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Métagénomes ?

"Génomique microbienne"     

Isoler 
plancton
unique

Culture axenique plancton

Extraire
ADN

Séquencer

Génome du plancton
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Métagénomes ?

"Génomique microbienne"     

Moins de 1% des 
microorganismes 

marins sont 
cultivables ! 

Isoler 
plancton
unique

Culture axenique plancton

Extraire
ADN

Séquencer

Génome du plancton
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Métagénomes ?

"Génomique microbienne"     "Génomique Environnementale"

Extraire
ADN

écosystème

Metagénome

= fragments d'ADN issus de multiples
génomes présents dans l'écosystème

Moins de 1% des 
microorganismes 

marins sont 
cultivables ! 

Isoler 
plancton
unique

Culture axenique plancton

Extraire
ADN

Séquencer

Génome du plancton
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Les génomiques environnementales

Extraire
ADN

écosystème

Métagénome

→ quelles potentiel de fonctions 
biologiques est présent  ?
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Les génomiques environnementales

Metabarcodes

→ quelles espèces 
sont présentes ?

Amplifier
gènes

marqeurs

Extraire
ADN

écosystème

Métagénome

→ quelles potentiel de fonctions 
biologiques est présent  ?
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Les génomiques environnementales

Extraire
ARN

écosystème
Métatranscriptome

→ quelles fonctions 
biologiques sont actives ?

Metabarcodes

→ quelles espèces 
sont présentes ?

Amplifier
gènes

marqeurs

Extraire
ADN

écosystème

Métagénome

→ quelles potentiel de fonctions 
biologiques est présent  ?
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Les génomiques environnementales

Single Amplified
Genomes (SAGs)

Tri 
cellulaire

→ génome complet 
d'espèces de plancton 
représentatives

Extraire
ARN

écosystème
Métatranscriptome

→ quelles fonctions 
biologiques sont actives ?

Metabarcodes

→ quelles espèces 
sont présentes ?

Amplifier
gènes

marqeurs

Extraire
ADN

écosystème

Métagénome

→ quelles potentiel de fonctions 
biologiques est présent  ?
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Les génomiques environnementales

Single Amplified
Genomes (SAGs)

Tri 
cellulaire

→ génome complet 
d'espèces de plancton 
représentatives

Extraire
ARN

écosystème
Métatranscriptome

→ quelles fonctions 
biologiques sont actives ?

Metabarcodes

→ quelles espèces 
sont présentes ?

Extraire
ADN

écosystème

Métagénome

→ quelles potentiel de fonctions 
biologiques est présent  ?

Inconvéniants :

→ marqueur universel aux 3 
domaines ? & les virus ?...

→ biais de PCR

→ primers universels ?...

Avantages :

→ ultra haut débit !
Amplifier

gènes
marqeurs
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Les génomiques environnementales

Single Amplified
Genomes (SAGs)

Tri 
cellulaire

→ génome complet 
d'espèces de plancton 
représentatives

Extraire
ARN

écosystème
Métatranscriptome

→ quelles fonctions 
biologiques sont actives ?

Metabarcodes

→ quelles espèces 
sont présentes ?

Extraire
ADN

écosystème

Métagénome

→ quelles potentiel de fonctions 
biologiques est présent  ?

Inconvéniants :

→ marqueur universel aux 3 
domaines ? & les virus ?...

→ biais de PCR

→ primers universels ?

→ résolution faible, espèces 
cryptiques …

→ marqueurs 
« single copy » ?

Avantages :

→ ultra haut débit !
Amplifier

gènes
marqeurs
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Biodiversité + fonctions biologiques
sans méta-barcodes...

Single Amplified
Genomes (SAGs)

Tri 
cellulaire

→ génome complet 
d'espèces de plancton 
représentatives

Extraire
ARN

écosystème
Métatranscriptome

→ quelles fonctions 
biologiques sont actives ?

Metabarcodes

→ quelles espèces 
sont présentes ?

Amplifier
gènes

marqeurs

Extraire
ADN

écosystème

Métagénome

→ quelles potentiel de fonctions 
biologiques est présent  ?

→ quelles espèces 
sont présentes ?
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Déluge de méthodes …
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Méthodes disponibles

1 – Biais compositionnels de l'ADN dans les fragments metaG
(« binning » = regroupement par classes)

2 – Extraction des gènes marqueurs  & 
comparaison à une base de données de référence

3 - Assignation taxonomique aux fragments MetaG par 
homologie à une base de données de référence
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➔ Méthodes supervisées : appuyées sur BD de référence  
(génomes de référence, ou phylogénies de référence)

Risque : erreurs d'assignation s'il manque un clade dans la banque 
de référence !

➔ Méthodes non supervisées : références non requises, 
entrainement sur les données elles même (ex biais compositionnels)

Arbre de la vie « vrai » Arbre de la vie « disponible », 1 clade manquant

MetaG seq

MetaG seq

Dépendance à des données de références 
externes
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Résolution des assignations 
taxonomiques

Raw reads
Assembled contigs

Short < ~800 bp

Long >= ~800 bp

Phylum

Family / Genus

Taxonomic 
assignation
resolutions

Bragg & Tyson (2014)
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Méthodes disponibles

1 – Biais compositionnels de l'ADN dans les fragments metaG
(« binning » = regroupement par classes)

2 – Extraction des gènes marqueurs  & 
comparaison à une base de données de référence

3 - Assignation taxonomique aux fragments MetaG par 
homologie à une base de données de référence
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1 – biais compositionnels

Exploitation des caractèristiques intrasèques des reads (souvent 
combinées): 

● Taux de GC
● Couverture
● Utilisation des codons (« codon usage »)
● Fréquences d'oligonucleotides (k-mers)

→ pour regrouper (classifier) les séquences dans des classes 
(« bins ») qui correspondent (on espère) à des espèces.
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1 – biais compositionnels

WGSQuikr
Koslicki et al. (2014)

WGSQuikr
Koslicki et al. (2014)
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1 – biais compositionnels

Problème : énormes jeux de données de « short reads » 

→ 15 millions   x 36 bp pour Illumina MiSeq
→ 70 millions  x 200 bp pour Ion Torrent
→  3  milliards x 100 bp pour Illumina HiSeq

Solution : logiciels rapides, mais méthodes actuelles souvent lentes...

Exemple : mini jeu de données de 70,000 reads de 300 bp 
→ 8 heures MetaPhyler
→ 4 jours PhymmBL

WGSQuikr : « milliards de reads sur un PC portable en moins d'une 
heure! » 

WGSQuikr
Koslicki et al. (2014)

WGSQuikr
Koslicki et al. (2014)
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1 – biais compositionnels

WGSQuikr
Koslicki et al. (2014)

WGSQuikr
Koslicki et al. (2014)1401 
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WGSQuikr
Koslicki et al. (2014)

WGSQuikr
Koslicki et al. (2014)

1 – biais compositionnels
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WGSQuikr
Koslicki et al. (2014)
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WGSQuikr
Koslicki et al. (2014)

WGSQuikr
Koslicki et al. (2014)

1 – biais compositionnels
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WGSQuikr
Koslicki et al. (2014)

WGSQuikr
Koslicki et al. (2014)

1 – biais compositionnels
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Méthodes disponibles

1 – Biais compositionnels de l'ADN dans les fragments metaG
(« binning » = regroupement par classes)

2 – Extraction des gènes marqueurs  & 
comparaison à une base de données de référence

3 - Assignation taxonomique aux fragments MetaG par 
homologie à une base de données de référence
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2 – extraire des gènes marqueurs

● Requiert une base de données de gènes 
marqueurs de référence (supervisée)

● Approche 1 : extraire gènes 16S des metaG

● Approche 2 : extraires autres (non 16S) gènes 
marqueurs des metaG
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2 – extraire des gènes marqueurs

● Requiert une base de données de gènes 
marqueurs de référence (supervisée)

● Approche 1 : extraire gènes 16S des metaG

● Approche 2 : extraires autres (non 16S) gènes 
marqueurs des metaG
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● Approche 1 : extraire gènes 16S des metaG

→ infaisable avant les (ultra) HTS :

ex GOS (2007, Sanger) = 7.7M reads
                → 4125 rRNA 16S genes...

ex Ghai et al. (2012, 454) = 1.5M reads
                → 773 rRNA 16S genes...

→ possible avec les (ultra) HTS, ex Illumina :
   150.000 reads ARNr 16S  (0.1%) pour 150M reads

→ run < 1000 €...
→ problème : petits reads (~50-300 bp)...

2 – extraire des gènes marqueurs
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Synthetic genome mix : 
observed / expected abundance
Shakya et al. (2013)

Synthetic genome mix : 
observed / expected abundance
Shakya et al. (2013)

over-estimated

under-estimated

metaG  16S amplicons

metaG  16S amplicons

2 – extraire des gènes marqueurs
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Synthetic genome mix : 
observed / expected abundance
Shakya et al. (2013)

Synthetic genome mix : 
observed / expected abundance
Shakya et al. (2013)

Illumina

metaG  16S amplicons

metaG  16S amplicons

2 – extraire des gènes marqueurs
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miTAGS : real env. data !
Logares et al. (2013)

miTAGS : real env. data !
Logares et al. (2013)

2 – extraire des gènes 16S
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miTAGS
Logares et al. (2013)

miTAGS
Logares et al. (2013)

2 – extraire des gènes 16S
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miTAGS
Logares et al. (2013)

miTAGS
Logares et al. (2013)

Tara Oceans, 3 stations :
- PCR 16S V1-V3 + 454
- illumina « whole shotgun» metaG

Tara Oceans, 3 stations :
- PCR 16S V1-V3 + 454
- illumina « whole shotgun» metaG

2 – extraire des gènes 16S
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2 – extraire des gènes 16S
miTAGS
Logares et al. (2013)

miTAGS
Logares et al. (2013)

V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V916S rRNA gene
 454Tags

miTags Reads metaG

Amplicons PCR
(méta-barcodes)

miTags (Illumina whole shotgun metaG) 
versus 

454Tags (454 V1-V3PCR amplicons)

miTags (Illumina whole shotgun metaG) 
versus 

454Tags (454 V1-V3PCR amplicons)
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All 16S reads

MiTags → + 60 % OTUs ! miTags ~ 454Tags

2 – extraire des gènes 16S
miTAGS
Logares et al. (2013)

miTAGS
Logares et al. (2013)

Subset of reads for V1-V3 of 16S (28%)

V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V916S rRNA gene
 454Tags

miTags
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miTAGS
Logares et al. (2013)

miTAGS
Logares et al. (2013)

2 – extraire des gènes 16S

miTags

454Tags
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miTAGS
Logares et al. (2013)

miTAGS
Logares et al. (2013)

454Tags
(classic amplicons)

miTags
(16S in metaG)

2 – extraire des gènes 16S
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● Approche 1 : extraire gènes 16S des metaG

● Approche 2 : extraires autres (non 16S) gènes 
marqueurs des metaG

mOTU-LG
Sunagawa et al. (2013)

mOTU-LG
Sunagawa et al. (2013)

2 – extraire des gènes marqueurs
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mOTU-LG
Sunagawa et al. (2013)

mOTU-LG
Sunagawa et al. (2013)

10/40  marker genes

metagenomic contigs
>500bp

HMM profile search (fast)

MetaG marker genes

Marker genes clustering (93-96%)

Covariance across samples 42% 58%       in 252 human gut metaG

40 universal prok genes, 
single copy, 

rare HGT :

2 – extraire des gènes marqueurs
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mOTU-LG
Sunagawa et al. (2013)

mOTU-LG
Sunagawa et al. (2013)

=rappel

=
 e

xa
ct

itu
d

e

Précision des prédictions évaluées
avec mOTUs ayant >1 gènes réf.

Taxonomie des
marqueurs de
référence 
concordantes ?

2 – extraire des gènes marqueurs
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Méthodes disponibles

1 – Biais compositionnels de l'ADN dans les fragments metaG
(« binning » = regroupement par classes)

2 – Extraction des gènes marqueurs  & 
comparaison à une base de données de référence

3 - Assignation taxonomique aux fragments MetaG par 
homologie à une base de données de référence
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3 -Homologie aux BD de réf.
MEGAN
Huson et al. (2007)

MEGAN
Huson et al. (2007)
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3 -Homologie aux BD de réf.

MEGAN
Huson et al. (2007)

MEGAN
Huson et al. (2007)

MetaG
sequences

reads
or

contigs

Sequence DB
(eg NR)

similarity search

BLASTx

MetaG seq
i

BLAST hits

Taxonomy DB
(eg NCBI)

Last
Common
Ancestor
   
   LCA

Tax Node T
i

INPUTS

keep if S > S
max

- 5%

Plus aucune
sélection de 
marqueurs :

Tous les gènes sont
annotés !
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3 -Homologie aux BD de réf.
MEGAN
Huson et al. (2007)

MEGAN
Huson et al. (2007)
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3 -Homologie aux BD de réf.
MEGAN
Huson et al. (2007)

MEGAN
Huson et al. (2007)
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3 -Homologie aux BD de réf.
MEGAN
Huson et al. (2007)

MEGAN
Huson et al. (2007)

Taxonomie ...

… & Fonctions !
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Estimation des abondances

● Gènes marqueurs : si « single copy », alors 
abondance gène marqueur = proxy pour le 
nombre d'organismes

● Méthodes de classifications 
(compos+similarité) nécessitent :
– estimation des tailles de génomes
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Biais d'abondances
Gènes marqueurs

ARNr 16S

Classification
globale métaG

Lui et al. 2011

25 % A
25 % B
25 % C
25 % D

25% 25%

25%25%
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Correction des biais d'abundance
16S rRNA

marker gene

Binning
whole metaG

Angly et al. (2014)Angly et al. (2014)

MetaG
sample 1

MetaG
sample 2

MetaG
sample 3

Assembly 1 Assembly 2 Assembly 3

Non redundant
metagenome catalog

assemble

cluster

map
reads

 = nb reads mapped to Ti contigs
                Ti genome size

Taxon Ti abundance

taxonomy
binning
of each
contig

T
1

T
4 T

4

T
5

T
3

Taxons
Ti
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Méthodes disponibles Article de revue
Segata et al. (2013)

Article de revue
Segata et al. (2013)
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Li
fe

 b
ey

on
d 

16
S

...
 

Article de revue
Segata et al. (2013)

Article de revue
Segata et al. (2013)
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Liste non exhaustive de logiciels
Compositional methods:
WGSQuikr Koslicki et al. (2014)
Kraken Wood et al. (2014)
PhyloPythiaS Patil et al. (2012)
ClaMS Pati et al. (2011)
Phymm Brady et al. (2009)
NBC Rosen et al. (2008)

Marker genes methods:
PhyloSift Darling et al. (2014)
miTAGS Logares et al. (2013)
mOTU-LG Sunagawa et al. (2013)
MetaPhlAn Segata et al. (2012)
MetaPhyler Liu et al. (2011)

Reference database homology methods:
2bLCA Hingamp et al. (2013)
CREST Lanzen et al. (2012)
MEGAN Huson et al. (2007, 2011)

Combination of methods :
PhymmBL  (comp+homol) Brady et al. (2011)
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