournant le besoin d’isolation et de culture des especes individuelles.
(Chen & Pachter, 2005)
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Quelques définitions
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Metagénomique : utilisation des techniques de génomique moderne pour a
I'étude des communautes microbiennes directement dans leur environnement
naturel contournant le besoin d’isolation et de culture des especes individuelles.
(Chen & Pachter, 2005)

Micro-organismes :
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Quelques définitions

Metagénomique : utilisation des techniques de génomique modernes pour
I'étude des communautes microbiennes directement dans leur environnement
naturel contournant le besoin d’isolation et de culture des especes individuelles.
(Chen & Pachter, 2005)

Micro-organismes : ensemble des organismes microscopiques (bactéries,
archées, virus, champignons et algues microscopiques).

lls jouent un réle vital dans le fonctionnement général de la biosphere en
participant par exemple au cycle du carbone ou de l'azote.

lls synthétisent I'oxygene de notre atmosphere, préservent les animaux (dont
nous) de tres nombreuses maladies ...

Leur diversité spécifique et fonctionnelle, les mécanismes régissant leur
dispersion ainsi que leur histoire évolutive demeurent encore mal connus.
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Le microbiote :
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Quelques définitions

Le microbiote . ensemble des micro-organismes vivants au sein d'un
environnement spécifique (incluant les non-cultivables)
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Microbiome :
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Quelques définitions

Le microbiote . ensemble des micro-organismes vivants au sein d'un
environnement spécifique (incluant les non-cultivables)
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Microbiome : ensemble du microbiote et de I'environnement dans lequel ils
évoluent et intéragissent. Par exemple le microbiome intestinal.
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1. Introduction

Pourquoi les especes non cultivables ?
Une faible proportion de micro-organismes sont cultivables.

Mis a part quand ils induisent une pathologie, les micro-organismes peuvent étre
difficilement détectables.

La plupart des micro-organismes ne sont pas pathogenes (méme ceux qui sont
associes a ’lhomme).

Pour toutes ces raisons les techniques d’études ne nécessitant pas une culture
cellulaires ont eté développées ces dernieres années (typiquement I'analyse de
sequence marqueur tels que 'ARNr 16S, 18S, ITS et la metagenomique)
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1. Introduction
Especes non cultivables ?

A new view of the Tree of Life
(Hug et al. 2016)

Une étude de l'université de
Berkeley montre que lorsqu’on
inclut les données génomiques
de 1000 organismes bacteriens
non cultivés issus d’échantillons
métagénomiques, on a une
vision complétement differente
de l'arbre de la vie et de la
diversité des 3 grands domaines
du vivant.

Arbre construit a partir de 16 protéines
ribosomales.

Tenericutes

Bacteria

Actinobacteria Armatimonadetes, Nomurabacteriae @ Kaiserbacteria

® Adlerbacteria
® Campbellbacteria

Zixibacteria
Cloacimonetes

Atribacteria
Aquificae

Chloroflexi

Fibrobacteres  Calescamantes
Gemmatimonadetes  Caldiserica Firmicutes
wi Dictyoglomi

Thermotogae Cyanobacteria
Poribacteria Deinococcus-Therm.
Latescibacteria  Synergistetes Giovannonibacteria
BRC1__ Fusobactena_ . o Wolfebacteria
Jorgensenbacteria

S
: ~
Marinimicrobia® e RBX1

Bacteroidetes WOR1

Chlorobi

@ Melainabacteria

‘e Azambacteria Parcubacteria
PVC
superphylum @ Yanofskybacteria

Planctomycete © Moranbacteria
Chlamydiae, Elusimicrobia

Lentisphaerae, — _
Verrucomicrobia «

@ Magasanikbacteria
o Uhrbacteria i
©® Falkowbacteria C?ln'dldatde_ 5
R Phyla Radiation
@ Peregrinibacteria
@ Gracilibacteria BD1-5, GNO2

® Absconditabacteria SR1
Saccharibacteria

Omnitrophica ® == -
Aminicentantes Rokubacteriag NC10
E Acidobacteria ® - = —
Tectomicrobia, Mod”hbactena 2005
itrospinae
err?sp; ae
b,

Dadabacteria = ® Berkelbacteria
Deltaprotebactena ,
(Thetmodesulfobacteria) <

Chrysiogenetes
eferribacteres

Defe
Hydrogenedentes NKB19 *-

otes Z » Woesebacteria
Spirochaetes 2 2 , . % —Shapirobacteria
/" o Amesbacteria
w8 “ .o 4 C%Ilcrba(mna
Epsilonproteobacteria | acebacteria
e E " / LI Beckwithbacteria
g \ Roizmanbacteria

Dojkabacteria W Gottesmanbacteria

CPR] ®g | _ Levybacteria 5
PR3 @ |
Kotorieid (Daviesbacieris Microgenomates
Alphaproteobacteria [ WWE3

Zetaproteo.

Acidithiobacillia

Betaproteobacteria

Major lineages with isolated representative - italics
Major lineage lacking isolated representative - @

04

Gammaproteobacteria

Micrarchaeota ® Eu kar OteS
Diapherotrites y
Nanchaloarchaeota ¢
Aenigmarchaeota @
Parvarchaeota

DPANN

Pacearchacota @ ®

Crenarch
1 7\ Aigarch. |
Nanoarchaeota | l’\%m!(h. \
Woesearchaeota \

Altiarchaeales Halobacteria
7ME43

TACK Excavata
Thaumarchaeota Archaeplastida
Chromalveolata

Amoebozoa

Opisthokonta

Methanopyri
Methanococci
Hadesarchaea
Thermococci
Methanobacteria

Archaea

Archaeoglobi

Methanomicrobia



w
wi
2
=
3
=]
=
2
=
m
=
o
e
o
L=
L
i
=
1]
w
E
=
=]
L
w
e
-
o

GenoTtouL

B Bioinfo

&

1. Introduction
Ribosomes

- Sont composeés de proteines et d'ARNT.

- Extrémement conservés au cours de
I'eévolution.

- Présents dans les cellules eucaryotes et
procaryotes.

- Syntheétisent les protéines en decodant ;.
I'information contenue dans I'ARN
messager.

- LARN ribosomique portent l'activité
catalytique, les protéines stabilisent la
structure.

- Les ribosomes sont constitués de deux
sous-unités, la petite « lit » 'ARN messager
et la grosse se charge de la polymerisation
des acides amineés pour former la proteine
correspondante.

ribosome
y ' .‘) .H

Q Growing peptide chain

.@* Incoming tRNA
-(R‘“\P‘ _“:@p‘ bound to Amino Acig
Outgoing
pmpty (RNA ¢ ©
‘ / N P

MessengerRNA

Peptide Synthesis
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1. Introduction

Les guestions
Qui estla?

Que peuvent-ils faire ?

(Que font-ils ? ==>
metatranscriptomique...)

Qu’est-ce que cela signifie ?
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Les guestions
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Metatranscriptomics /

RNA sequencing

~\\\\\\\‘\ Im//// ///// ""7 llh , llu,
% o B R L
~ = o ”ll ||Jl|
\\\\\\ alo-. ol ] : y: llu h,,
@ e i, * <ol e @ R
Wolfe et al., 2014 Almeida et al., 2014 = == Duga'r Bony etal., 2015

Who is here?  What can they do? What are they doing?

Méta-génétique Méta-génomique
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Meta-genetigue (la partie biologique)
Extraction de I’/ADN
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Amplification de la région ciblée (PCR)

- amorce de PCR (primer) correspondant a I'extremité de la région conservee
autour de la région variable d’interét

- adaptateur pour le séquencage

- barcodes (petites seéquences pour distinguer les échantillons multiplexés)

Adapter A BarcodeSequence LinkerPrimerSequence Target Sequence ReversePrimer Adapter B

>

Desired Sequence

Séquencage generalement en MiSeq (2x250 pb, ~15 M paires de reads / run)
On commence a voir des études qui séquencent le 16S complet ou le 16S-23S
en longues lectures HiFi Pacbio.
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Process Corresponding biases

16S coii number variation

_‘ PCR ) PCR errors
\\ amplification Primer choice / amplification bias
— Chimera formation
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1. Introduction

Meta-genetigue (la partie biologique)

Process Corresponding biases
T g
"’7-,‘ ‘.'- '}fi A
o SN 16S copy number variation
| /{ sample and sequence diversity
RS Sensitivity to DNA
extraction extraction method/kit
HeE PCR errors
amplification Primer choice / amplification bias
Chimera formation
Sequencing

Sequencing errors
Technical contamination

analysis

Bioinformatics

Jusqu’a 15 copies de 16S
par génomes

Et plusieurs 16S identiques
entre especes et parfois
pas identiques en intra-
génome
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1. Introduction

Meta-genetigue (la partie biologique)

Process

b7 g

v, \3_"
o

™

. N SN
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o of ( Samp

le

DNA
extraction

PCR
amplification

Sequencing

Corresponding biases

16S copy number variation
and sequence diversity

Sensitivity to DNA
extraction method/kit

Primer choice / amplification bias

PCR errors

Chimera formation

Sequencing errors
Technical contamination

Bioinformatics
analysis

On peut extraire de 'ADN du
kit d’extraction quand faibles
qguantités d’ADN (“kitome”)
Faire un blanc rien gu’avec le
kit d’extraction
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1. Introduction
Meta-genetigue (la partie biologique)

Process

b7 g
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DNA
extraction

PCR
amplification

Sequencing

Corresponding biases

16S copy number variation
and sequence diversity

Sensitivity to DNA
extraction method/kit

Primer choice / amplification bias

PCR errors

Chimera formation

Sequencing errors
Technical contamination

Bioinformatics
analysis

Les espéeces les + abondantes
sont les plus amplifiées.
Erreur possible de la PCR.
Chimeres : mélange de
plusieurs 16S d’origine
différentes (5 a 45% des
reads).



w
L]
=
-
=]
Q
=
2
=
m
=
o
1%
o
[=]
L'
£
2
m
L)
E
=
=]
L'
L)
i
L]
o

GenotouL

&

HY Bioinfo

1. Introduction
Meta-genetigue (la partie biologique)

Process

b7 g

‘s \Qw
e

™

LN

; /{ Samp

le

DNA
extraction

PCR
amplification

Sequencing

Corresponding biases

16S copy number variation
and sequence diversity

Sensitivity to DNA
extraction method/kit

PCR errors

Primer choice / amplification bias

Chimera formation

Sequencing errors
Technical contamination

Bioinformatics
analysis

—

Erreur de séquencage (0,3%
pour le MiSeq).
Contamination technique
(entre runs, dans un méme
run)
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1. Introduction

Meta-genetigue (la partie biologique)

Process

DNA
extraction

PCR
amplification

Sequencing

Corresponding biases

16S copy number variation
and sequence diversity

Sensitivity to DNA
extraction method/kit

Primer choice / amplification bias

PCR errors

Chimera formation

Sequencing errors
Technical contamination

Bioinformatics
analysis

- Nous verrons les biais plus
tard dans la présentation
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Meta-génétique (partie biologique) : résume des biais

Biais biologiques :

- nombre variable de copies de 'ARN 16S

- diversité intra-organisme

- la diversité des séguences differe selon les clades. Certaines séquences ne
varient pas.
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1. Introduction
Meta-génétique (partie biologique) : résume des biais

Biais biologiques :
- nombre variable de copies de 'ARN 16S
- diversité intra-organisme
- la diversité des séquences differe selon les clades. Certaines séquences ne
varient pas.
Biais techniques :
- erreurs de PCR
- erreurs de sequencage
- biais d’amplification par PCR
- chimeres
- méthodes d’extraction de '’ADN / kit
- contamination technique
- faible quantité d’ADN
- choix du séguenceur
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1. Introduction
Meta-génétique (partie biologique) : résume des biais

Biais biologiques :
- nombre variable de copies de 'ARN 16S
- diversité intra-organisme
- la diversité des séquences differe selon les clades. Certaines séquences ne
varient pas.
Biais techniques :
- erreurs de PCR
- erreurs de sequencage
- biais d’amplification par PCR
- chimeres
- méthodes d’extraction de '’ADN / kit
- contamination technique
- faible quantité d’ADN
- choix du séguenceur
Biais humains :
- contamination des échantillons
- choix de la région variable a amplifier
- choix des primers
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Meta-génétique (partie biologique) : résume des biais

Biais biologiques :
- nombre variable de copies de 'ARN 16S
- diversité intra-organisme
- la diversité des séquences differe selon les clades. Certaines séquences ne
varient pas.
Biais techniques :
- erreurs de PCR
- erreurs de sequencage
- biais d’amplification par PCR
- chimeres
- méthodes d’extraction de '’ADN / kit
- contamination technique
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Biais sur la région variable choisie : donne

- faible quantité d’ADN pas les mémes résultats surtout en terme
- choix du séquenceur d’abondance relative
. . . On ne peut pas comparer les analyses
Biais humal_ns ] ) _ mmmmm)>  faites sur des Vi différents
- contamination des échantillons Si on veut comparer deux analyses il faut
- choix de la région variable & amplifier fggggs'f;g%ms primers Shlesiieiss
- choix des primers De plus la région choisie influence le

nombre de chimeéres
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Meta-genomique (la partie biologique)

Echantillonnage et extraction de I'ADN :
- Il dépend du milieu analysé (eau, sol, excréments...)
- Un filtre sur la taille est souvent fait pour discriminer les virus, les bactéries et les
eucaryotes unicellulaires.
- Le stockage, I'exposition a I'oxygéne entrainent des biais ==> il est donc
indispensable que les échantillons a comparer aient tous subis le méme protocole
d'extraction.
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1. Introduction
Meta-genomique (la partie biologique)

Echantillonnage et extraction de I'ADN :
- Il dépend du milieu analysé (eau, sol, excréments...)
- Un filtre sur la taille est souvent fait pour discriminer les virus, les bactéries et les
eucaryotes unicellulaires.
- Le stockage, I'exposition a I'oxygéne entrainent des biais ==> il est donc
indispensable que les échantillons a comparer aient tous subis le méme protocole
d'extraction.
Préparation des librairies :
- Selon la quantité d'ADN extraite, il est possible qu'une PCR soit nécessaire
- L'amplification est a éviter a cause des biais importants qu'elle engendre
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Meta-genomique (la partie biologique)

Echantillonnage et extraction de I'ADN :
- Il dépend du milieu analysé (eau, sol, excréments...)
- Un filtre sur la taille est souvent fait pour discriminer les virus, les bactéries et les
eucaryotes unicellulaires.
- Le stockage, I'exposition a I'oxygéne entrainent des biais ==> il est donc
indispensable que les échantillons a comparer aient tous subis le méme protocole
d'extraction.
Préparation des librairies :
- Selon la quantité d'ADN extraite, il est possible qu'une PCR soit nécessaire
- L'amplification est a éviter a cause des biais importants qu'elle engendre
Séquencage :
- L'assemblage étant une étape complexe, des reads longs (ONT : Oxford Nanopore
Technology — encore trop d’erreurs - , PACBIO HiFi ou 10X chromium — linked reads - )
sont a considérer
- Mais le colt est tres important et les outils en cours de développement.
Actuellement un séquencage lllumina NovaSeq est le plus souvent pratiqué.
- Ce qui permet une grande profondeur de séquencage mais les reads sont courtes
(2x150 pb, quelgues milliards de paires de reads par flowcell, jusqu’a 10 pour le
NovaSeq)
- Intéressant lorsqu'on veut avoir acces aux especes rares dans le milieu étudié.
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2. Applications
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Science environnementale :
- Cycles des éléments fondamentaux (carbone, azote...)
- ContrGle de la pollution voir dépollution
- Ecologie / évolution
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Science environnementale :
- Cycles des elements fondamentaux (carbone, azote...)
- Contréle de la pollution voir dépollution
- Ecologie / évolution
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Applications industrielles :

- épuration des eaux usées

- prospection biologique (pour trouver de nouvelles molécules, enzymes,
antibiotiques etc..)

- nouvelles biosynthéses

- fermentations (yaourts...)
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Science environnementale :
- Cycles des elements fondamentaux (carbone, azote...)
- Contréle de la pollution voir dépollution
- Ecologie / évolution
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Applications industrielles :

- épuration des eaux usées

- prospection biologique (pour trouver de nouvelles molécules, enzymes,
antibiotiques etc..)

- nouvelles biosynthéses

- fermentations (yaourts...)

Santé humaine et animale :

- protection contre les pathogenes

- cancer

- absorption des nutriments

- certaines maladies chronigues (parodontite, maladie intestinale
inflammatoire, par ex. La maladie de Crohn)
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2. Applications
Quelgques exemples

Impact sur les maladies cardiovasculaires
(Wang et al., 2011)
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Heart attack

Stroke

Death

Fatty acid
Fatty acid 4
0 3 CH3 CH3 . CH3
[ . + Gut | 4 Hepatic | 4
O-P -0 -Choline —» HO-CH3-CH-N-CH3z ——» | H=N—=CH3 |———"> HO~-N -CHj3
| | flora | FMOs !
O CH3 CHs CH3
Phosphatidylcholine Choline Trimethyl amine Trimethylamine N-oxide

(Dietary) (TMA) (TMAO)
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2. Applications
Quelgques exemples
Influence sur le cancer colorectal

(Sears, C. L., & Garrett, W. S., 2014).

Table 1. Criteria for Disease Causation: Human Colorectal
Cancer and Putative Bacterial Protagonists

Criteria® S. gallolyticus ETBF E. faecalis E. coli F. nucleatum

Epidemiology” + + — - -
Measurable + - - — —

immunological
responses”

Experimental
disease
reproduction®

|
+
+
+

Biological
plausability’

H+
an
+
=
e

Eliminationor — — - — —
modification of

agent prevents

disease?

Presence or absence of data is noted by + (present) or — (absent); + de-
notes overall data are variable.

4Adapted from Evans (1976) and Fredericks and Relman (1996).
PEpidemiology encompasses several types of evidence, including pre-
valence, exposure, or incidence of disease significantly higher in those
exposed to the putative cause than controls; data comparing cases
and controls should show consistency and strength of association;
a range of controls should be evaluated to assess specificity of the
epidemiologic association; temporality (exposure antedates disease
development).

°Only data assessing human immunologic responses are considered.
9Experimental disease induction refers to animal models demonstrating
increased colon carcinogenesis by the listed bacterium.

°Experimental model data are only available for E. coli possessing the
pks island.

fBiologic:: plausibility reflects the authors’ judgment of the strength of
the data available at present regarding the potential role of the bacterial
protagonist in human CRCs.

9Elimination or modification of agent prevents disease refers to human
studies such as use of antibiotics, probiotics, or vaccines to prevent dis-
ease. As yet, no such studies are reported for these bacteria and CRC.
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2. Applications
Quelgques exemples

Environnement . Prochlorococcus

(Biller et al, 2014).

L'organisme photosynthétique le plus abondant et le plus petit sur terre.
A. B.
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2. Applications

Quelgues exe

mples

Environnement : Prochlorococcus

(Biller et al, 2014).

ITS : Internal transcribed spacer

Table 1. The major clades of Prochlorococcus as defined by rRNA ITS sequences.

clade I/

eMITO313%,
High-B/A
Prochlorococciis
clade IV??

LLIV MIT9303,
MIT9313,

MITO0701

Typically most abundant near the base of the
cuphotic zone; highly susceptible to light
shock™.

LLV None

Found maximally abundant in the lower
euphotic zone of oxygen minimum zones
when oxygen depleted layers extend into the
upper water column™.

LLVI None

Found maximally abundant in the lower
euphotic zone of oxygen minimum zones
when oxygen depleted layers extend into the
upper water column™.

LLVII |NCI®® None

Sequences were identified in the lower
euphotic zone of subtropical waters; little is
known about this clade™.

* Originally defined as separate clades®’, the LLII and LLIII clades are now grouped because their

separation is not well resolved phylogenetically.
® Two publications**°

suggest the use of the HLIII and HLIV nomenclature to refer to these clades

¢ For more information on these and other strains, see

assigned the names HNLC1 and HNLC2 to different clades; moving forward, we

47.48

10.44.60 .
and references therein.

Clade Alternate names in Representative Habitat where relatively more abundant, and/or

Name the literature for the | cultured where isolated
same ribotype strains’

HLI eMED4%, Low- MED4, Isolated from the upper/mid euphotic zone,
B/A MIT9515 typically from the subtropical ocean. Their
Prochlorococcus distribution is shifted to higher latitudes, due
clade I’ to a relatively low temperature growth

optimum® ¥

HLII eMIT9312%, AS9601, Often found throughout the euphotic zone;
Low-B/A MIT9215, typically among the most abundant
Prochlorococcus | MIT9312, Prochlorococcus group in the water column.
clade 1%’ SB Especially abundant at lower latitudes, due to

a relativeﬁl?/ﬂl}iﬂgh temperature growth
optimum™ 7.

HLIII HNLC1YY; None Sequences from high nutrient, but low

HNLC2*?® chlorophyll containing equatorial waters,
typically between 10 °N — 10 °S in the Pacific
and Indian oceans. These regions are typically
limited by iron availability, and sequence data
suggests that these cells have adaptations for
reducing cellular iron requirements’ ™.

HLIV HNLC17, None Sequences from high nutrient, but low
HNLC2'750® chlorophyll containing equatorial waters,

typically between 10 °N — 10 °S in the Pacific
and Indian oceans. These regions are typically
limited by iron availability, and sequence data
suggests that these cells have adaptations for
reducing cellular iron requirements*’>°.

HLV None HLYV sequences have been found in surface
equatorial waters typically limited by iron
availability. Physiological distinctions
between the HLIII, HLIV and HL'V clades are
not known"’.

HLVI None Sequences were identified in the mid/lower
euphotic zone (75-150m) of the South China
Sea. This group has been postulated to have
an intermediate light optimum™’.

LLI eNATLZAZQ, NATLIA, Typically most abundant in the middle
High-B/A NATL2A, euphotic zone of stratitied waters. Unlike
Prochlorococcus | PAC1 other LL clades, they often remain abundant
clade I*’ in mixed waters throughout the water column

due to their ability to tolerate light shock™?7.

LLIVIIT' | eSS120/eMIT921 | MIT9211, Typically found in the middle/lower euphotic
1%, High-B/A $S120 zone®¥ M

Prochlorococcus
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3. Analyses méta-omigques

3.1. La méta-génétique
3.2. La méta-génomique
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Meta-genetigue & méta-génomique
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(a) Métagénomique

Echantillon ~ r~ ~ —— —
d'un microbiote ~ oy — —— E—

N I
,...ﬁ‘,*"ﬁ'_'?’,..,, — —

I |
/ I
Fragmentation e

Séquencage global Alignement sur
des ADNs AUENEage 9 I'ensemble du genome

{l

3 anéti Géne cible
(b) Métagénétique
N . . M
N N' I E— —— =
Séléction Séquencage -
des ADNs cibles quencag Alignement sur le

d'amplicons géne cible
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Meta-genetigue & méta-génomique
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(a) Métagénomique

Echantillon N ~F ~J —— — ——
dlun micrObiOte NNNNN N | | 0 0 @ 0|

Fragmentatlon .
Séquencage global Alignement sur
des ADNs AUENEage 9 I'ensemble du genome

2 anéti Géne cible
(b) Métagénétique |
~~ — —_ —
Sélécti P _ -
des El:?rflsloc?bles Sequencage Alignement sur le

d'amplicons géne cible
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3. Analyses méta-omiques

La méta-génétique — les donnees
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Région constante
ADN ,—‘—\

| ]
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Région variable
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3. Analyses méta-omiques
La méta-génétique — les donnees

Region constante
ADN ’—‘—\

|

J

L
Region variable

@ PCRs

Index lllumina

Adaptateur lllumina Adaptateur lllumina
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3. Analyses méta-omiques
La méta-génétique — les donnees

Région constante

ADN ,—‘—\

[ |
\ Y J
Région variable
@ PCRs
Index [llumina
[ == ] [T .
Adaptateur lllumina Adaptateur lllumina
@ Séequencage
" Read 1 SN | ndext
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3. Analyses méta-omiques

La méta-génétique — le workflow

Pre-process °

Chimere

Clustering e

Assignation
taxonomique

Table
d’abondances
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3. Analyses méta-omigques

La méta-génétique — le workflow
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Pre-process - Supprimer les séguences dont la taille ne
corresponde pas a la taille attendue,
- Supprimer les séguences avec trop de bases
ambigués (N),
- Supprimer les ségquences avec trop de mismatchs
avec les primers,
- Deé-replication des séguences.
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3. Analyses méta-omigques

La méta-génétique — le workflow

Chimere

Définition : principalement produits lors de la phase
de PCR lorsqu’'un amplicon avorté joue le rble de
primeur pour un template hétérologue.

La séquence a une taille similaire et contient le primer
forward et reverse.

Schloss, 2011 : 5 a 45 % de lectures

amplification ayant avortée
EE—— - -

« primer » du cycle suivant
for. rev.

H séquence chimérique
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La méta-génétique — le workflow
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Détection :
- recherche des séquences parentes
- validation croisée entre échantillon

Chimere
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3. Analyses méta-omiques

La méta-génétique — le workflow

Chimere

Détection :
- recherche des séquences parentes
- validation croisée entre échantillon

Sample A

dl

' x1000

b

' x500

C I x100
d e x50
e x10

fi

] x10

X5

Bl

Sample B

bi | x1000

d p s x500
h I x 100
| T x50
fi | x10

el x10
=] — ' X5
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3. Analyses méta-omiques

La méta-génétique — le workflow

Chimere

Détection :

- recherche des séquences parentes
- validation croisée entre échantillon

Sample A

al | x1000
bl ' X500
C I x100
d s x50

e ) x10
fi ] x10

{ R

Sample B

b | x1000

d s X500
h s x100
| ) x50

fl | x10
el x10
g x5
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3. Analyses méta-omigques

La méta-génétique — le workflow

Chimere

Détection :
- recherche des séquences parentes
- validation croisée entre échantillon

Sample A Sample B
al ' x1000 bi | x1000
b ' X500 d s X500
C I x100 h s x100
di s x50 | ) x50
el | x10 fi | x10
fi ] x10 el | x10
g/ X g x5

d n’est pas une chimere
g est une chimere

Outils : Uchime, ChimeraSlayer, Uparse, CATCh
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La méta-génétique — le workflow
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Objectif : regrouper les séquences appartenant a la
méme Unité Taxonomique Opérationnelle (OTU) ~

espece.
A
o ° |
* Ce qui est attendu
Clustering A 0
3 oLl -

'. ”' .’ ..: ; N
% g *, La réalité

Causes : Variabilité naturelle, erreurs techniques,
contaminations, chimeres, ...
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La méta-génétique — le workflow
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Algorithmes gloutons

Clustering
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La méta-génétique — le workflow
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Algorithmes gloutons : dépendant de l'initialisation

&
.}?:;: .E:?F;:l

Clustering start with A

start with B



w
L]
=
-
=]
Q
=
2
=
m
=
o
o
o
o
L'
£
2
m
w
E
=
=]
L'
L)
i
L]
o

GenotouL

B Bioinfo

&

3. Analyses méta-omigques

La méta-génétique — le workflow

Clustering

SWARM (Mahé, 2014) : clustering robuste et rapide
adapté a de grand jeu de données.

ACGT ACGT ACGT
AGGT A-GT A--T

differences 1 1 2
1 diff
@ .\: ®
e % ™
Ly '- /]
¢ 0 &9 &, U8 %e
initial seed (randomly picked @ & o

from amplicon dataset)

no more closely related amplicons,
the process stops (equivalent to the
Kruskal algorithm when d = 1)

explore the amplicon space
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La méta-génétique — le workflow
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Outils : RDPclassifier, Megablast, Blast, Rtax.

Base de données : Silva, Greengenes, LTP, bases de
données dédiees.

Assignation
taxonomique
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3. Analyses méta-omiques

La méta-génétique — le workflow

AN
Séguencage
Table echantillon 1 6 3
d’abondances echantillon 2 6 3
echantillon 3 3 3



GenotouL

HY Bioinfo

&

3. Analyses méta-omigques

La méta-genetique — les outils
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QIIME

UPARSE https://www.drive5.com/uparse/
MOTHUR https://www.mothur.org
MG-RAST http://metagenomics.anl.gov

FROGS http://frogs.toulouse.inra.fr
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Meta-genetigue & méta-génomique
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(a) Métagénomique Ou assemblage de novo
Echantillon O~~~ —— — ———
d'un microbiote ~. o0 —JC—J —
I~ =D r~F - —
075 — —_—
— . —

Fragmentation )
Séquencage global Alignement sur
des ADNs AHENEage g I'ensemble du genome

(b) Métagénétique Gene cible
——  —
Séléction .
: Sequencage Alignement sur |
ADN | . _ gnement sur le
des s cibles d'amplicons géne cible

https://www.youtube.com/watch?v=DIQTXdb2rhg&list=PLOPiWV|g6aTzsA53

N19YqJQeZpSCHOQPc&index=23
Dan Knights Videos


https://www.youtube.com/watch?v=DlQTXdb2rhg&list=PLOPiWVjg6aTzsA53N19YqJQeZpSCH9QPc&index=23
https://www.youtube.com/watch?v=DlQTXdb2rhg&list=PLOPiWVjg6aTzsA53N19YqJQeZpSCH9QPc&index=23
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Sample from microbial community

La méta-génomique
— les données

Nayfach, S., & Pollard, K. S.

(2016).

Actual
relative
abundance
B2

Replication
arigin

=
Dividing /”ﬂ-j
bacterial
population
Non-dividing
bacterial
population

Paired-end sequencing

[
flt

Estimated
relative
abundance

P YRR

DA contamination

olo o

i

Reference-based
classification

Unknown taxa may
not be detected

“Knawn®

WY | g |
D | U | WY

- ';\_, £ gy | 3
Q = % ) “Unknown"
% Species

Rare spacies

{ DMA extraction

RO, o
o) O s

; DNA fragmentation

* Prepare library and sequence

‘ Quality control

i

Metagenomic
assembly

Rare taxa may
not be detacted

Unknown species can dominate
microbial communitias (Nayfach
et al,, 2016) and are not detected
by reference-based methods

DMA from the host (Ames at al,,

2015) or laboratory environment
{Salter et al_, 2014) can contami-
nate a biological sampla

Extraction efficiency varies between

taxa (Kennedy et al., 2014)

Dividing bactarial genomeas hava
higher and less even genomic
coverage (Korem et al., 2015)

Extracted DNA is fragmented

at breakpeints that preferentially
occur at certain di-nuclectides
{Poptsova et al., 2014)

Library praparation protocol
affacts estimated community
composition (Jones at al., 2015)

Sequencing technologies have
different read lengths and error
rates (Quail et al., 2012)

Duplicate reads aliminated
Read-tails trimmed
Low-quality reads filtered
DMNA contamination remaoved

Estimated
relative
abundance
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3. Analyses meta-omiques
La méta-génomique — le(s) workflow(s)

Le workflow d’analyse est beaucoup
moins bien établi qu’en métagéneétique,
bien qu’il y en ait un florilege depuis
guelgues temps.

Il dépend de la question posee, de la
guantité de données...

Les données brutes issues des analyses
de métagénomiques sont complexes et
bruitées.

Imaginez de l'ordre de ~1000 puzzles de
millions de pieces avec des erreurs a
reconstruire. De plus pour la plupart on
ne connait pas le modele !

Extraire de [l'information biologique de
jeux de données de cette taille est un
challenge et nécessite de grosses
ressources de calcul.
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3. Analyses meta-omiques

La méta-génomigue — quelgques etapes svt rencontrées
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Pre-process

Assemblage
Alignements

Annotation
des contigs
Comptages

Création du
catalogue de
genes

Binning des
contigs

Tables
d’abondance
taxonomiques et
fonctionnelles
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3. Analyses meta-omiques

La méta-génomigue — quelgques etapes svt rencontrées

w
wi
2
=
3
=]
=
2
=
m
=
o
e
o
L=
L
i
=
1]
w
E
=
=]
L
w
e
-
o

Pre-process Short / Iong (HIFI) si outil SpéCifique
Vérification de la qualité :
- fastQC
Enlever les adaptateurs :
- cutadapt (SR)
Trimmer les bases sur leur qualité de séquencage :
- sickle / Smrtlink (Pacbio, lors du séquencage)
Vérifier rapidement la composition taxonomique a
partir des reads :
- kraken2, metaPhlan3, Kaiju... / Megan-LR (Huson
et al. 2018), Pb-metagenomics-tools
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La méta-génomigue — quelgques etapes svt rencontrées
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Assemblage :
- Approches basées sur les graphes de De Bruijn

Assemblage ==> chimeres fréequentes
Alignements - MetaVelvet, IDBA-UD, MetaSPAdes, Megabhit...
- MetaFlye, Hiflasm-meta, HiCanu ...
Alignement :

- bwa mem ou bowtie2 contre génomes ou
catalogues de genes de reférences / minimap?2
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3. Analyses meta-omiques

La méta-génomigue — quelgques etapes svt rencontrées
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Annotation structurale :

- Prokka (Prodigual), FragGeneScan...
Comptage :

- featureCount, HtSeqgCount...
Annotation fonctionnelle :

Annotation - diamond (homology)
des contigs - Interproscan, EQgNOG (HMM protein domains and
Comptages families),

= eggNogMapper (Cantalapiedra et al., 2021)
- KEGG, metaCyc (metabolic pathways...)
- COG (cluster of orthologs genes)
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La méta-génomigue — quelgques etapes svt rencontrées
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Clustering des protéines :
- CD-Hit

Création du
catalogue de
genes
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3. Analyses méta-omigues

La méta-génomigue — quelgques etapes svt rencontrées

Binning des
contigs

Binning :

- clusteriser les contigs : obtenir des génomes drafts

- myCC, CONCOCT, MetaBat2, MaxBin2, solidBin
utilisent la composition en kmer, la profondeur de la
couverture en read des contigs et les genes
marqueurs pour corriger les clusters (Lin et al, 2016 ;
Alneberg et al, 2014, Wu et al, 2015, Kang et al., 2019,
Wang et al. 2019)

- lancer plusieurs binners puis les combiner avec

DASTool ou binning_refiner (Song et al, 2017 ;

Sieber et al, 2018 ; bin_refinment de metawrap

Uritsky et al. 2018)

- Evaluer la qualité des bins (CheckM2, Chklovski et

al., 2022 BioRxiv)

- dRep pour choisir le meilleur bin entre tous les bins

de tous les échantillons (Olm et al., 2017) = avoir un

set de bins commun pour tous les echantillons
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3. Analyses méta-omigues

La méta-génomigue — quelgques etapes svt rencontrées

Tables
d’abondance
taxonomiques et
fonctionnelles

Affiliation taxonomique (genes puis contigs) :

- diamond : homology suivi d’un script algo LCA
(lowest common ancester) ex CAT et BAT (Bastiaan
von Meljenfeldt et al. 2019)

Affiliation taxonomique (bins) :
- Gtdb-tk (Chaumeil et al., 2022)

Abondance fonctionnelle :
A partir de la matrice des comptages des genes :
- profils d’abondance des orthologues (Kegg
orthologie, COG, NOG)
- profils d’abondance des pathways (Kegg or
MetaCyc pathways or GO terms)

Il s’agit en général d’abondance relative dans
chaque échantillon
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4. Analyses exploratoires

Analyse de la biodiversité
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Communauté A Communauté B

Diversité O = diversité au sein d’'une communauteé.
Diversité 3 = diversité entre communautés.
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4. Analyses exploratoires

Analyse de la biodiversité

0| 0|

) I LS
i \\3 ANRROA

Communauté A Communauté B

Diversité O = diversité au sein d’'une communaute.



GenotouL

B Bioinfo

&

4. Analyses exploratoires

Analyse de la biodiversité — diversité o
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Richesse : nombre d’'OTUs ou groupe fonctionnel au sein d’'une communauté.
Caracterise la composition.
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Analyse de la biodiversité — diversité o
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Richesse : nombre d’'OTUs ou groupe fonctionnel au sein d’'une communauté.
Caracterise la composition.

A < B

2 espéces 4 espéeces

B est plus diversifié que A car il contient deux fois plus d'especes.
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Analyse de la biodiversité — diversité o
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Richesse : nombre d’'OTUs ou groupe fonctionnel au sein d’'une communauté.
Caracterise la composition.
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Analyse de la biodiversité — diversité o
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Richesse : nombre d’'OTUs ou groupe fonctionnel au sein d’'une communauté.
Caracterise la composition.

9.9

3 especes 4 especes

B contient plus d'espece mais semble moins diversifié !
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Analyse de la biodiversité — diversité o
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Indice de Shannon : indice reflete aussi bien le nombre d'especes que leurs
abondances.

H(X) = Hy(X)=—) Plog, P
1=1
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4. Analyses exploratoires

Analyse de la biodiversité — diversité o

Indice de Shannon : indice reflete aussi bien le nombre d'espece que leurs
abondances.

H(X) = Hy(X)=—) Plog, P

1=

Shannon = 1.09 Shannon = 0.72
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Analyse de la biodiversité
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Communauté A Communauté B

Diversité 3 = diversité entre communautés.
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Analyse de la biodiversité — diversite 3
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Propriétés :
- échelonnées entre O et 1,
- 2 échantillons identiques : Dist(A,A) =0
- Si aucun OTUs partage entre 2 échantillon : Dist(A,B) =1

Categorical Phylogenetic

Presence/ Jaccard Unifrac
Absence
Quantitative . Weighted
Abundance Bray-Curtis Unifrac
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Analyse de la biodiversité — diversite 8
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Jaccard : Fraction d’espece specifique a la communauté A ou B.

Dist(A, B) = 1-(AnB)/(A uB)
= ((xa>0) & (xg>0))/((xa>0) | (xg>0))
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Analyse de la biodiversité — diversite 8
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Bray-Curtis : Fraction de la communauté specifigue a la communauté A ou B.

. IXi - il —
DISt(X! y) = %xix_FZS;i pui— +  —
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4. Analyses exploratoires

Analyse de la biodiversité — diversité
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d II D, =0.667 :
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4. Analyses exploratoires

Analyse de la biodiversité — diversite 3

Jaccard

Bray-Curtis
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4. Analyses exploratoires

Analyse de la biodiversité — diversite 3
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Jaccard Bray-Curtis

Jaccard > Bray-Curtis : les OTUs abondants sont partagés
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4. Analyses exploratoires

Analyse de la biodiversité — diversite 3

Unifrac : Fraction de I'arbre spécifigue a la communauté A ou B.

s |+

Dist(x, y) =

Eaas - Eaas - S

D=1 D=~0.5
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4. Analyses exploratoires

Analyse de la biodiversité — diversite 8

Weighted Unifrac : Fraction de la diversité specifique a la communauté A ou B.

B
|
|

m

-
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Analyse de la biodiversité — diversite 8
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UniFrac wUniFrac

distance
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Analyse de la biodiversité — diversite 8
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UniFrac wUniFrac

distance distance

UniFrac > wUniFrac : les OTUs abondants sont proches
phylogénétiguement
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Analyse de la biodiversité — diversite 3
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Jaccard: Jaccard: Jaccard:
Bray: Bray: Bray:
Unifrac: Unifrac: Unifrac:

W-Unifrac: W-Unifrac: W-Unifrac:
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4. Analyses exploratoires

Analyse de la biodiversité — diversite 3
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Jaccard:d=0 Jaccard: distant Jaccard: distant
Bray: Bray: Bray:
Unifrac: Unifrac: Unifrac:

W-Unifrac: W-Unifrac: W-Unifrac:
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4. Analyses exploratoires

Analyse de la biodiversité — diversite 3
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Jaccard:d=0 Jaccard: distant Jaccard:distant
Bray: distant Bray:similaire Bray:distant
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W-Unifrac: W-Unifrac: W-Unifrac:
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Analyse de la biodiversité — diversite 3
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W-Unifrac: W-Unifrac: W-Unifrac:
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Analyse de la biodiversité — diversite 3
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Jaccard:d=0 Jaccard: distant Jaccard: distant
Bray: distant Bray:similaire Bray:distant
Unifrac:d=0 Unifrac: similaire Unifrac: distant

W-Unifrac: distant W-Unifrac: similaire W-Unifrac: similaire
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Methodes exploratoires - MDS
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Objectif : Projeter des données de grande dimension dans un sous espace
de plus faible dimension.

L’ACP (Analyse en Composantes Principales) recherche des combinaisons
linéaires d’'OTUs qui

- sont non correélés,

- préservent au mieux la variance de la composition des communautes.

Chameau ou dromadaire ?

Mais les données meta-omics

- peuvent étre corrélées,

- TACP n’est pas adaptée pour capturée la
diversité.
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Methodes exploratoires - MDS
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La MDS (Multi-Dimensional Scaling) est équivalente a I'ACP mais capture la
diversité 3.

P taxa

. 1
b s I
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0,0,0,1,91,2,5,2,0,1,...
0,0,0,0,0,1,2,1,8,0,0,... -0.4- K
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Axis.1 [39.5%]

diet
* BK
« Western

-0.2-

Axis.2 [14.4%)]

N samples
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4. Analyses exploratoires

Methodes exploratoires — Classification hiérarchique

Sw

Mad

Oscillatoriales

Objectif : Regrouper les échantillons selon leur diversité.

Sw = seawater

Mad = coralil sain
MadBle = corail blanchi



GenotouL

HY Bioinfo

&
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Methodes exploratoires — Classification hiérarchique
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4. Analyses exploratoires

Methodes exploratoires — Classification hiérarchique
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4. Analyses exploratoires

Methodes exploratoires — Classification hiérarchique
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4. Analyses exploratoires

Methodes exploratoires — Classification hiérarchique
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4. Analyses exploratoires

Methodes exploratoires — Classification hiérarchique
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4. Analyses exploratoires

Methodes exploratoires — Classification hiérarchique
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G 4.68 4.84 2.06 1.81 0.61 F 4.32 4.23 4.07 2.01 2.06
H 4.75 5.02 3.16 2.90 1.28 1.12 G 4.92 4.84 4.68 2.06 1.81 0.61
H 5.00 5.02 4.75 3.16 2.90 1.28 1.12
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S regroupement

ABC
DE 4.72
PG 4.23
H 4.07

1.81
2.9“ 1.12 ]

4° regroupement

ABC

D E FG

.72
.5---\_-\--\-
.07 20T 1.81 |

.75 3.16 2.90 1.12

3 regroupement

LU L

D E

.00

.01 2.086
.06 1.81
.16 2.90

P G

4. Analyses exploratoires

Methodes exploratoires — Classification hiérarchique

(ABC),(DE},(FGH)

2% regroupement

T Qmm e

e e B U0 B
ods s N s
+ % = a4 @

00

01 2.06
06 1.81
16 2.90

F G
0.61
1.28 1.12
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{ABC},{DE}{FGL{H}
........... (ABC}, (D}, {E), {8, H)
[ {ABC}, (D), {E),{FL.1G).(H)
(AG).(B),1D},{E){FLIGLH)
6w u @ HBHOOLEFLGLHH)
B C D E P G
.56 1% regroupement
.72 4.80
.55 5.87 1.00
.23 4.07 2.01 2.06
.84 4.68 2.06 1.81 0.61
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4. Analyses exploratoires
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Methodes exploratoires — Classification hiérarchique

7¢ regroupement

6° regroupement

4° regroupement

3® regroupement

DEFGH 4.07 H

ABC
DE 4.72

FGH 4.0 1.

ABC DE

DE 4.72
FG 4.23 1.481

oG 12

H 4.07 2.90(1.12

ABC D E

.72
.5---\--\--\-
.07 0T 1.81 —_ |

.76 3.16 2.9%0 1.12

Tammo
s s
W BB

{ABCDEFGH}

{ABC},{DEFGH}

(ABC),(DE), (FGH)

{ABC},{DE},{FG],{H}

{ABCL{DJ{E), (B8, {H}
(ABC}.{DL(E].(FLIGL{H)

(AG).(8), (D), {EL.{F1,{G).(H)
(A}, {B],{CL{D}(EL{FLIG], H}

O w w ¢ I

2° regroupement

4.
5.
4.
4.
5.

3.16

1.00

2.01 2.06

2.06 1.81 0.61
2.90 1.28 1.12

o

C D E F G
1¢ regroupement

.80

.57 1.00

.07 2.01 2.06

.68 2.06 1.81 0.61

.75 3.16 2.90 1.28 1.12
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5. Impact carbone du calcul
BGES du cluster GenoToul
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* Materiel informatique : fabrication, transport & eol
 Consommation électrique

* Fluide frigorigene (fuites en R410A : fluide frigorifique a tres fort effet
de serre)

 Déplacements professionnel du personnel

» Déplacements domicile / travalil
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5. Impact carbone du calcul
BGES du cluster GenoToul

 Durée de fonctionnement des appareils de 7 ans

» Efficacité de la consommation d’énergie (PUE) du centre
d’hébergement de 1,4

* Facteur d’émission de 0,1080 kg CO2e / KWh
 Temps de calcul total en 2019 de 18.000.000 heures
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5. Impact carbone du calcul
BGES du cluster GenoToul

Fabrication du
matériel

Transport du matériel
EoL du matériel

Consomation
éléctrique

Transport des agents
Fluide frigorigéne

TOTAL

Emissions totales
de GES en 2019
(kg CO2e)

43 373

3519
310

46 799

3 250
1673

98 924

Emissions de GES
par coeur.heure

(g COZ2e)

2.41

0.20
0.02

2.60

0.18
0.09

5.50

5.50 g eCO2

par cceur.heure

@ Devices manufacture
@ Devices transport

@ Devices EolL

@ Electricity consumption
® Agent travels

@ Refrigerant gases
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5. Impact carbone du calcul
BGES du cluster GenoToul
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Empreinte carbone moyenne d’un Frangais
tCO,

Niveau 10.8
actuel 1CO,e
Niveau
de Paris fCO,e

B Mobilté  ®logement W Biens ef services prives  ® Alimentation  ® Services et investssements publics

* Source Carbone 4, 2019. Faire sa part ? Pouvoir et responsabilité des individus, des entreprises et
de I'Etat face a l'urgence climatique.

Budget carbone ~= 370 000 heures CPU


https://www.carbone4.com/wp-content/uploads/2019/06/Publication-Carbone-4-Faire-sa-part-pouvoir-responsabilite-climat.pdf
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