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Qué es el NMDC?

Vision

e

para avanzar la
innovacion y el descubrimiento
de microbiomas

Apoyar una red de compartimiento de datos a
base de principios FAIR para enfrentar retos en las

ciencias ambientales mediante :

Y




FAIR Data

nmdc

National Microbiome

NMDC esta comprometido a los
principios FAIR para asegurar que
todo dato sea facil de encontrar,
accesible, interoperable, y reusable.

La data “cruda” al igual que la
procesada deberia ser FAIR!

Procesar data que esta estandarizada
ayuda muchisimo en crear data
interoperable y reusable.
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Data Collaborative

Findable

Asegurar que todo dato del NMDC sea
facil de encontrar y legible para humanos
y maquinas

Accessible

Asegurar qué datos estén disponibles,
incluyendo requisitos para autenticacién y
autorizacién cuando necesario

Interoperable

Proveer informacién sobre la procedencia,
metadata, e informacidén de cémo se
procesaron los datos para reducir las
barreras que hacen datos no interoperables

Reusable

Facilitar la descarga de datos, productos, y
workflows bioinformaticos para
procesamiento externo
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Los 3 componentes del NMDC

1. Portal de someter datos:
Comparte tu investigacién y adquiere un DOI

NMDC EDGE

Process your data
with standardized
bioinformatics

workflows

Submission
Portal

Contribute and share
your own study and
biosample information

Data Portal

Discover and access
standardized multi-omics
microbiome data
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Los 3 componentes del NMDC

1. Portal de someter datos:
Comparte tu investigacién y adquiere un DOI

2. NMDC EDGE:

Procesamiento de datos y workflows
bioinformaticos a base web.

NMDC EDGE

Process your data
with standardized
bioinformatics
workflows

Submission
Portal
Contribute and share

your own study and
biosample information

Data Portal

Discover and access
standardized multi-omics
microbiome data
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1. Portal de someter datos:
Comparte tu investigacién y adquiere un DOI

2. NMDC EDGE:
Procesamiento de datos y workflows
bioinformaticos a base web.

Submission
Portal

Contribute and share
your own study and
biosample information

3. Portal de datos:
Descubre, analiza, y accede datos de
microbiomas estandarizados

NMDC EDGE

Process your data
with standardized
bioinformatics
workflows

Data Collaborative

Data Portal

Discover and access
standardized multi-omics
microbiome data
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Los 3 componentes del NMDC

1. Portal de someter datos:
Comparte tu investigacion y adquiere un DOI

NMDC EDGE

Process your data
with standardized
bioinformatics
workflows

2. NMDC EDGE:

Procesamiento de datos y workflows
bioinformaticos a base web.

Submission
Portal

Contribute and share
your own study and
biosample information

3. Portal de datos:
Descubre, analiza, y accede datos de
microbiomas estandarizados

Data Portal

Discover and access
standardized multi-omics
microbiome data

Tipos de datos que se pueden
procesar / someter a NMDC:
-Metagenomas
-Metaproteomas
-Metatranscriptomas
-Metabolomas

A Y
-Medidas de medio ambiente @ @ @

-Metadata asoclada a mueStras ™M mes p! Metatranscriptomes Metabolomes Environmental Sample

Parameters Metadata
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Agenda para hoy

Data Collaborative

e Portal de someter datos
NMDC
o Metadata estandarizada
o Proposito de metadata

e Workflows estandarizados
o  Workflow metagendmico
o Workflows adicionales

e NMDC EDGE
o Walk-through
o Activity
o Beta Testing
e Preguntas

® Recursos
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Qué es Metadata?

Metadata es ...

® Data contextual sobre tu data

® Esencial para la data:

Publicacion y depdsito de datos
Preservacion

Descubrimiento

Acceso

Reusabilidad
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Hay una gran cantidad de informacion en
estudios de microbiomas

r

J

Data Types

Metagenomes Metaproteomes

O
@ (oo

Metatranscriptomes Metabolomes
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Informacion
sobre el estudio

Pl & Contribuidores?
Diseno experimental?



Hay una gran cantidad de informacion en
estudios de microbiomas

J

Método de secuenciacion

Data Types

r
. [P ] \
K.lts de extracmo.n. g ~__ |
Tipo de secuenciacion? J

\ Metagenomes Metaproteomes

Metatranscriptomes Metabolomes
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Informacion
sobre el estudio

Pl & Contribuidores?
Diseno experimental?



Hay una gran cantidad de informacion en
estudios de microbiomas
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Informacion

Método de secuenciacion Data Types

r
. [P T
K.lts de extracmo.n. 3 ~_
Tipo de secuenciacion? A

Metagenomes Metaproteomes
g @ | tratamientos y

Metatranscriptomes Metabolomes

sobre el estudio

Pl & Contribuidores?
Diseno experimental?

Muestras con

preparaciones distintos

Dispositivo de muestreo?
Cémo se procesaron?

13
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Hay una gran cantidad de informacion en
estudios de microbiomas

a N
Método de secuenciacion Data Types Informacioén
Kits de extraccion? i\ R sobre el estudio
. . :
Tipo de secuenciacién? AN Pl & Contribuidores?
Metagenomes Metaproteomes Diseno experimental?
_ . M r n
Multiples parametros @ \ uest'as co
amblentales y Metatranscriptomes Metabolomes tratamlentos y
. . r racion istin
biogeoquimicos preparaciones distintos
Dispositivo de muestreo?
Clima Tipo veg. Cémo se procesaron?
Elevacion Partede
planta
Ia.t/Ion pH
b|oma. temperatura
materlal. carbono
profundidad

nitrogeno  Tijpo de

suelo 14




Hay una gran cantidad de informacion en
estudios de microbiomas
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Método de secuenciacion
Sy

~

Kits de extraccion?
Tipo de secuenciaciéon?

Multiples parametros
ambientales y
biogeoquimicos

\ Metagenomes

Metatranscriptomes

Clima Tipo veg.

Elevacion Partede
planta

Ia.t/Ion pH

bloma. temperatura

materlal. carbono

profundidad

nitrogeno  Tijpo de
suelo

w

Data Collaborative

Informacion

Data Types

S

Metaproteomes

&

Metabolomes

sobre el estudio

Pl & Contribuidores?
Diseno experimental?

Muestras con
\ tratamientos y

preparaciones distintos

Dispositivo de muestreo?
Cémo se procesaron?

Resultados de andlisis

Estadisticas de ensamblaje
Funcién de genes

Cantidad de metabolitos y péptidos
Abundancias taxonémicas
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idNumber material sample depth |temperature sampleNum substance sample depth temp
3928 soil 0.03m 23.2°C 8725 dirt 45 cm 211
3234 groundwater 1m 9.02 °C 2312 ground liquid 105 cm 7
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Metadata estandarizada es esencial
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Data similares son dificiles de utilizar si carecen de consistencia en lenguaje y formato
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idNumber material sample depth [temperature sampleNum substance sample depth temp
3928 soil 0.03m 23.2°C 8725 dirt 45 cm 211
3234 groundwater 1m 9.02 °C 2312 ground liquid 105 cm 7
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Metadata estandarizada es esencial
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Data similares son dificiles de utilizar si carecen de consistencia en lenguaje y formato

Z
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idNumber material sample depth [Jtemperature sampleNum substance sample depth temp
3928 soil 0.03m 23.2°C 8725 dirt 45 cm 211
3234 groundwater 1m 9.02 °C 2312 ground liquid 105 cm 7
Qs Qs D 4




Metadata estandarizada es esencial
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Data similares son dificiles de utilizar si carecen de consistencia en lenguaje y formato
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idNumber material sample depth |temperature sampleNum substance sample depth temp
3928 soil 0.03m 23.2°C 8725 dirt 45 cm 211
3234 groundwater 1m 9.02 °C 2312 ground liquid 105 cm 7
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Metadata estandarizada es esencial
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Data similares son dificiles de utilizar si carecen de consistencia en lenguaje y formato
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idNumber material sample depth |[|temperature idNumber material sample depth [||temperature
3928 soil 0.03m 23.2°C 8725 soil 45 m 21.1°C
3234 groundwater 1m 9.02 °C 2312 groundwater 1.05m 7°C




Metadata estandarizada es esencial
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Data similares son dificiles de utilizar si carecen de consistencia en lenguaje y formato

idNumber material sample depth |temperature
f

3928 soil 0.03m 23.2°C

3234 groundwater 1m 9.02 °C

1T

S

i
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idNumber material sample depth |temperature
f

8725 soil 45 m 21.1°C

2312 groundwater 1.05m 7°C

J
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Estandares de Metadata NMDC
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Estdndares de la comunidad M nmdc

NMDC utiliza requisitos de metadata basados en
estandares de la comunidad

1. MIxS: Minimum Information about any (x) Sequence
Genomic Standards Consortium (GSC)
\7 2. GOLD: Genomes OnLine Database
JGI(-/\ Joint Genome Institute (JGI)
4. EnvO: Environment Ontology

Open Biological and Biomedical Ontology (OBO) Foundry
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Estandares de la comunidad

Ambiente- Ambiente- Ambiente- , .
Escala Amplia Escala Local Medio Termlnos de GSC’ EnVO y
GOLD nos dan un contexto

Bioma de lago Costado de Sedimento i .

de agua dulce lago ambiental mejorado sobre
Bioma de lago Lago Floracién de muestras de microbiomas!
de agua dulce alga

Ecosistema Ecosystem  Ecosystem Specific Ecosystem
Category Type Ecosystem Tree
Ambiente Acuatico Agua dulce Lago Sedimento
Ambiente Acuatico Agua dulce Lago Floracion

de alga
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vooTit spings W vigy

GOLD - Ecosistemas en 5 niveles

Drinking water ©  (173)

oo . - . . . Algal bloom © (8)

Clasificacion de ecosistema GOLD Ejemplo: Sedimento de un lago Groundwater © (1827)
Anoxic zone © 27)

Ecosistema Ambiental Hutor-®" )
Cyanobacterial bloom O (89)
Categoria de ecosistema Acuédtico e Eollnatbned: -]

. . [ Lake O (3961) ]

Tipo de ecosistema Agua dulce Hypolimnion O (212)

Lentic © (131)
Sub-tipo de ecosistema Lago Skl Mochainme S (29

Ecosistema especifico Sedimento | vicrobialtes & (10 [ il ]

Unclassified O (2148)

[ Freshwater O (11879) ] Pond © (296)

Air © (1518) Marine © (16375) Puddle © (1)

Engineered © (11685)
[ Aquatic O (33474)Non-m}rine Saline and Alkaline © (1767) Reservoir © (70)
Ecosystems O [ Environmental © (51875) ]
Terrestrial © (16880) Sediment ©  (142) River © (2462)
Host-associated © (70210)

Unclassified © 3) Spring © (0) Sediment © (387)

Thermal springs © (2761) Sinkhole © (14)

Unclassified ©  (364) Storm water © (5)

Subglacial lake © 7)
Subterranean lake © (96)
Tap water © (26)
Unclassified © (518)

https://gold.jgi.doe.gov/ecosystemtree Watertank ©  (0)

Wetlands ©  (829)
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Portal de someter datos NMDC
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Portal para someter datos NMDC

Data Collaborative

nmdc

R i R A P4 ] o] Pa] {
M National Microblome VIDEO TUTORIAL [F USER GUIDE [F NMDC DOCS (£ NMDC HOME [F SUBMISSION PORTAL g MONTANA SMITH
L7 Data Collaborative

oMICS ENVIRONMENT

Found 754 results.

Study ° °
https://data-sandbox.microbiomedata.org/
Function I
Proteomics 52
KEGG Term | 2
105
Sample Metatranscriptome I 45 or
Depth >
Collection date 4
° .
. | https://data.microbiomedata.org/
Longitude > é vs:G MT MP MB NOM  Samples 5240
|
Geographic Location Name | 4 ' ® W56
[PE
GOLD Ecosystems _mls.__ 5 0 I s ama = |.'|373
O — > 2015 2016 2017 2018 2019 2020 b < ‘ g
[ @ ® 1

ENVO 04/01/2014 10/01/2020 MG: metagenomics MT:
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Workflows metagenomicos
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® Coleccion de datos multi-Omicos se esta convirtiendo en una de

las maneras mas eficaces de interrogar los microbiomas

o Lainfraestructura para este tipo de data no da abasto
m Es necesario una gran capacidad computacional para almacenar y procesar estos datos
m Datos usualmente no adhieren a los principios FAIR
m Distintos tipos de datos “0micos” no estan conectados y no se pueden comparar

Procesamiento de data multi-omica

e Es dificil procesar estos datos 6micos de manera efectiva para
comparar entre estudios distintos y para reusabilidad de datos.

J b 3w

metaGenomics metaTranscriptomics metaProteomics metabolomics



Parte 1: Muestreo y extraccion de ADN

Sample
‘ 2 Cells Harvesting
S sample 4

Protein DNA Binding Wash DNA Elution
Removal

extract
DNA

Soil

Se extrae el ADN
directamente desde una
muestra ambiental utilizando
un kit de extraccion

ZYMO RESEARCH

The Beauty of Science is to Make Things Simple* v -~




Parte 1: Metagendmica NO es 16S rRNA

Soil

Mixed microbial community

DNA

Extraction

->

extract
DNA

DNA

Sample
Cells Harvesting

Amplicon sequencing

»
! 4

Multiple copies of fragments
from 1 target gene

Metagenomics sequencing

Iy
V\ ' O

Short sequence
fragments from "all" DNA

Protein
Removal

DNA Binding

2
[\

Amplificas y
secuencias 1 solo gen

Secuenciacion de
todos los genes de
una muestra

https://astrobiomike.github.io/misc/amplicon_and_metagen



Parte 1: Metagendmica NO es 16S rRNA

extract
DNA

DNA

Mixed microbial community /

d

DNA
Extraction

Sample
Cells Harvesting

“@-

Amplicon sequencing
g e N

Multiple copies of fragments
from 1 target gene

Metagenomics sequencing

Short sequence
fragments from "all" DNA

OV S WN

Protein DNA Binding Wash DNA Elution
Removal
= -

N

<

*

L 2
B
*
..
SHOTGUN AMPLICON

— ° o o= O= 0= O=
o= o= O= O« O
— O 0= Ou 0= O=
- = 0= 0= o= o=
CX - c O 0= o= = 0=
—_ o= 0= 0= O« O
o= Ou O= Ou= O
i o= 0= &= O= o=
o - o= o= o= o=
- = o= 0= o= O= O=



Parte 2: Enviar a secuenciar y recibir “reads”

sample

B

Soil

Y/ / n
/)
-
’. 7y

extract
DNA

->

sequence
DNA

NI

Reads

Se envia la ADN a un centro de secuenciacion como el
Joint Genome Institute (JGI) o University of Colorado
Denver.

Ellos nos devuelven “reads”



Parte 2: Enviar a secuenciar y recibir “reads”

sample

e
extract

b7|sequence

DNA

Soil

LTI

->

DNA

Reads

Este es el tipo de
secuencia de ADN que
nos devuelven

DNA

mm) | READ

Se envia la ADN a un centro de secuenciacion como el
Joint Genome Institute (JGI) o University of Colorado
Denver.

Ellos nos devuelven “reads”

Reads se miden en “base pair length” (bp)

1 2 34 56

Esto es un read de 12 bp

Los reads normalmente son de 150 bp



Parte 2: Enviar a secuenciar y recibir “reads”

> | >
e sample extract

Se envia la ADN a un centro de secuenciacion como el
Joint Genome Institute (JGI) o University of Colorado

->

LTI

sequence Denver.
.| DNA DNA " .
Soil Reads Ellos nos devuelven “reads
READ 1
S !IIIIIIIIIIIIHI -
e n AU A S A { 5,| Reads Se mlden en llbase palr Iength" (bp)
X caviy

1 2 3 4 56
NENEEEEEE LN

Este es el tipo de ‘ READ ] Esto es un read de 12 bp )

secuencia de ADN que Los reads normalmente son de 150 bp
nos devuelven



Parte 3: Ensamblaje de reads

Tienes millones de reads que
proveen de una muestra, sin mucha

idea de como se orientan, y cuales
van juntos

MidJourney Al: “Millions of
metagenomic reads in a bow!
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Parte 3: Ensamblaje de reads
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Part 3: Ensamblaje de reads

Un “assembly” es el ensamblaje computacional de tus
reads de ~150 bp.

" | extract sequence .
DN %NA La meta es ir ensamblando reads poco a poco para crear
DRA Reads|  secuencias contiguas o “contigs”. También se les dice

“scaffolds”.

assemble

IDBA-UD
MetaSPAdes
(...) etc. etc. etc.




Part 3: Ensamblaje de reads

Un “assembly” es el ensamblaje computacional de tus
reads de ~150 bp.

extract sequence L t . bland d
DNA DNA d meta es Ir ensampliando reads poCo a PpOCo para crear

DRA Reads|  secuencias contiguas o “contigs”. También se les dice
“scaffolds”.

assemble

Muchas veces, se ensambla “de-novo” sin ningun tipo de guia. Es
muy intensivo en cuestion de memoria (RAM + procesadores).

~400GB de memoria con 20 procesadores en serie




Part 3: Ensamblaje de reads

Un “assembly” es el ensamblaje computacional de tus
reads de ~150 bp.

LN
N
)

HHTIN

S sample l extract *Jg- sequence

| DNA DNA ' La meta es ir ensamblando reads poco a poco para crear
Soil DA Reads secuencias contiguas o “contigs”. También se les dice
“scaffolds”.
| Mega-Hit
g —————| IDBA-UD
assempile —
: MetaSPAdes
(...) etc. etc. etc.

* Cada “read” es un pedazo del rompecabeza (~150bp)
* Un “contig” / "scaffold” es un fragmento ensamblado de reads
es el rompecabezas completado
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Parte 4a: Método “un-binned”

sample

B

Soil

4s|sequence

extract
DNA

->

DNA

assemble

LTI

Reads

|

Contigs

annotate

Taxonomy

>

assign

P |pathways

Biogeochemical
< Cycles

!




Parte 4a: Método de metagendmica
“un-binned”

THERE ARE 3
SECOND NUCLEOTIDE IN CODON THEREARES.
L 0 O sa
o ” H
e Llamamos “genes” dentro de nuestros contigs Bl WY e[Sy [ty 03 ovs (U (S UGA
.- . (a) U SER A 3
utilizando programas como Prodigal que usan la g (U uua eu |uoa ™ (IR SEEP A | &
T fa: =
tabla de codigo genético. Z[ [ow |ocu  Joau ¢ [ceu |y |E
] C CUC | gy |CCC o [CAC CGC ,ra | C 1O
a CUA CCA CAA 5\ [coa =
(':) CUG CCG CAG CGG G 9
680, 690, 700, 710, 720, i AUU /figg f\‘ﬁg ASN ﬁgg SER g 5
T3-2.SEQ.Contig.19 TTGCCACACAAGTGAGAGGACTTGAGTTCAGATCCCCCCAAGCCTGTGGAAAGCTA 3] A ﬁ‘dg ILE |'aca THR |aaA Lvs |AGA arc | A m
AR =
= AUG MET |ACG AAG AGG G |Z
6A.Seq <~ TTGCCACACAAGTGAGAGGACTTGAGTTCAGATCCCCCCAAGCCTGTGGAAAGCTA = GUU GCU GAU GGU v |8
1B.Seq -> TTGCCACACAAGTGAGAGGACTTGAGTTCAGATCCCCCCAAGCCTGTGGAAAGCTA %) GUC GCC pa |GAC AP |GaC clg
1A.Seq > TTGCCACACAAGTGAGAGGACTTGAGTTCAGATCCCCCCAAGCCTGTGGAAAGCTA o G cua VAL |gca GAA ceA Y | a |6
w GuUG  [oce gac ®V |eea G |2
730, 749 750 760, 779 780,
T3-2.SEQ.Contig.19 CATGCACTCCACTGTGGtTGACAGTTGCCTTGTCTCAAAGAAGCTGAGATGGAAAA
. e
6A.Seq <- CATGCACTCCACTGTGGTTGACAGTTGCCTTGTCTCAAAGAAGCTGAGATGGAAAA
1B.Seq -> CATGCACTCCACTCT TCACAGTTGCCTTGTCTCAAAGAANNTGAGATGGCAAAA
1A.Seq -> CATGCACTCCACTGTGGTTGACAGTTGCCTTGTCTCAAAGAAGCTGAGATGGAAAA A /,) %,
(b) ¢n %, %, %,
05 € e S
] 570‘9/ R S S
790, 800, 810, 820 830, 840 HME [ 4] M > )y ) 4 > ) ,
T3-2.SEQ.Contig.19 AAACGCACATGGTTGCCCTCTACTTTGACTTTCGTGAATATTATGACACACACATC 3 N <€ <G Gl aR<Imy
" : KKk | e L ) | e
6A.Seq <~ AAACGCACATGGTTGCCCTCTACTTTGACTTTCGTGAATATTATGACACACACATC 25000 50000 4 75000 100000 125000
1B.Seq -> AAACGCACATGGTTGCCCTCTACTTTGACTTTCGTGAATATTATGACACACACATC 's’@‘

1A.Seq => AAACGCACATGGTTGCC-TCTACTTTGACTTTCGTGAATATTATGACACACACATC



Parte 4a: Método de metagendmica
“un-binned”

® Llamamos “genes” dentro de nuestros contigs i ==
utilizando programas como Prodigal que usan la - :
tabla de cddigo genético. s = T
® Luego alineamos esos “genes” a databases de L
genes que ya conocemos, y adivinamos a base
de homologia / similitud qué son. (KRAKEN2, = || prmmm—
MG—Rast, SEED, BLASTH/BLASTD, KEGG) -""'f-'és;h; Ol 3 378018 (IO : 16301 ] 387
. s W 10) 8 B
£ Ol 688__ES 300 * S8
&5, , iy L16E o Y 1.60
\ 6 3E
'ﬂ#““ e u'ﬂih‘ - : ms s o | Fms s“l St
J 38T ECTH KL e
Ty, &L aits S 2" || BB
<2y "# v AP H .“““i-,,
H“"“‘ ® N\ @] 594 |1 ¥] 81 “l
RERTIM 815 __BU8 @ 101 | 58
o e Wi 888 | & o| [T HETH T
i) 368 ¥ BT T
885 LII |1 8 5 8% 8fB|
o ,
B} 8 [TAER oo o 1] 1 3



Parte 4a: Método de metagendmica

“un-binned”

® Llamamos “genes” dentro de nuestros contigs
utilizando programas como Prodigal que usan la

tabla de cddigo genético.

® Luego alineamos esos “genes” a databases de
genes que ya conocemos, y adivinamos a base
de homologia / similitud qué son. (KRAKEN2,
MG-Rast, SEED, BLASTn/BLASTp, KEGG)

97% similar
a maiz

93% similar
a carne
guisada

== < O 10)
Lhi o @) 608

36

n

176818
8

ES 300
F16E

SIIBRuaue
LI8] 3857

&

[TX1 £]
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868 | §
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18801
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187
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180
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Fatty Acids,;
Lipids and

Resultados de método “un-binned”

SEED
annotation

Amino Acids and Derivatives
Carbohydrates
Cell Division and Cell Cycle
Cell Wall and Capsule
Clustering-based subsystems
Cof: Prosthetic Groups, Pigme
DNA Metabolism
Dormancy and Sporulation
Fatty Acids, Lipids and Isoprenoids
Iron acquisition and metabolism
Membrane Transport

Aetabolism of Aromatic C
Miscellaneous
Motility and chemotaxis
Nitrogen Metabolism
Nucleosides and Nucleotides
Phages, Plasm
Phosphorus Metabolism
Photosynthesis
Potassium Metabolism
Protein Metabolism
RNA Metabolism
Regulation and Cell signaling
Respiration
Secondary Metabolism
Stress Response
Sulfur Metabolism
Virulence, Disease and Defense

Datasets generated by shotgun sequencing of
metagenomic libraries of the guajataca water reservoir

Berliza M. Soriano « Laura M. Del Valle-Perez « Luis Morales-Vale « Carlos Rios-Velazquez 2

* Published: September 27, 2021 « DOI: https://doi.org/10.1016/.dib.2018.11.114 «

e Desglose de genes y procesos que se pueden encontrar en tu muestra.

o Por ejemplo: desnitrificacion, genes de fotosintesis, genes para esporulacion, etc.

® Desglose de qué organismos estan presentes en tu muestra.



Parte 4a: Método “un-binned”

sample

B

Soil

4s|sequence

extract
DNA

->

DNA

assemble

LTI

Reads

|

Contigs

annotate

Taxonomy

>

assign

P |pathways

Biogeochemical
< Cycles

!
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S sample extract

LTI

47| sequence
. DNA DNA
Soil Reads
Biogeochemical
e + v < Cycles
assemble| ———— annotate =l | assign INIR
Contigs <= |pathways -

Taxonomy

hOO

bin ')

MAGs

MAG: Metagenome Assembled Genome



Los “bins” o MAGs se forman cuando juntamos
“contigs” que pertenecen al mismo organismo

* Contigs (>2,500 bp) son las partes del
pato (el genoma)

-

Haces un “mapeo” de reads
metagendmicos a tus contigs o
scaffolds y a base de coberturay
otras métricas.

tail

TetraNucleotides Frequency Abundance
Lt sstiniinbibiitallibdal malle. s mal. S,

A, B k. s,
e e mmm ol

Pipeline MetaBAT

Preprocessing

a
Samples from multiple sites or times

2]
Metagenome libraries

5]
Initial de-novo assembly
using the combined library

MetaBAT
4]
Calculate TNF for each contig

5]
Calculate Abundance per library
for each contig

6}
Calculate the pairwise distance
matrix using pre-trained
probabilistic models

Forming genome bins iteratively



Los “bins” o MAGs se forman cuando juntamos
“contigs” que pertenecen al mismo organismo

* Contigs (>2,000 bp) son las partes del

pato (el genoma) * Los contigs se agrupan y forman un

genoma (el genoma representa el
conjunto de ADN de un microbio)

neck
~ breast‘ * El programa mas utilizado es
“MetaBat2”

tail




Los “bins” o MAGs se forman cuando juntamos
“contigs” que pertenecen al mismo organismo

* Contigs (>2,000 bp) son las partes del
pato (el genoma) * Los contigs se agrupan y forman un

genoma (el genoma representa el
conjunto de ADN de un microbio)

neck
~ breast‘ * El programa mas utilizado es

“MetaBat2”

Importante: el "binning” no es aved
perfecto. Hay diferentes niveles de F—— .............
contaminacion y totalidad. :

tail

Minimum information about a single amplified genome (MISAG) and a metagenome-assembled genome (MIMAG)



https://www.nature.com/articles/nbt.3893

Parte 4b: Método “binned”

[T

sample extract " ugf"' sequence
Sail DNA DNA DNA Reads

- quienes son mis organismos?

assemble -
Contigs
. . Taxonomy
identify
v Biogeochemical
< <. Cycles
Sl R | 50
. 7\ annotate Y assign | 7
bln -’—b \‘7' <\ .\\
MAGs Genes|Pathways| ¢y T

— cuan completos son mis organismos
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Workflows metagenomicos




Explosion bioinformatica

nmdc

National Microbiome
Data Collaborative

La explosion masiva de
herramientas bioinformaticas y
sus workflows ha causado que

la data sea procesada de

diferentes maneras.

Esto limita nuestra habilidad de
enlazar los diferentes estudios.

Esta grafica incluye SOLAMENTE
herramientas para “mapear” reads
metagendmicos entre 2001-2018.
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Workflows bioinformaticos NMDC
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EI NMDC ha integrado herramientas bioinformaticas open-source en workflows estandarizados.
Estos workflows pueden procesar muestras multi-omics “crudas” para producir resultados
interoperables y funcionalmente anotados. Todo online, todo gratis!

Workflows NMDC: Analysis Raw Data Types
e Data metagendmica : 3
; 2 S S
o QCdereads : > T -
o Taxonomia a base de reads ;
axono . metaGenomics metaTranscnptomics metaPr teomics metabolomics
o Ensamblaje de reads . g . -
) o e "'.‘“ L RS
o Anotacién de metagenomas S ﬁﬁ 2 N
o Metagenome assembled

genomes (MAGSs) . &] { { ~
Data metatranscriptomica [5 gﬁ
Data de materia natural organica

pd . ﬂt
Data metabolomica

< il o wdl!
Data metaprotedmica - P
. . L
Virus y Plasmidos — —
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Beneficios de utilizar workflows NMDC:

Las herramientas fueron extensamente estudiadas,
seleccionadas y modificadas para desempeiio éptimo

Los workflows fueron probados en data recibida de docenas
de instituciones y tipos de muestras

Usuarios pueden correr todos estos workflows a través de

Fecursos computacionales compartidos
o  Los usuarios NO necesitan descargar herramientas ni databases, ni tienen
que tener acceso a recursos computacionales masivos.

Los workflows estan disponibles en un GUI sencillo, apto para
usuarios de todo tipo de experiencia bioinformatica.

Open source



Workflow metagenémico NMDC
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Raw lllumina Data
(Interleaved FASTQ)

% ReadsQC

I

*

% Readbased Analysis

Reads classified
by Centrifuge
(FASTQ)

»
Reads classified
by GOTTCHA2
(FASTQ)

Reads classified
by Kraken2
(FASTQ)

Clean Data
(Interleaved FASTQ)

¥ Metagenome Assembly

Assembled Contigs
(FASTA)

¥ Metagenome Annotation

-

Structural and Functional

Annotation
(GFF)

Metodo “un-binned”

Mapping Flle
(BAM)

Metodo “binned”

v

- ¥ Metagenome MAGs °
High Quality
Binned Contigs by Lineage
(FASTA)
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Reads QC

rqcfilter2 aplica control de calidad (QC) a reads metagendmicos crudos
para remover data de baja calidad y artefactos de secuenciacion (e.g.,
reads asociados a contaminacion, adapters de secuenciacion).

Input: Data de reads cruda

Output: Archivo de reads “limpios” y estadisticas de QC.

4




nmdc

:l. National Microbiome
L P Data Collaborative
Utiliza reads “limpios” metagendmicos y analiza el contenido taxonodmico usando 3

herramientas diferentes que tienen distintos rangos de sensitividad y especificidad
(GOTTCHAZ2, Kraken2, Centrifuge).

Clasificacion taxondmica basada en reads

Input: Reads “limpios” del ReadsQC workflow

5

) Output: Resultados para cada herramienta a distintos niveles taxonémicos (Epecie,
1. Genero, y Familia). Genera plots Krona interactivos.

iy




Ensamblaje de metagenoma
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Utiliza los reads metagendmicos limpios, hace una correccion de errores, los
ensambla, y corre validacion de ensamblaje.

—

yd
—
Iy

Input: Reads “limpios” del ReadsQC workflow

Output: Contigs / Scaffolds ensamblados; estadisticas de ensamblaje




Anotacion de metagenoma
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Utiliza los metagenomas generados por el ultimo paso, y genera anotaciones
funcionales y estructurales de genes presentes.

mhd

Input: Ensamblajes: recomendados del metagenome assembly workflow

Output: Anotacion estructural, functional, y varios archivos resumiendo

Contigs Features Functions
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Metagenome Assembled Genomes

!I.
‘e

Clasifica los contigs / scaffolds ensamblados en bins (MAGSs). Luego son refinados
utilizando el archivo de anotacidn funcional y evaluados para completacion y
contaminacion. Da la calidad de bins y sus respectivos linajes.

Input: Contigs ensamblados, archivo de mapeo de reads proveniente del paso
anterior, anotacion funcional de los ensamblajes de la muestra anterior

Output: Summary statistics, file of high quality (HQ) and medium quality (MQ) bins

mid

Annotation
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Workflow de virus y plasmidos
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geN®&mad | es una herramienta que identifica genomas de virus y plasmidos

a base de secuencias de nucledtidos. Provee clasificacion rapida
que se puede utilizar para encontrar elementos moviles
genéticos en genomas, metagenomas o metatranscriptomas.

Speed Taxonomic assignment Functional annotation
geNomad is significantly The identified viruses are Genes encoded by viruses
faster than similar tools assigned to taxonomic and plasmids are

and can be used to lineages that follow the functionally annotated
process large datasets. latest ICTV taxonomy using geNomad's marker

release. database.
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NMDC EDGE
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Los workflows bioinformaticos se pueden correr en una interfase de red
facil de utilizar y gratuita lamada NMDC EDGE

Diseflada para acomodar cualquier tipo de experiencia bioinformaticas
(incluyendo novatos) htips://nmdc-edge.org/home

Run Multiple Workflows

H

i

!

z
ofclfclficlfc



https://nmdc-edge.org/home

) N dc

A . National Microbiome

Resumiendo grupos funcionales

Data Collaborative

ProjectID.fna = nucledtidos de todos los genes encontrados
ProjectID.faa = amino acidos de todos los genes encontrados
ProjectID_gene_phylogeny.tsv = taxonomia de genes encontrados
ProjectID_structural_annotation_stats.tsv = estadisticas de anotacion

A A

ProjectID_product_names.tsv = anotacion de genes

A Browser/Download Outputs

File Size Last Modified

I MetagenomeAnnotation
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Resumiendo grupos funcionales

JOURNAL ARTICLE

DRAM for distilling microbial metabolism to

automate the curation of microbiome function 3
Michael Shaffer, Mikayla A Borton, Bridget B McGivern, Ahmed A Zayed,

Sabina Leanti La Rosa, Lindsey M Solden, Pengfei Liu, Adrienne B Narrowe,

Josué Rodriguez-Ramos, Benjamin Bolduc, M Consuelo Gazitia, Rebecca A Daly,
Garrett J Smith, Dean R Vik, Phil B Pope, Matthew B Sullivan, Simon Roux,

Kelly C Wrighton =

WrightonLabCSU/DRAM: Distilled and Refined Annotation of Metabolism: A tool for
the annotation and curation of function for microbial and viral genomes (qgithub.com)



https://github.com/WrightonLabCSU/DRAM
https://github.com/WrightonLabCSU/DRAM
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Resumiendo grupos funcionales

= O WrightonLabCSU /| DRAM

Q Type (/] to search

<> Code (9 Issues 48 19 Pullrequests ©J) Discussions () Actions [ Projects 1 00 wiki @ Security |~ Insights
gene_id lgene_descrimion module sheet header subheader potential_amg
K02981 small subunit ribosol Ribosome, e MISC Information systems TRUE
[ Files DRAM /data/ (@ K02985 small subunit ribosoil Ribosome, e MISC Information systems TRUE
K02984 small subunit ribosol Ribosome, e MISC Information systems TRUE
¥ master - + Q * rmFlynn Update genome summary form for dbcan X K02987 small subunit ribosol Ribosome, e MISC Information systems TRUE
K02989 small subunit ribosol Ribosome, e MISC Information systems TRUE
Q Gotofile & K02991 small subunit ribosol Ribosome, e MISC Information systems TRUE
— Name Last commitmesssge K02993  small subunit ribosol Ribosome, e MISC Information systems TRUE
. K02995 small subunit ribosol Ribosome, e MISC Information systems TRUE
> 8 .github .. K02997 small subunit ribosoi Ribosome, e MISC Information systems TRUE
I v @ data &= methylotrophy Bring public DRAM up to speck, with in house K02947 small subun!t r!bosm R!bosome, e MIsC Information systems TRUE
K02949 small subunit ribosol Ribosome, e MISC Information systems TRUE
> B8 methylotrophy [ amg_database.tsv Update amg_database and make all K flags getK02951 small subunit ribosol Ribosome, e MISC Information systems TRUE
[ amg_database.tsv K02953 small subunit ribosoi Ribosome, e MISC Information systems TRUE
[ etc_module_database.tsv Add ETC complex heatmap to DRAM liquor K02955 small subunit ribosol Ribosome, e MISC Information systems TRUE
(3 etc_module_database.tsv K02958 small subunit ribosoi Ribosome, e MISC Information systems TRUE
[ function_heatmap_form.tsv [ function_heatmap_form.tsv Bring public DRAM up to speck, with in house k02957 small subunit ribosol Ribosome, e MISC Information systems TRUE
D Genomstaiimmar Aoy D T Update genome summery form for dbean K02960 small subunit ribosoi Ribosome, e MISC Information systems TRUE
= = ' K02962 small subunit ribosol Ribosome, e MISC Information systems TRUE
i e [ module_step_form.tsv Readd module step summaries and add abridg: e small summft ribosot Rihosome, eSS T TRUE
> B examples K02966 small subunit ribosol Ribosome, e MISC Information systems TRUE
) K02969 small subunit ribosoi Ribosome, e MISC Information systems TRUE
> B images K02971 small subunit ribosol Ribosome, e MISC Information systems TRUE
> 8 mag_annotator K02973 small subunit ribosoi Ribosome, e MISC Information systems TRUE
> B scripts K02974 small subunit ribosoi Ribosome, e MISC Information systems TRUE
K02975 small subunit ribosoi Ribosome, e MISC Information systems TRUE
> I tests K02976 small subunit ribosoi Ribosome, e MISC Information systems TRUE
[ gitignore K02978 small subunit ribosoi Ribosome, e MISC Information systems TRUE
K02977 small subunit ribosoi Ribosome, e MISC Information systems TRUE
[ License K02979 small subunit ribosoi Ribosome, e MISC Information systems TRUE
[ README.md K02980 small subunit ribosol Ribosome, e MISC Information systems TRUE
X K02983 small subunit ribosoi Ribosome, e MISC Information systems TRUE
[ environment.yaml PRI =
K02998 small subunit ribosoi Ribosome, e MISC Information systems TRUE
[ setup.py K02925 large subunit ribosor Ribosome. e MISC Information svstems TRUE
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Resumiendo grupos funcionales
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module: “=VLOOKUP(C2,genome_summary_form.tsv!SA:SE,3,FALSE)”
sheet: “=VLOOKUP(C2,genome_summary_form.tsv!SA:SE,4,FALSE)”
header: “=VLOOKUP(C2,genome_summary_form.tsv!SA:SE,5,FALSE)”

scaffold_id |iunctlonal_descri ption gene_id module sheet header
Test_Run_GSP_scf_25_c1_130053_130616 2-aminoethylphosphonate transport system substrate-binding protein K11081 2-Aminoethylphosphonate transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_25_c1_130707_131066 2-aminoethylphosphonate transport system substrate-binding protein K11081 2-Aminoethylphosphonate transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_25_c1_131072_132181 2-aminoethylphosphonate transport system ATP-binding protein K11084 2-Aminoethylphosphonate transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_25_c1_132184 133044 2-aminoethylphosphonate transport system permease protein K11083 2-Aminoethylphosphonate transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_25_c1_133047_133844 2-aminoethylphosphonate transport system permease protein K11082 2-Aminoethylphosphonate transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_40_c1_93060_93275 3-methylfumaryl-CoA hydratase K09709 3-Hydroxypropionate bi-cycle Energy ca
Test_Run_GSP_scf_26_c1_89139_90263 ABC-2 type transport system permease protein K01992 ABC-2 type transport system Transporters )
Test_Run_GSP_scf_40_c1_46401_47507  ABC-2 type transport system permease protein K01992 ABC-2 type transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_40_c1_47623_48753  ABC-2 type transport system permease protein K01992 ABC-2 type transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_40_c1_48746_50482  ABC-2 type transport system ATP-binding protein K01990 ABC-2 type transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_50_c1_47833_48759  ABC-2 type transport system ATP-binding protein K01990 ABC-2 type transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_50_c1_48756_49526  ABC-2 type transport system permease protein K01992 ABC-2 type transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_178_c1_19_192 adenylosuccinate synthase K01939 Adenine ribonucleotide biosynthesis, IMP => ADP,ATP MISC Information systems
Test_Run_GSP_scf_193_c1_1_270 adenylosuccinate synthase K01939 Adenine ribonucleotide biosynthesis, IMP => ADP,ATP MISC Information systems
Test_Run_GSP_scf_25_c1_66712_67356 adenylate kinase K00939 Adenine ribonucleotide biosynthesis, IMP => ADP,ATP MISC Information systems
Test_Run_GSP_scf_37_c1_37374_38783 adhesin transport system outer membrane protein K12543 Adhesin protein transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_37_c1_38780_40960 ATP-binding cassette subfamily C protein LapB K12541 Adhesin protein transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_37_c1_40941_42131 adhesin transport system membrane fusion protein K12542 Adhesin protein transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_60_c1_81188_81994 Al-2 transport system ATP-binding protein K10558 Al-2 transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_60_c1_81937_82722 Al-2 transport system ATP-binding protein K10558 Al-2 transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_60_c1_82716_83759 Al-2 transport system permease protein K10556 Al-2 transport system Transporters )
Test_Run_GSP_scf_60_c1_83756_84757 Al-2 transport system permease protein K10557 Al-2 transport system Transporters )
Test_Run_GSP_scf_60_c1_84741_ 85808 Al-2 transport system substrate-binding protein K10555 Al-2 transport system Transporters )
Test_Run_GSP_scf_117_c1_27780_29255 outer membrane protein K12340 alpha-Hemolysin/cyclolysin transport system Transporters 0
Test_Run_GSP_scf_127_c1_23657_25057  asparaginyl-tRNA synthetase K01893 Aminoacyl-tRNA biosynthesis, eukaryotes MISC Information systems
Test_Run_GSP_scf_130_c1_25893_28280 phenylalanyl-tRNA synthetase beta chain K01890 Aminoacyl-tRNA biosynthesis, eukaryotes MISC Information systems
Test_Run_GSP_scf_130_c1_28296_29291 phenylalanyl-tRNA synthetase alpha chain K01889 Aminoacyl-tRNA biosynthesis, eukaryotes MISC Information systems
Test_Run_GSP_scf_202_c1_6980_9850 isoleucyl-tRNA synthetase K01870 Aminoacyl-tRNA biosynthesis, eukaryotes MISC Information systems
cysteinyl-tRNA synthetase K01883 Aminoacyl-tRNA biosynthesis, eukaryotes MISC Information systems

Test_Run_GSP_scf_25_c1_12893_14278

Afade un “row” y ponle esos * headers a las columnas. En columna “gene_id”, elimina la porcion “KO:” para que sea mas facil.

lnfacmmatinn sumbamea
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Visualizacion: RAWGraphs 2.0

1. Load your data

4. Customize

(7} Paste your data
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https://app.rawgraphs.io/

Anadir grupos funcionales:

Grupos adicionales que se
pueden afadir manualmente
usando funcion de filtro en la
columna “gene_description”
de excel a todo lo que esta en
la categoria “otro”.

Para que la visualizacion se
vea mejor, yo siempre quito
los “hypothetical”,
“uncharacterized”, y lo que
sobre que no esta en ninguna
categoria (otro)

Nombre de grupo

Hypothetical proteins

Uncharacterized proteins

Other transport proteins

Phage proteins

tRNA proteins

Membrane associated proteins

Stress response proteins

Ribosomal proteins

Genomic repair proteins

Antibiotic related proteins

Secretion proteins

Flagellar proteins

Pillus related proteins

nmdc

National Microbiome
Data Collaborative

Término de busqueda

“Hypothetical” - remover

“Uncharacterized” - remover

“transport”

“phage” y “virus”

“RNA”

“membrane”

“Stress”, y “heat shock”

“ribosomal”

“repair”

“antibiotic”

“secretion”

“flagell”

“pill”
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Visualizacion: RAWGraphs 2.0

162"

1. Load your data Sl
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858

[7) Paste your data

2. Choose a chart
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3. Mapping
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Aa header
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https://app.rawgraphs.io/

Circular dendrogram

It displays hierarchically structured data with
a radial tree structure, where the root node is
in the center with the hierarchies moving
outward. The area of nodes can be used to
encode a further quantitative dimension and a
quantitative or categorical dimension with
color.
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NMDC EDGE Beta Testing

Areas para retroalimentacion de implementation of NMDC EDGE beta-tester feedback
usuarios para NMDC EDGE:

e Como correr workflows en NMDC EDGE

e Interfase de NMDC EDGE

e Materiales de entrenamiento para los
NMDC workflow

Estas interesado en ser un beta-tester?
Te damos crédito en nuestro website!
L Ema” nde—edCle@|an|.ClOV m Sugerencias implementadas

Sugerencias bajo trabajo

B Sugerencias que no se pudieron implementar


mailto:nmdc-edge@lanl.gov
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Diseno a base de la comunidad

Sus comentarios son una parte critica
del proceso de disefio

e I|dentificar las necesidades de la
Gather . .
Feedback comunidad y evolucionar

Present or
Content
Release to
Development
Users

constantemente
e . F k . . .
| Training Materials | _ User Guides | o e Trabajar con miembros de la comunidad

Live Workshops and | Training Videos and
Webinars Accessible Guides

a través de nuestro programa de
“Champions” y “Ambassadors” que
llevan a cabo workshops como este
e Investigacion de los usuarios y cuan
facil es usar nuestras herramientas




Mecanismos de reportaje

e Formulario de “beta-tester”

o Qué tipos de workflows corriste?
o Informacion sobre tamanos de archivos,
errores que surgieron, etc.

e Email: nmdc-edge@lanl.gov
© Pueden recibir ayuda de troubleshooting
con sus workflows de NMDC EDGE.
e Formulario de reportes general:

o Tuviste algun error utilizando un producto
NMDC?

o Cualquier feedback de de herramientas

o https://forms.gle/yxu9gkbufPigtbrB38

nmdc

National Microbiome
Data Collaborative



mailto:nmdc-edge@lanl.gov
https://forms.gle/yxu9gkbufPigtbrB8

Recursos del NMDC

nmdc

National Microbiome

Website: https://microbiomedata.org/

Data Portal: https://data.microbiomedata.org/

Submission Portal: https://data.microbiomedata.org/submission/home

NMDC EDGE: https://nmdc-edge.org/home Mgg:_!

Github: https://github.com/microbiomedata O GitHub

Docker Hub: https://hub.docker.com/u/microbiomecata d?'m

Documentation:
https://nmdc-documentation.readthedocs.io/en/latest/overview/nmdc_overview.html
YouTube: https://www.youtube.com/channel/UCyBqKc46NQZ_YgZIKGYeglw/featured

@ Sign up for our newsletter
microbiomedata.org
Q Find us on Twitter
@microbiomedata
Become a NMDC Champion
Champions Program - National Microbiome Data Collaborative

Find us on LinkedIln
(1) National Microbiome Data Collaborative: Overview | LinkedIn
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