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Description de |’écologie microbienne

* La diversité alpha
* Biomasse
* Richesse
* Homogeneité de composition

La diversité alpha

» La biomasse, en microbiologie (microbiomasse) :

« Valeur quantitative
 Masse totale de l'ensemble des micro-organismes vivant dans un milieu, qu'il soit naturel ou artificiel, a

un moment donné

¢ La richesse fait référence au nombre total d’espéces observées dans un échantillon.
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Exercice : Déterminer la diversité pour différentes compositions de microbiote

B

Quel est I'échantillon avec la diversité la plus grande ?
Pourquoi ?

A

Exercice : Déterminer la diversité pour différentes compositions de microbiote

1. La diversité alpha : Richesse observée

A B

2 especes < 4 especes

o L'alpha diversité peut étre défini par le nombre d’ espéces.

o Cette mesure ce nomme richesse observée.
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Exercice : Déterminer la diversité pour différentes compositions de microbiote

Quel est I'échantillon avec la diversité la plus grande ?
Pourquoi ?

11
Exercice : Déterminer la diversité pour différentes compositions de microbiote
1. La diversité alpha : Richesse observée
3 especes < 4 especes
o Basé sur le nombre d'espéces : Echantillon B a une richesse
observée plus importante !
12
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Exercice : Déterminer la diversité pour différentes compositions de microbiote

2. La diversité alpha : L" indice de Shannon

A

3 especes

B

4 especes

o Dans certain cas c’est I'échantillon A qui a la plus grande alpha diversité !

o Il existe une autre mesure, appelé I'indice de Shannon, qui permet de
prendre en compte le nombre d’espéces ET leur abondance.

13

Exercice : Déterminer la diversité pour différentes compositions de microbiote

2. La diversité alpha : L" indice de Shannon

> H=-3¥, pin(p;); p=abundance

> EH=

A

3 especes dont : 4 vertes, 5 rouges, 4 bleues

H= = lop) + —Tog(—) + - log(—)) ~ 1,00
=-G : L'x(l:‘)"'ﬁ og(ﬁ)+§ og(ﬁ))~ ,

E, = H/log(k) = 1,09/log(3) = 0,99

n(ly

[Normalized]

B

4 espéces dont : 1 verte, 1 rouge, 1 jaune, 12 bleues

l

AP SN DO SUUNE A SN St 072
=—( "‘(‘12)+E°g(ﬁ)+1s0“1&”E°g(ﬁ))~ ’
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Ey = H/log(k) = 0,72/log(4) = 0,51
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La diversité béta

15
Description de I’écologie microbienne
* La diversité béta
* Absolute species turnover
* Basé sur I'abondance
16
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Description de |’écologie microbienne

* La diversité alpha
* Biomasse
* Richesse
* Homogeneité de composition

 La diversité béta
* Absolute species turnover
» Basé sur I'abondance

* Note: La diversité alpha et béta peuvent étre évalués a différent
niveau phyl ogenet|c|O
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Décrire I’écologie microbienne dans un contexte précis

Article | Open access | Published: 24 May 2021

Refinement of 16S rRNA gene analysis for low biomass
biospecimens

Différentes variables sont présentes :

Samples Extraction protocols PCR protocols
Bead-beating DNA isolation

- Le type d’échantillons
- microbiote humain (a),

] e e R - communautés microbiennes (b) (c) (controle

J r— [ positif pour : I’extraction d’ADN, I’amplification
et 3x30s } silicacolumn || | R , . ..

4 e S du géne et le séquencage du géne bactérien)

E L Classical PCR

9 X: S‘ Affinity bead . , .

b e sotan_| - La quantité de microbes

- Le type de PCR
- Le type d’extraction d’ADN bactérien

Chemical
precipitation
— Semi-nested PCR
Silica column

isolation

: Mcs -
Whole-cell

LI classical PCR

But : La biomasse a t-elle un impact sur le séquencage

Affinity bead
| du gene de UARNr 16S?
= MCs

Genomic
§ L Classical PCR

18
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La biomasse a t-elle un impact sur le séquencage du gene de ARNr 16S?

1. Mesurer la diversité alpha pour différente biomasse de microbiote

1. Comparer la composition phylogénétique
- Au niveau Phylum
- Au niveau Class
- Au niveau Genus

3. Comparer la diversité microbienne des échantillons entre eux

19

1. Mesurer la diversité alpha pour différente biomasse de microbiote

A. Importation de |'objet phyloseq

pth = file.choose()
ps = readRDS(pth)

{r} - g
ps = readRDS("/Users/djelika/Documents/2019-11 Sci Rep Villette Scarcity Paper/Metadata/2021-05 Sci Rep
Villette et al 16S refinement/2021-05 VILLETTE et al 16S Refinement ps.rds")

ps

phyloseqg-class experiment-level object

otu_table() OTU Table: [ 515 taxa and 37 samples ]
sample_data() Sample Data: [ 37 samples by 9 sample variables ]
tax_table() Taxonomy Table: [ 515 taxa by 7 taxonomic ranks ]
phy_tree() Phylogenetic Tree: [ 515 tips and 513 internal nodes ]

20
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Des objets Phyloseq

: : ape Biostrings
matrix data.frame matrix
package package
read.tree DNAStringSet
£y tabl le dat read.nexus RNAStringSet
QENLEaDse a3 SEIPLE (CERa read_tree AAStringSet
OTU Abundance Sample Variables Taxonomy Table Phylogenetic Tree Reference Seq.
otu_table sample data taxonomyTable phylo XStringSet

Processors:
filter_ taxa
merge_phyloseq
merge_samples

Accessors:
get taxa
get_samples
get_variable

otu_table

refseq

A nsamples merge_taxa
Experiment Data ntaxa prune_samples
constructor: phyloseq rank_names prune taxa
k phyloseq otu_table, sample_names subset_taxa
sam_data, sample_sums subset_samples
% tax_table, P» | sample_variables tip_glom
import phy_tree taxa_names tax_glom
refseq taxa_sums

21
1. Mesurer la diversité alpha pour différente biomasse de microbiote
B. Calculer la richesse observée et I'indice de Shannon pour chaque échantillon
# Représenter la diversité alpha
{r}
richness as.data. frame(estimate_richnessChuman, measures c("Shannon", "Observed")))
head(richness)
Observed Shannon
RAW_HD1.104miniprep_16S_TAGCGCT 37 2.724880
RAW_HD1.105miniprep_16S_TGCCTT 16 2.666398
RAW_HD1.105miniprepbis_16S_TTCTTG 28 2.809098
RAW_HD1.106minirep_16S_ATAACA 23 2.494274
RAW_HD1.106minirepbis_16S_CCGACC 118 3.913311
RAW_HD1.107miniprep_16S_CACACT 74 3.654130
22
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1. Mesurer la diversité alpha pour différente biomasse de microbiote

C. Représenter la diversité alpha

#Mesurer 1'alpha-diversité pour différente concentration de microbiote

{ )
i\rs

richness$SampleOrigin<- human®sam_data$SampleOrigin
richness$PCR= human@sam_data$PCR
richness$Concentration = human@sam_data$Concentration

ggplot(richness, aes(x=PCR, y=Observed, fill=Concentration))+
geom_bar(stat="identity', position "dodge" )+
facet_grid(SampleOrigin~PCR, scales "free_x", space "free")+

ylab("Richness observed")+
theme_bw()+
theme(strip.text.y =element_text(size = 6, face "bold"), strip.background = element_blank(),
legend. text element_text(size 10, face="bold"),
axis.text.x = element_text(size 10, face "bold"),
legend.title element_text(size 10, face="bold"),
axis.title.x element_blank(),
axis.title.y=element_text(size 10, face="bold"),
axis.text.y element_text(size 10),
panel.grid = element_blank())
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1. Mesurer la diversité alpha pour différente biomasse de microbiote
C. Représenter la diversité alpha
Nested Standard
1501
100
3 501 Concentration
z B 1004
2 o B 105
2 B 1076
£ 1501 B 107
2 I 10%s
1001
501
o
Nes'ted Stan'dard
24
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2. Comparer la composition phylogénétique

A. Composition au niveau Phylum

#Composition microbienne au niveau Phylunm

{r}
{r}

Phylum <- tax_glomChuman, "Phylum")

plot_bar(Phylum, x "Concentration", fill "Phylum" )+
facet_grid(SampleOrigin~PCR, space "free", scales "free")+
labs(x="Microbes quantity", y="Relative abundance")+
theme_bw()+
theme(strip.background = element_blank(),
axis.title.x = element_text(size=10, face="bold"),
strip.text = element_text(size = 6, face = "bold"),
axis.text.x element_text(size 10, face "bold"),
axis.text.y element_text(size 19),
axis.title.y = element_text(size = 10, face="bold"),
legend.title element_blank(),
legend. text element_text(size 10, face="bold.italic"),
legend.spacing.x = unit(@.5,"cm"),
panel.grid = element_blank())
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2. Comparer la composition phylogénétique

A. Composition au niveau Phylum

Nested Standard

40000

30000 A

20000 4 ]
8
S 100004 . Actinobacteria
: IIIII
s - Bacteroidetes
3
o
2 Fusobacteria
® 300004
& Proteobacteria

20000 4

o . . .

jyf— ==

1075 1046 1047 10°8 104 1045 1046 1077 108
Microbes quantity

26
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2. Comparer la composition phylogénétique

B. Composition au niveau Class

#Composition microbienne au niveau Class

{r}
{r}

Class<- tax_glomChuman, "Class")

plot_bar(Class, x "Concentration”, fill "Class")+
facet_grid(SampleOrigin~PCR, space = "free", scales
labs(x="Microbes quantity", y="Relative abundance")+
theme_bw()+
theme_bw()+
theme(strip.background = element_blank(),
axis.title.x element_text(size=10, face="bold"),
strip.text element_text(size 6, face "bold"),
axis.text.x element_text(size 10, face "bold"),
axis.text.y element_text(size 19),
axis.title.y element_text(size 10, face="bold"),
legend.title = element_blank(),
legend. text element_text(size 10, face="bold.italic"),
legend. spacing.x unit(0.5,"cm"),
panel.grid = element_blank())
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2. Comparer la composition phylogénétique

B. Composition au niveau Class

Nested Standard
40000
300004
Actinobacteria
200004 Alphaproteobacteria
g Bacilli
S 10000 1 Bacteroidia
°
£ . Clostridia
2 . eemEm Coriobacteriia
o
2 Deltaproteobacteria
™ 30000 A
§ Erysipelotrichia
200004 Fusobacteriia
Gammaproteobacteria
Negativicutes
100004
jyf— =

105 1046 1077 1048  10°4 105 1076 1077 1078
Microbes quantity
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2. Comparer la composition phylogénétique

C. Composition au niveau Genus

Eggerthella hoa5-07d05_gut_group Listeria
Eisenbergiella Holdemania Marvinbryant
Enterococcus Howardella Melissococct
Erysipelatoclostridium Hydrogenophilus Merdibacter
Erysipelotrichaceae_UCG-003 Intestinibacter Methylocella
Escherichia/Shigella Intestinimonas Negativibacili
o_1 Faecalibacterium Isobaculum Odoribacter
Family_XIll_AD3011_group Klebsiella Oscillibacter
‘ Family_XIll_UCG-001 Lachnoclostridium Oscillospira
ms Flavonifractor Lachnospira Paeniclostrid
‘ Fournierella Lachnospiraceae_FCS020_group Parabacteroic
Fusicatenibacter Lachnospiraceae_ND3007_group Paracoccus
m"“ Fusobacterium Lachnospiraceae_NK4A136_group Paraprevotell
ORDER GCA-900066225 Lachnospiraceae_UCG-001 Parasutterell:
mss GCA-900066575 Lachnospiraceae_UCG-004 Pelomonas
GCA-900066755 Lachnospiraceae_UCG-010 Peptococcus
H"LU“ Gemella Lactobacillus Phascolarcto
mm Hafnia-Ol L Phenylobacte

phyloseg-class experiment-level obiect
otu_table() OTU Table: [ 123 taxa and 18 samples ]

sample_data() Sample Data: L 18 samples by Y sample variaoles ]
tax_table() Taxonomy Table: [ 123 taxa by 7 taxonomic ranks ]
phy_tree() Phylogenetic Tree: [ 123 tips and 122 internal nodes ]

Representation graphique illisible (trop grand nombre de Genus) = Changer de représentation !
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2. Comparer la composition phylogénétique

C. Composition au niveau Genus - Heatmap

Lachnospiraceae_ND3007_group
== Ruminococcaceae_UCG-013
10° 10° 107 107 10° 10° 10% 104 10 107 10° 10* 107 10* 104 10° 10% 10°
Microbe quantity

Exemple de représentation possible : la heatmap !

30
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2. Comparer la composition phylogénétique

C. Composition au niveau Genus - Heatmap

## Préparer les annotations
##Heatmap
tax_glom(ps, "Genus") {r}
prune_taxa(names(sort(taxa_sums(Heat) ,TRUE)[1:50]), Heat)

Heatmap(as.matrix(scale(x)),
top_annotation = group,

dend= hclust(distance(ps, method="bray"), "ward.D2") bottom_annotation name ,
dend= hclust(vegdist(ps@otu_table, method="bray" cluster_rows f

x= t(as.matrix(Heat@otu_table@.Data))

cluster_columns as.dendrogram(dend) ,

dend= dendextend:: click_rotate(as.dendrogram(dend)) row_labels Heat@tax_table[,"Genus"]

row_names_gp = gpar(fontsize=15, fontface="bold.italic"),

group= HeatmapAnnotation(Donor=Heat@sam_data$SampleName,
PCR=Heat@sam_data$PCR , show_column_names F,
col=list(Donor= c("HD1"="#114477", "HD2"="#AA4488"), col c("white","#88CCAA","#771122"),
PCR= c("Nested"="#44AAAA" , "Standard"="#DDDD77")), column_dend_height unit(3, "em"),
show_annotation_name 1A name "Abundance" ,

annotation_name_gp = gpar(fontsize=15, fontface="bold")) column_split 3
= )

€ M
name= HeatmapAnnotation(Concentration= anno_text(Heat®sam_data$Concentration, column_gap unit(s, “mm"),

bp = gpar(fontsize=14, fontface="bold"))) column_title NULL)
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2. Comparer la composition phylogénétique

C. Composition au niveau Genus - Heatmap

o Méthode facilitant la visualisation de larges données a I'aide d'un nuancier de
couleur (exemple : bleu @ rouge)

o Dans notre cas : Comparer |'abondance relative des Genus retrouvés dans les
différents échantillons

32
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3. Comparer la diversité microbienne des échantillons entre eux

A. La diversité béta

o Comparer la composition taxonomique entre différents échantillons.

o Distance inter-échantillon

oIl existe plusieurs types de matrice de distances possibles basées sur :

* Occurrence (Jaccard)
» Abondance (Bray-curtis)
* Phylogénie (Unifrac)

33
3. Comparer la diversité microbienne des échantillons entre eux
A. La diversité béta
30
Echantillon 1 ; .
20 @ @ Echantillon 2 + Chaque échantillon est
Echantillon 3 représenté par un point et la

10 ° ®Echantillon 4 distance entre les points
8 5 ® @ Echantillon 5 (earese_|r|1te la similarités entre les
2 @ Echantillon 6 echantillons.
* b @ Echantillon 7

° ® Echantillon 8
@ Echantillon 9  Plus la distance entre les
-20 o ; . .
échantillons est courte, plus ils
o sont similaires.
-30
30 20 -10 0 10 20 30
Axis.1
34
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3. Comparer la diversité microbienne des échantillons entre eux
A. La diversité béta

#Dsitance entre échantillon

)
ord <- ordinateChuman, method = "PCoA", distance = "bray")
dist <- phyloseq: :distanceChuman, method = "bray")

plot_ordination(, ord, color = "Concentration", shape="PCR",label = "SampleOrigin")+

geom_point(size=4, alpha=0.5)+

theme_bw()+

theme(legend.text = element_text(size = 7, face "bold"),
axis.title = element_text(size = 10, face = "bold"),
legend.spacing.x = unit(@.3, "cm"))

3. Comparer la diversité microbienne des échantillon entre eux
A. La diversité béta
0.4 ®
PCR
0.24 AA
— . Nested
2
“© A Standard
0 e
; 0.0 s SampleOrigin
é ™ ° HD1
o 3 L] HD2
-0.24 A"
An >
«0.I25 O.E)O 0.'25
Axis.1 [33.1%]
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Axis.2

30

20

-20

-30

3. Comparer la diversité microbienne des échantillons entre eux

Cluster 1
Cluster 2

Cluster 3

Axis.1

A. La clusterisation

Echantillon 1
@ Echantillon 2 + Chaque échantillon est
Echantillon 3 représenté par un point et la
@ Echantillon 4 distance entre les points
@ Echantillon 5 représente la similarités entre les
@ Echantillon 6 échantillons.

® Echantillon 7

® Echantillon 8

@ Echantillon 9  Plus la distance entre les
échantillons est courte, plus ils
sont similaires.

37

Axis.2 [15.3%]

0.44

0.24

-0.24

3. Comparer la diversité microbienne des échantillons entre eux

A. La clusterisation

As

PCR

®  Nested

A st ., Combien de clusters
SampleOrigin en tOUt ?

() HD1

® . HD2

-O.'25 0 60 O.‘ZS
Axis.A [33.1%]

38
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3. Comparer la diversité microbienne des échantillons entre eux

B. La clusterisation

Certaines méthodes de calculs mathématiques permettent de déterminer le nombre exact de clusters a définir en fonction
du jeu de donnée.

{r}
ord <- ordinate(human, method = "PCoA", distance = "bray")
dist <- phyloseq::distanceChuman, method = "bray")
plot_scree(ord)

o
o

eigenvalue

°

0.0
- A ® e w6 N~ ® » © T N o o3 w e &

axis
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3. Comparer la diversité microbienne des échantillons entre eux
B. La clusterisation
##2 clusters
{r} &
clust <- hclust(dist, method "ward.D2")
clust$labels with(sample_dataChuman), paste(SampleOrigin, PCR, Concentration))
sample_dataChuman)$cluster= as.factor(cutree(clust, k=2))
tmp2 ord$vectors[,1:2]
tmp2 = as.data.frame(merge(tmp2, sample_dataChuman), by="row.names"))
tmp2 ¢
ggplot(aes(x=Axis.1l, y=Axis.2, color=SampleOrigin, group=cluster))+
stat_ellipse()+
geom_point(alpha=0.7,s1ze=3)+
labs(x="Axis.1l", y="Axis.2", color="Cluster")+
theme_bw(base_line_size 2)+
theme(legend.position = "right",
text element_text(size 20, face "bold"
41
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3. Comparer la diversité microbienne des échantillons entre eux
B. La clusterisation

2 clusters?
0.41
N PeR 0.4
= %2 ® nows N Cluster
g A Standard w
g % 0.0 + HD1
o . é + HD2
@ 004 SampleOrigin
E & HD1 -0.4
! . HD2
021 -0.5 0.0 0.5
£ .
a A " Axis.1
-0'25 060 O.‘ZS
Axis.1 [33.1%]
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3. Comparer la diversité microbienne des échantillons entre eux
B. La clusterisation
3 clusters ?
0.41
" N PCR 0.3 Q
5 ®  testea N ~ Cluster
3 A Standard .9 0.0
o é + HD1
%0_0_ S'am;:'I;Origin 0.3 < HD2
2 . HD2
‘ -0.6
021 A 03 00 03 06
o Axis.1
-0'25 060 O.‘ZS
Axis.1 [33.1%]
43
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3. Comparer la diversité microbienne des échantillons entre eux
C. La HEATMAP

##Heatmap

o {r}

Heatmap(as.matrix(scale(x)),
top_annotation = group,
bottom_annotation = name,
cluster_rows = F,
cluster_columns = as.dendrogram(dend),
row_labels = Heat@tax_table[, "Genus"],
row_names_gp = gpar(fontsize=15, fontface="bold.italic"),
show_column_names = F,
col = (TS, RN, "#r71122"),
column_dend_height = unit(3, "cm"),
name = "Abundance",
column_split = 3,
column_gap = unit(5, "mm"),
column_title = NULL)
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