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Topics'
•  IntroducMon:''
– Metagenomics'and'Microbiome'

•  Metagenomic'Pipeline:'
– Classic'steps'
–  Including'MulMple'CART'trees'

•  Results'&'Conclusions'

'



Metagenomics'

hQp://www.medscape.com/'
'

Given'an'
environment'and'
sample'DNA'
sequences:'

!  Present'organisms?'
!  ConcentraMons?'



Why'using'sequenceDbased'
Metagenomics?'

•  >99%'of'the'microbials'in'nature'are'nonDculturable'
by'available'techniques.'

•  Metagenomics'is'culMvaMonDindependent.'



Microbiome'studies:'Literature'
explosion'



You'are'what'you'EAT'HOST'



Microbiome'
Impact'on'Health'

hQp://www.humanDmicrobiome.org'
'
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Metagenomic*Pipeline*
First'step:'PreDprocessing'and'NormalizaMon'
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Metagenomic*Pipeline*
Second*Step:*Classifica'on*and'Assembly'
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Metagenomic*Pipeline*
Final'step:'AnnotaMon'and'Storage'
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Building'and'pruning'each'tree'

KDmer'and'DNApaQern'frequencies' Organism/genus'
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Figure'adapted'from'
'Hödar,'Assar,'Colombres'et'al.''
BMC'Genomics'(2010),'11(1):'348'

MulMple'CART'
trees'

High'Performance'CompuMng:'
Chilean'HPCDBioMed'Network'

Genus?'
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Using*the*a=priori*trained*forest:*
•  Each*'me*we*want*to*classify*
•  From*the*local*computer*

Genus?*



Data'
•  Microorg.'Databases'+'MetaSim'454Dread'
simulaMons'(Richter'et'al.'PLoS'ONE'(2008),'3(10):'e3373):'

•  Reads'(150,000)'per'genera'(17):'
–  245'Acidaminococcus,'256'Akkermansia,'2406'
AlisMpes,'40981'Bacteroides,'31404'
Bifidobacterium,'1277'Coprococcus,'331'Eggerthella,'
29118'Escherichia,'2378'Eubacterium,'4468'
Faecalibacterium,'220'Megasphaera,'427'
Parabacteroides,'1693'Prevotella,'4401'Roseburia,'
2731'Ruminococcus,'4340'Shigella,'23324'
Streptococcus'

•  Explanatory'variables:'
•  1D,2D,3D,4Dmer'frequencies,'
•  GC'raMo,'GC'skew.'



Tree'example'

…'



|TAA< 6.5

CAC< 9

C>=204 ACA< 15.5

A< 204

CCGG>=1.5

GCG< 10.5

TTAA< 6.5

GGAT< 4.5

A< 201

ATA>=15.5

A>=218.5

A< 245.5

C< 187.5

AT< 51

ACT< 14.5

TG>=53.5

C>=217.5

G< 229

A>=210

A< 245

CT< 40.5

CG< 30.5

T< 274.5

GTTG< 0.5

A< 234.5

Alistipes       
0/0/3/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Faecalibacterium
0/0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0Bifidobacterium 

0/0/0/0/19/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0
Bacteroides     

0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0
Ruminococcus    

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0

Bacteroides     
0/0/0/20/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Bacteroides     
0/0/0/3/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Coprococcus     
0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Parabacteroides 
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0

Ruminococcus    
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0

Roseburia       
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/2/0/0/0

Escherichia     
0/0/0/0/0/0/0/2/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Eubacterium     
0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0

Escherichia     
0/0/0/0/0/0/0/7/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Bacteroides     
0/0/0/2/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Alistipes       
0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Coprococcus     
0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Eubacterium     
0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0

Escherichia     
0/0/0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Megasphaera     
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0

Shigella        
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/2/0

Bacteroides     
0/0/0/3/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Escherichia     
0/0/0/0/0/0/0/2/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Ruminococcus    
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0

Eubacterium     
0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0

Ruminococcus    
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/2/0/0

Streptococcus   
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/19

Tree'example'



Tree'example'(cont.)'
|TAA< 6.5

CAC< 9

C>=204 ACA< 15.5

A< 204

CCGG>=1.5

GCG< 10.5

TTAA< 6.5

GGAT< 4.5

A< 201

ATA>=15.5

A>=218.5

A< 245.5

C< 187.5

AT< 51

ACT< 14.5

TG>=53.5

C>=217.5

G< 229

A>=210

A< 245

CT< 40.5

CG< 30.5

T< 274.5

GTTG< 0.5

A< 234.5

Alistipes       
0/0/3/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Faecalibacterium
0/0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0Bifidobacterium 

0/0/0/0/19/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0
Bacteroides     

0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0
Ruminococcus    

0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0

Bacteroides     
0/0/0/20/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Bacteroides     
0/0/0/3/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Coprococcus     
0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Parabacteroides 
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0

Ruminococcus    
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0

Roseburia       
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/2/0/0/0

Escherichia     
0/0/0/0/0/0/0/2/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Eubacterium     
0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0

Escherichia     
0/0/0/0/0/0/0/7/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Bacteroides     
0/0/0/2/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Alistipes       
0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Coprococcus     
0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Eubacterium     
0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0

Escherichia     
0/0/0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Megasphaera     
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0

Shigella        
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/2/0

Bacteroides     
0/0/0/3/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Escherichia     
0/0/0/0/0/0/0/2/0/0/0/0/0/0/0/0/0

Ruminococcus    
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0

Eubacterium     
0/0/0/0/0/0/0/0/1/0/0/0/0/0/0/0/0

Ruminococcus    
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/2/0/0

Streptococcus   
0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/0/19



Results'
•  Performance:'
– PredicMng'over'data'not'included'in'construcMon.''
– Accuracy'esMmaMon=77%'

– Example:''
Pred/True''''Acidaminococcus'Akkermansia'Alis'pes'Bacteroides'Bifidobacter'Coprococcus'
Alis'pes*'''''''''''''''''''''0%''''''''''''''''''''0%'''''''''''''100%'''''''''''''''''0%'''''''''''''''0%''''''''''''''''''''0%'
Bacteroides''''''0.34%''''''''''''0.13%''''''''''0.76%'''''''69.14%*******1.62%''''''''''''2.01%''

•  ClassificaMonDimportance'of'each'variable:'
–  Increasing'Accuracy:'GCG,'GC,'CGC,'%GC,'TTA,'CG,'TA,'CCGG,'
TAA,'AAA,'TTT,''CGG,'TTTA,'CCG,'TAAA,'AA,'CGA,'GCGC,'TTAA,'TT.'

– Decreasing'Gini'Impurity:'%GC,'GCG,'CGC,'GC,'CCGG,'CG,'TA,'''
TTA,'CGG,'TAA,'CCG,'TTT,'GCGC,'AAA,'TTTA,'TAAA,'TT,'AA.'

www.assarDlab.cl'
'



Conclusions'
'

•  MulMple'trees'approach'show'high'accuracy.'

•  Improving'esMmaMons'of'genus'concentraMons:'
– Genus'predicMon'on'nonDassembled'or'unknown'
species,'

– No'needing'blast.'
•  Next:''
– Measuring'the'impact'on'the'total'pipeline,'

– Focusing'on'target'microorganisms.'''

www.assarDlab.cl'
'
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