
09/06/23

1

Prof. Eugenio Parente
Scuola SAFE

Analisi di dati 
metatassonomici. 
Un flusso di lavoro 
in R

1

In questo webinar

• due parole sugli approcci omici
• due parole sulle piattaforme di sequenziamento
• due parole sulle regioni target (specialmente per batteri)
• flusso di lavoro per un’analisi metatassonomica

• in generale
• come organizzare le cartelle
• importazione, controllo qualità, filtri
• deduplicazione, stima del modello di errore, inferenza delle 

ASV

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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Cosa cercare

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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A volte ritornano…
• fenomica: lo studio ad alta 

capacità delle proprietà 
fenotipiche dei microrganismi e 
delle comunità microbiche

• culturomica: approccio basato 
sull’isolamento in un gran 
numero di condizioni diversi e 
sulla caratterizzazione ad alta 
capacità mediate spettrometria 
MALDI-ToF e sequenziamento

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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Un po’ di terminologia per le analisi metatassonomiche

• in letteratura sono identificate con molti nomi e sigle diverse: 
amplicon targeted metagenomics, 16S metagenomics o 18S 
… o ITS2, etc.

• generalmente basate su PCR, target generalmente sequenze
ribosomiali o spacer (ma possono essere altri geni)

• prevalentemente realizzate con short read (150-250 bp paired 
end) ma sempre più spesso long reads (fino a full length per 
16S

• se short reads ampliconi fra ca 200 e ca 450 bp (dipende dalla
regione)

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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paired-end
150-250 bp
alta qualità
benchtop: 
• runtime 9,5-

48 h
• 1,2-330 Gb
• 4x106-

1,1x109
reads/run
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bassa qualità
(Q 10,7, in 
miglioramento
fino a Q20+) 
lunghezze
anche >10 kb
benchtop: 
• runtime 24-

72 h
• 50-14000 Gb
• ? reads/run
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Dati da FoodMicrobionet 4.2 (che non 
include dati da PacBio e Nanopore)

Il grafico mostra il numero cumulative di 
studi per ciascuna piattaforma
L’anno è quello della pubblicazione,  non 
quello del sequenziamento

Le piattaforme per 16S 
metagenomics

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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Dati da FoodMicrobionet 4.2 (che non 
include dati da PacBio e Nanopore)

Il grafico mostra il numero cumulative di 
studi per ciascuna regione o 
combinazione di regioni

L’anno è quello della pubblicazione,  non 
quello del sequenziamento

Le regioni iù usate come 
target per 16S 
metagenomics

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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• le regioni target più corte (V4 e in 
minor misura V3) possono essere
inadeguate persino per l’attribuzione
del genere

• con V4 è sostanzialmente
impossibile assegnare la specie, in 
particolare per generi con specie 
filogeneticamente molto vicine

• con V1-V3 risultati migliori che con 
V4

• con full length???????

Efficacia
nell’identificazione a 
livello di specie

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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I passaggi di una tipica analisi metatassonomica - 1

• Fasi di pianificazione
• disegno sperimentale
• numero e tipo di campioni
• bianchi, controlli, mock

• Esecuzione in laboratorio
• campionamento
• estrazione e purificazione del DNA
• (preparazione delle library)

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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I passaggi di una tipica analisi metatassonomica - 2

• Sequenziamento (in house o service)
• barcoding
• sequenziamento
• base calling, controllo qualità
• demultiplexing (file fastq)

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R

12



09/06/23

7

I passaggi di una tipica analisi metatassonomica - 3

• Analisi bioinformatica
• caricamento sequenze
• (rimozione primer)
• QC e filtri
• OTU picking o inferenza ASV
• ulteriori filtri
• assegnazione della tassonomia
• allineamento e calcolo di matrici di distanza
• assemblaggio di tabelle di abbondanza, tabelle dei campioni, tabelle

della tassonomia e dendrogrammi in un oggetto (phyloseq)

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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I passaggi di una tipica analisi metatassonomica - 4
• Analisi biostatistica

• eventuali filtri
• calcolo di statistiche generali (nelle diverse fasi del processo)
• analisi descrittiva

• alpha diversity (indici e rappresentazione della composizione)
• beta diversity (tecniche di ordinamento unconstrained e constrained, heatmaps, 

…)
• analisi differenziale

• adonis / permanova
• analisi differenziale di abbondanza
• network analysis

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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• utilizzeremo una pipeline ben 
collaudata, basata sull’inferenza di 
Amplicon Sequence Variants con 
DADA2 (disponibile anche in QIIME2), 
modificata da 
https://f1000research.com/articles/5-
1492/v2

• la pipeline contiene alcune 
modificazioni per renderla 
multipiattaforma e più flessibile e per 
produrre e salvare alcuni elementi utili

• l’assegnazione della tassonomia è 
fatta con la funzione 
assignTaxonomy() (che usa un naïve 
Bayesian classifier) con Silva v138.1 
come database tassonomico di 
riferimento

• la pipeline si conclude con la creazione 
di un oggetto phyloseq

La pipeline

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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• un piccolo set di dati su analisi
metatassonomica (V3-V4, ma anche
ITS1) di olive fermentate cipriote

• depositato in NCBI SRA con 
accession SRP399517

• numero limitato di campioni, qualità
e numero delle sequenze
abbastanza buone

• sequenze e metadata scaricabili da 
SRA e disponibili su Dropbox

Il set di dati

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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• usa la cartella di esempio per vedere 
come sono organizzate le cartelle che 
contengono i dati

• una cartella “madre” che contiene il 
progetto e gli script e dove verranno 
salvati alcuni dei file generati 
dall’analisi

• una sottocartella «data» contenente:
• «fastq» con i file fastq (che 

devono avere nomi coerenti)
• «filtered» dove verranno salvati i 

fastq dopo l’applicazione di filtri 
QC

• «metadata» con i metadati
• una cartella «tax_db» con i database di 

riferimento al livello superiore della 
cartella madre

Lavorare organizzati

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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E’ sempre bene documentare tutto 
quello che si fa!

Metadati importanti sono

• eventuali accession numbers
• il target

• la pubblicazione (se lo studio è 
pubblicato)

• la piattaforma e il tipo di 
sequenze

• i primer

Workflow, parte 1
organizzare i metadati

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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La coerenza fra i nomi dei campioni 
nel file dei metadati e i nomi delle 
sequenze è essenziale. In genere è 
necessario automatizzare le 
seguenti operazioni:

• estrazione dei nomi dei 
campioni

• creazione dei vettori dei nomi 
dei file delle sequenze (forward 
e reverse, se disponibili 
entrambe)

Workflow, parte 2
organizzare i file e i 
nomi dei campioni

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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I primer contengono basi 
degenerate che impediscono 
l’assegnazione corretta della 
tassonomia a livello di genere e, 
quando possibile, di genere. Per 
rimuovere i primer si può

• chiedere al fornitore di servizi di 
farlo per noi (insieme alla 
rimozione degli adattatori e 
indici)

• usare cutadapt dal terminale 
(vedi QRcode)

• operare manualmente il fase di 
filtraggio dopo aver ispezionato 
le sequenze

Workflow, parte 3
rimuovere i primer

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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o 6 campioni estratti casualmente 
(forse sarebbe meglio farne di più)

o la regione di bassa qualità iniziale 
può dipendere dalle basi 
degenerate del primer
o la scala grigia rappresenta il numero di 

sequenze di una data qualità in una data 
posizione

o la linea verde è la qualità media, la linea 
continua arancione è la qualità mediana, 

o le linee tratteggiate sono il 25° e 75° percentile;
o se le sequenze variano in lunghezza la linea 

continua rossa mostra la % di sequenze che si 
estendono ad una certa lunghezza

Workflow, parte 4
quality profile plot

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R

Reads:  18312

Reads:  72504

Reads:  17848

Reads:  20476

Reads:  24717

Reads:  22600
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o 6 campioni estratti casualmente 
(forse sarebbe meglio farne di 
più)

o la regione di bassa qualità 
iniziale può dipendere dalle basi 
degenerate del primer

o le sequenze reverse sono 
tipicamente di qualità peggiore

Workflow, parte 4
quality profile plot

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R

Reads:  33307

Reads:  22600

Reads:  72504

Reads:  29110

Reads:  20476

Reads:  74348

SRR21703545_2.fastq SRR21703546_2.fastq SRR21703547_2.fastq

SRR21703527_2.fastq SRR21703529_2.fastq SRR21703530_2.fastq
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Evidenze di tampering: qui sono state caricate sequenze pre-
processate, non sequenze grezze

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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è una fase delicata che serve a:
o rimuovere sequenze iniziali e finali (primer, 

basi di cattiva qualità)
o rimuovere sequenze di cattiva qualità

La funzione usata da DADA2 ha molti 
parametri aggiustabili ed occorre essere 
pragmatici, per lasciare il maggior numero di 
sequenze per l’analisi senza lasciare troppe 
sequenze di cattiva qualità (che potrebbero 
causare problemi in molte fasi successive). 
Per paired end è inoltre importante che le 
sequenze residue abbiano un buon overlap 
(almeno 25 bp)

Workflow, parte 5
controllo qualità e filtri

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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la stima degli errori avviene con 
DADA2 (Divisive Amplicon Denoising 
Algorithm) che permette poi l’inferenza 
di Amplicon Sequence Variants

si tratta di un processo che può 
essere pesante da un punto di vista 
computazionale
Il diagnostico principale è l’error plot; 
stimato il modello vengono inferite le 
ASV e se paired end si provvede a 
unire le due estremità

Workflow, parte 6
stima del modello degli errori 
e delle ASV

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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dopo questa fase è possibile creare la 
tabella delle sequenze e:
• rimuovere sequenze troppo più 

lunghe o più corte (spesso se. 
mitocondriali) della lunghezza 
attesa

• rimuovere singleton (spesso 
bimere) e doubleton (non 
strettamente necessario)

• rimuovere bimere (formate 
dall’unione esatta di due estremità 
presenti in 2 sequenze diverse)

Workflow, parte 7
filtrare per lunghezza, rimuovere 
singleton, doubleton, chimere

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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• ogni fase del processo può 
determinare una perdita di sequenze

• un grafico che tiene conto dei diversi 
passaggi può aiutare a prendere 
decisioni informate sulla necessità di 
variare i parametri in alcuni passaggi 
chiave

• qui la perdita importante è dovuta al 
filtro per dimensione (probabilmente 
per rimozione di sequenze di 
cloroplasti, abbondanti in questa 
matrice)

Workflow, parte 8
ma quante sequenze ho perso?

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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• assignTaxonomy() usa il naïve Bayes 
classifier per assegnare prima il genere 
e poi, se possibile, la specie, sulla base 
della frequenza di ottameri

• addSpecies() assegna, se possibile, le 
specie sulla base del matching esatto 
delle sequenze con quelle di 
riferimento, se uniche (ma è possibile 
far produrre match multipli)

• per i batteri, il database di riferimento 
migliore è attualmente Silva v138.1

• è possibile usare 
DECIPHER::idTaxa(), più veloce e 
accurato, ma attualmente non è 
disponibile una versione formattata 
correttamente di Silva v138.1

Workflow, parte 10
Assegnare la tassonomia

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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L’albero filogenetico è necessario 
solo se si vogliono usare metodi di 
ordinamento e analisi basati sulla 
distanza filogenetica. La pipeline 
una combinazione di comandi da 
dada2, phangorn e DECIPHER per
• estrarre le sequenze
• allinearle
• creare una matrice di distanza
• creare un albero guida con NJ
• creare un albero filogenetico 

Workflow, parte 11
Costruire l’albero filogenetico

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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phyloseq è un eccellente pacchetto 
che fornisce funzioni per molte fasi 
dell’analisi metatassonomica:
• ha una specifica classe S4 di 

oggetti che mantiene ben 
organizzate tutte le tabelle

• fornisce funzioni per filtrare, 
estrarre, modificare i dati

• fornisce funzioni (spesso 
derivate da altri pacchetti) per 
condurre analisi di alpha e beta 
diversity

Workflow, parte 12
Creare un oggetto phyloseq

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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Extra: un flusso per big data

• uno dei problemi principali di R è che lavora usando la RAM
• la dimensione dei data set metatassonomici aumenta rapidamente e non è infrequente 

trovare studi con target V3-V4 di >100 campioni e V4 > 500 campioni, con >105 
sequenze per campione

• per set di grandi dimensioni il flusso di lavoro per big data modificato lavora in questo 
modo
• analisi della tabella di sequenze per capire se sono state ottenute su macchine 

diverse
• prima parte dell’analisi fino alla creazione della tabella di sequenze per sottoinsiemi 

di dati
• seconda parte dell’analisi con creazione di una tabella di sequenze fusa e fasi 

successive dell’analisi (rimozione bimere, assegnazione della tassonomia, etc.)

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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Extra – analisi grafica e statistica di dati metatassonomici

• il numero di strumenti per l’analisi grafica e statistica di dati 
metatassonomici è immenso

• un buon articolo per orientarsi è Wen, T., Niu, G., Chen, T., Shen, Q., 
Yuan, J., Liu, Y.-X., 2023. The best practice for microbiome analysis 
using R. Protein Cell. https://doi.org/10.1093/procel/pwad024

• fra i pacchetti / risorse più completi
• phyloseq (anche disponibile come app interattiva, Shiny phyloseq)
• MicrobiomeAnalist (on line e come pacchetto R)
• animalcules (app interattiva basata su R)
• microeco

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R

32

https://doi.org/10.1093/procel/pwad024
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• alpha diversity
• beta diversity

• struttura delle comunità

• analisi differenziale
• identificazione biomarker

• alberi filogenetici

• network analysis
• predizione di funzioni

Caratteristiche dei principali 
pacchetti di R per l’analisi 
metatassonomica

Analisi di dati metatassonomici. Un flusso di lavoro in R
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