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Ecologia microbiana

Distribucion de la biomasa de seres vivos en la Tierra
P L

Plants

450 billion tonnes carbon
82.4% of total biomass

Data source: Bar-On, Y. M., Phillips, R., & Milo, R. (2018). The biomass distribution on Earth. Proceedings of the National Academy of Sciences. Icons from Noun Project.

OurWorldinData oré : Rééearch aynciydata to make progress against the world’s largest problems.

Biomasa global: 546.000 millones de toneladas d

Bacteria
70 billion tonnes carbon
% of total biomass

fi}

Fungi
12 billion tonnes carbon
2.2% of total biomass é E

Archaea
(single-cell mlcrobes)
8billion tonnes carbor

1.5% of total blumass

LSS
0.2 billion tonnes carbon
0.04% of total biomass

Arthropods

C | mvesngman

@ WEaicin @nb_g_g Sl B

Our World

in

Annelids
0.2 billion tonnes

Data

Biomasa animal: 2.000 millones de toneladas de carbono (0,4% del total)

1 billion tonnes carbon
42% of animal biomass

8% animal biomass

Cnidarians
0.1 billion tonnes carbon
4% of animal biomass

Fish
0.7 billion tonnes carbon
29% of animal biomass

Livestock
0.1 billion tonnes carbon

4% of animal biomass

Y ™ 2
Nematodes J

0.02 billion tonnes carbon
0.8% of animal biomass

Humans
0.06 billion tonnes carbon

2.5% of animal biomass
0.01% of total biomass

Wild mammals
0.007 billion tonnes carbon

0.3% of animal biomass
]

Wild birds
0.002 billion tonnes carbon

0.08% of animal biomass

ject.
Licensed under CC-BY by the authors Hannah Ritchie and Max Roser.
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Distribucion de la biomasa de seres vivos en la Tierra

archaea molluscs nematodes
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annelids
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wild birds
0.002 Gt C

viruses
0.2GtC

fish
0.7GtC

bacteria
70 Gt C wild
mammals

0.007 Gt C

humans
0.06 Gt C
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livestock
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Microorganismos en el ambiente

Pequenos
Incoloros
Adheridos a particulas
No son facilmente cultivables
No todos crecen en el laboratorio

Anfibio — rana o sapo
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Microorganismos en el ambiente

Pequenos
Incoloros
Adheridos a particulas
No son facilmente cultivables
No todos crecen en el laboratorio

Anfibio — rana o sapo sapito de Darwin
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Microorganismos en el ambiente

Habitat Culturability (%)“ Reference(s)
Seawater 0.001-0.1 48, 81, 82
Freshwater 0.25 75
Mesotrophic lake 0.1-1 150
Unpolluted estuarine waters 0.1-3 48
Activated sludge 1-15 160, 161
Sediments 0.25 75
Soil 0.3 153

“ Culturable bacteria are measured as CFU.
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Microorganismos en el ambiente
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Microorganismos en el ambiente

Escherichia coli
S N N i A
|\“g‘€76“‘ *,\\\3‘{ ,nt‘\.- -’;"‘A1

Pelagibacter
ubique
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Ecologia molecular

Aproximacion que usa la informacién provista por las moléculas de los

organismos (ADN, ARN, proteinas, ribosomas, etc.) para responder
preguntas evolutivas y ecoldgicas, tanto a nivel
poblacional o comunitario.

-

individual como

¢,quiénes son?

icuantos hay?
i> ¢,qué estan
haciendo?
jcuando?

.
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Herramientas en ecologia microbiana

s qué rasgos no fenotipicos se emplean cuando el cultivo no es posible?

Secuencias de ADN (individual, poblacional, comunitario):

genes marcadores evolutivos
genes funcionales

genomas

metagenomas

Secuencias de ARN (individual, poblacional, comunitario):

- ARNm de metabolitos téxicos
- transcriptomas

Secuencias de proteinas (individual, poblacional, comunitario):

- Protedmica

C I centro de
investigacion

CQ) & gencias
ambientales



Evolucion de los métodos empleados en
ecologia microbiana

Métodos basados en
actividad. Diversidad era
una caja negra

70-80° 1986

Métodos basados en
microscopia (fluoréforos)

G
2000°

Métodos de fingerprinting
(PCR + electropharesis).
Diversidad

Métodos basados en NGS

90°-

2000°  200°

Meta-omicas

Métodos basados en
secuenciacion (Sanger,
clone libraries).
Diversidad

Carl Woese
Robert Koch isolates
microorganisms using

solid cultures Saosonony:

Leeuwenhoek Winogradsky

Kary Mullis Handelsman et al., GA sequencer PacBio RS sequencer
reports his microbial ecology develops PCR propose the term from Solexa Is is released
observations about experiments ‘metagenomics’ released
oral microbiota

Fred Sanger
develops DNA
sequencing

Wb od o b Sl m W o ertarncin ol

propose rRNA
as marker for

Ministerio
de Educacién
y

Giovannoni et al.,
perform the first
microbial community
study by 165 rRNA
libraries

1998

2005

2006

Cultura SRBNNREN

E‘

2008

iibce

C| gamoce
investigacion
C @) englencias
amblentales

Number of

o
2011 2015

First NGS machine
released by Roche

Human Microbiome
Project publication

Ocean Samplig Day
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Herramientas en ecologia microbiana

¢, Qué preguntas ecolbgicas y coOmo las respondo?

(ABUNDANCIA?
¢, BIOMASA?

LACTIVIDAD?

¢, COMPOSICION?
,FUNCIONES?



Herramientas en ecologia microbiana

Basados en PCR de
marcadores _

Evolucién de los métodos (DGGE, RISA, ARISA) R

Basados en microscopia
(FISH) -

e, ==

L1 23 456738910

Basados en secuenClaS (I




DIVERSIDAD
ARNr 165

POTENCIAL FUNCIONAL
ACTIVIDAD

\\
‘\‘ meta—transcriptomica

meta—proteémica
) & > metabolomica

en ciencias
aaaaaaaaaa

Combinacion de métodos
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Incoloros
Adheridos a particulas
No son facilmente cultivables
No todos crecen en el laboratorio
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;qué rasgos (moléculas) se emplean? SECUENCIAS - M o=

Cronbmetros evolutivos

¢, QUE GEN O MOLECULA ELEGIR?

Distribucién universal

Homdlogas desde un punto de vista funcional (constancia)

Ser comparables (posibilidad de alineacién)

Relacion de la tasa de cambio con la distancia filogenética

Secuencias grandes

Sin transferencia horizontal



s S do Edacacion ()1 (o o
£qué rasgos (moléculas) se emplean? SECUENCIAS {8} it Jiibce Gk
Gen ARNr 16S & gl
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Componente central de la sintesis proteica (universal,

conservado funcionalmente)

Tiene regiones en las que los nucledtidos estan conservados en todos
los organismos (zonas de contacto con proteinas, evolucionan mas
lentamente)

Tiene regiones que evolucionan mas rapidamente (regiones variables)

NUmero estadisticamente suficiente de nucledtidos
No sufre transferencia horizontal---..47?
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newly born protei

iqué rasgos (moléculas) se emplean? SECUENCIAS

Gen ARNr 16S

21
Protoin}_'
Subunidad
308 /
Ribosoma Subunidad
508
55 ARNr
etT
S pranas o estructura terciaria e interaccién con proteinas: zonas
A mas conservadas que otras, distinta tasa de evolucién



iqué rasgos (moléculas) se emplean? SECUENCIAS

Divergencia en el gen para el ARNr 16S: cepas con
mas de 3% de divergencia son casi siempre
miembros de distintas especies (Stackebrandt vy

Goebel, 1994).

PERO.....
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;especie’
o Divergencia en el gen para el ARNr 16S para demarcar especies: cepas con mas

de 3% de divergencia son casi siempre miembros de distintas especies
(Stackebrandt y Goebel, 1994).

A MENUDO NO SE CUMPLE

>Microcystis aeruginosa CCIBI3194 168 ribosomal RNA gene, partial seq 165238 rib | RNA intergenic spacer, compl {
» Microcystis aeruginosa CCIB13454 168 ribosomal RNA gene, partial seq ; 165238 rib
» Microcystis protocystis VN111 gene for 16S rib | RNA, partial seq
» Microcystis novacekii gene for 168 rRNA, partial sequence
® DcliQuery 63531
‘-‘-)Miaucys«is acruginosa strain NIES-843 16S rib 1 RNA, comp q
s ® 5 Microcystis acruginosa NIES-843 DNA, complete genome
$ I;Microcystis wesenbergii VNSI8 gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence
*Microcystis wesenbergii VN212 gene for 168 ribosomal RNA, partial seq
9 »Microcystis acruginosa NRERC-203 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
> Microcystis ichthyoblabe VN361 gene for 168 rib | RNA, partial seq
o *Microcystis acruginosa PCC 7806SL, complete genome

»z Microcystis panniformis FACHB-1757, complete genome
*Microcystis acruginosa PCC 7806 genome sequencing data, contig C321
7 Microcystis sp. 0901-3A gene for 168 rib 1 RNA, partial seq
? »Microcystis acruginosa NIES-2481, complete genome
i Microcystis acruginosa NIES-2549, complete genome
9 * Microcystis sp. 0901-4C gene for 16S rib ] RNA, partial seq
» Microcystis acruginosa CCAP 1450/15 partial 16S rRNA gene, strain CCAP 1450/15
9 ¥ Microcystis aeruginosa NIES-298 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
— iA\vhcmcyslis acruginosa NIES-101 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
}—{ | Westicllopsis prolifica SAG 16.93 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
*Microcystis acruginosa UTEX "LB 2388" partial 16S rRNA gene, strain CCAP 1450/4




El nivel de similitud elegido para agrupar a las secuencias y delimitar

una “especie” o taxén es arbitrario y depende de la pregunta.

Exact sequence variants should replace
operational taxonomic units in marker-
gene data analysis
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OTUs: Unidades taxondmicas operativas (operational taxonomic
units). Clusters de lecturas que difieren por una cantidad de
nucleétidos fija (en general 3%).

ASVs: variantes de secuencia de amplicones (amplicon exact
sequence variants). No depende de un valor umbral arbitrario sino
que distingue variantes genéticas que difieran por un nucledtido.
Mayor sensibilidad y especificidad para discriminar patrones
ecoldgicos (eren etal, 2013; Eren et al., 2015; Callahan et al., 2016; Needham et al., 2017).

Exact sequence variants should replace
operational taxonomic units in marker-
gene data analysis
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Schematic of OTU and DADA?2 approaches towards amplicon sequencing errors.

sample amplicon reads _OTUs
sequences jerrores? y .
- ! )
e ! ! 7 TS
.. ....' \ 'y N
L N 7 \
.. wiliam ="
@ °® ¢ \ ]
. : L 4 OTU vs.
~ -

- -
% Make OTUs ASV
DADAZ2

Figure 1. Circles represent identical sets of sequencing reads with size scaled by abundance and color
corresponding to the true error-free sequence (there are four distinct sequences in the sample: red, green,
blue and grey). Errors are introduced by amplicon sequencing from the left to the middle part of the
diagram. OTU methods guard against false positive inferences by lumping similar sequences together.
DADAZ2 uses a statistical model of amplicon errors to infer the underlying sample sequences directly, and
thus tries to denoise the data from the middle to the left.
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16S rRNA gene amplicon sequencing

Sequ:::;mg .., sequence similarity
o, | ®¢%  ____ binning methods
E] .0. OTU . . 0. ) (e QIIME)
. . .. °
\ .. . error-modelling
ASY D@g J{ 0. * based methods

\ — \® 9.7 (e.g. DADA2)

\

/

OTU vs.
ASV
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Segun el indice de diversidad
empleado, hay diferencias entre OTUs y
ASVs (Fisher es el que da mas diferencias
a favor de ASV).
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Data set name (reference) No. of strains

Kozich (26) 21
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Research article | Open access | Published: 22 October 2020

Daring to be differential: metabarcoding
analysis of soil and plant-related microbial
communities using amplicon sequence
variants and operational taxonomical units ®

Lisa Joos, Stien Beirinckx, Annelies Haegeman, Jane Debode, Bart Vand

Steve Baeyen, Sofie Goormachtig, Lieven Clement & Caroline De Tender &

BMC Genomics 21, Article number: 733 (2020) \ Cite this article

Workflows @

Data analyses ¢

Bacterial communities

Soil dataset
Plant-related dataset
Simulated and mock data

Fungal communities

Soil dataset
Simulated and mock data

&

ASVeworI:row

l

Filtering
DADA2

l

ASV calling
DADA2

OTU=worlthow

l

Filtering
USEARCH

l

OTU clustering
UPARSE

& @

Differential abundance analysis
Family level of biological datasets

Alpha-diversity
Richness

Shannon diversity

Sensitivity and specificity
Simulated datasets and culture-

based mocks
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Shannon diversity
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Shannon diversity
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Richness ASV
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Shannon diversity
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Comunidades
bacterianas asociadas
a las plantas



Los resultados de diversidad obtenidos pueden variar
dependiendo del método utilizado para asignar
secuencias a un taxon (para inferir las especies o
taxones), de la aproximacién informatica (pipelines),
de cuestiones metodolégicas vinculadas a la
tecnologia de secuenciacién.

C I centro de
investigacion
ciencias

CQ Shbientaies
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Diversidad microbiana basada en metagenomas
la asignhacion de taxonomia difiere del método anterior

(
shotgun metagenomics sequencing
° taxonomy
sequencing k<] .. ° o® __ taxonomic binning and profiling =% (¢.g. MctaPhAn2)
roNis ¢ ‘. RO pathway abundance
=P functional annotation — (e.2. HUMAnN2)

llllllllll
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Diversidad microbiana basada en metagenomas
(shotgun metagenomics)

Bacterial genomes

present in a sample Genomes cut into small
fragments
—— R — — —————
mm—nen —— — EEmaaaammn
) e — —
—— ——

Sequencing of many random
fragments from pool of
fragments
Secuenciasde ADN _ >~ — - = =
- — —__

Ensamblado en
relacion a secuencia —— —
. ————y

consenso (si la hay)

Alignment of DNA sequences with a computer
program to create a larger consensus sequence

llllllllll
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Diversidad microbiana basada en metagenomas

OCEAN PLANKTON

Structure and function of the global
ocean microbiome

Shbnbetnl Sumagan, | Laks Podre Cocvn, ™ Samwel Chalfren, " Jons Kot Kniths,"
Kt Labustio,” Gubliom Salasas,* Rardys Diadamebint,' 2

C Ocean core vs gut core orthologous groups

Ocean-only Gut-only

12.4% of
gene abunance

Community core
3% of ocean gene abundance

63% of gut gene abundance

15 mmm Ocean core
2 @l Gut core
e
310
-

o
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Q
&
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ER2F 25238238282 5¢E%
0z B &5
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>73% de las funciones
“core“ del microbioma del
océano se comparten con
la del microbioma del
intestino humano.
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Metagenomic assessment of the global diversity and distribution of bacteria and fungi

i Bacteria/Fungi ratio Usaron una base de datos global de
"’ | 13.483 metagenomas para analizar la
| 4 | i \ . s . .
g o B}IBT*Q Loaidl | ] estructura y funcion del microbioma
S S & I+H!' IE'BII-i (hongos y bacterias) en 25 host-
2 LR 18k associated and environmental
: habitats.
C Bacterial diversity vD Fungal diversity
5 35 — |
| '.., 3.0 — }
M-
e x
8 2 10
f L & 05 —| 3 i
o S | |
f«““w O f e

Environmental Microbiology, Volume: 23, Issue: 1, Pages: 316-326, First published: 13 November 2020, DOI: (10.1111/1462-2920.15314)



Diversidad microbiana: combinando ADN y ARN {0 Hiee (ibce G
(metagenomas y metatranscriptomas)

Cell @

14 November 2019, Pages 1068-1083.¢21 elPress|

201 5 iz
205 . g
09 (168)  [180]

210} 9(209]
009
3 (015]

Gene Expression Changes and Community
Turnover Differentially Shape the Global Ocean
Metatranscriptome

-~ Generaron un

catadlogo de 47
millones de genes a
partir de los 370
metagenomas

Data type
ﬁ Metagenome (51 samples, 18 stations)

Metatranscriptome (58 samples, 40 stations)
Both (129 samples, 68 stations)

Here, we present a dataset of 187 metatranscriptomes and 370 metagenomes from 126
globally distributed sampling stations and establish a resource of 47 million genes to study

community-level transcriptomes across depth layers from pole-to-pole.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/metagenome
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Ocean Microbial Reference Gene Catalog: 47 M genes |

wews (meen @emss| DCM: MAXIMA PROFUNDIDAD DE LA CLOROFILA
S e el MES: MESOPELAGICA (entre 200 y 1000 m)
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— +0¢ Q0O 2
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) polar s . g | & temperatura en taxonesy
g B i ' § 301 funciones, pero no en
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Ocean Microbial Reference Gene Catalog: 47 M genes )

cesws (mesn @emss|  DCM: MAXIMA PROFUNDIDAD DE LA CLOROFILA
S e sl MES: MESOPELAGICA (entre 200 y 1000 m)
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(metagenomas y metatranscriptomas)

Volume 179, ssue 5, 14 November 2019, Pages 1068-1083.¢21

Gene Expression Changes and Community
Turnover Differentially Shape the Global Ocean
Metatranscriptome
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(metagenomas y metatranscriptomas)

A baja T: cambios en los transcriptomas se explican por cambio de especies y funciones (turnover)

A mayores T: cambios en los transcriptomas se explican por cambios en la expresién génica

Communlty turnover drives transcrlptome variation Mechanisms of community transcriptome variation
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(metagenomas y metatranscriptomas)

A baja T: cambios en los transcriptomas se explican por cambio de especies y funciones (turnover)

A mayores T: cambios en los transcriptomas se explican por cambios en la expresiéon génica

O | Community turnover drives transcriptome variation

Mechanisms of community transcriptome variation
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Microbioma humano: informacion a partir de amicas

) I
£
| o
(4 ()
/0.

1013 células microbianas por persona
agrupados en mas de 10 mil especies.

10 veces mas células microbianas que propias.

Los genes de nuestro microbioma son 100
veces mas que los nuestros.

Si bien el 99.9% de la humanidad comparte el
genoma, solo entre un 80 y 90% comparte el
microbioma.

La estructura del microbioma esta relacionada
con la salud del organismo (superorganismo).
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Microbioma humano: informacion a partir de eamicas
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H 0 I_ 0 B I 0 NTE: asociacion de diferentes especies para dar lugar a unidades ecolbégicas
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News and commentary for ecology, evolution;
and everything in between
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Environmental metagenome ;
Hol ° Host and symbiont genes
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Figure 1 in Theis et al. 2016: https://msystems.asm.org/content/1/2/e00028-16
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* Las herramientas de la metagendmica permiten estudiar a las.
comunidades microbianas de diversos ambientes independientemente

de la capacidad de cultivarlas.

* Hay distintas aproximaciones para definir la unidad taxonémica (OTUs vs.
ASVs) que pueden dar lugar a distintos resultados (mas vale pensar antes

que aplicar ciegamente un método porque es el que piden en las
revistas).

< -

. * Los datos que estan surgiendo de estos estudios estan cambiando
o3 muchos paradigmas, la unidad biolégica en la que se basa la diversidad
deberia re-discutirse.

Biological Theory
https://doi.org/10.1007/513752-017-0287-1
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Holobionts as Units of Selection and a Model of Their Population
Dynamics and Evolution
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