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Ivadas

Metagenomika apibudina moksliniy tyrimy sritj ir rinkinj veiksmy, kurie leidZia atlikti nepri-
klausoma mikrobinés bendruomenés analize i§ bet kokiy aplinkos méginiy. Per paskutinius 10 —
15 mety, §i sritis labai iSaugo, leisdama tyréjams prieiti prie didelio kiekio metagenominiy duome-
ny ir platiau pazvelgti j mus supantj mikroby pasaulj. Siuo metu i§ placiai naudojamy duomeny
baziy kaip NCBI SRA ar NCBI BioProject galima atsisiysti didelius kiekius metagenominiy rin-
kiniy. Pradéjus tyrimg ir skyrus jam laiko, gali paaiSkéti, kad rasti duomenys yra netinkami arba
blogai jvertinti. Galbut jie buvo prastai dokumentuoti, jkeltas netikslingas failas, ar duomenys yra
kitokie, nei buvo manyta. Tam, kad buty galima iSvengti paminéty klaidy ir sutaupyti laiko, ga-
lima, pasitelkiant placiai naudojamus algoritmus, atlikti pirmine metagenoming analize, kuri dar
bus minima kaip pavirsutiné metagenominé analizé. Tai leisty prieS pradedant eksperimentg at-
likti metagenominiy duomeny jvertinimg ir susiplanuoti darbo eiga, eksperimentui skirta laika ir
resursus. Tai taip pat parodyty prading metagenomin¢ informacijg apie nuskaitymy poras ir turéty
galimybe padéti identifikuoti kai kuriuos metagenominiame faile esancius organizmus. Tokia ana-
lizé neatlikty tikslaus tyrimo, bet leisty bendrai paZvelgti j duomenis ir atlikti jy jvertinima. Siame
darbe naudojant Needleman-Wunsch (jrankis emboss:needleall), redagavimo atstumo (panaudo-
tas jrankis EBLIB biblioteka), Smith-Waterman (jrankis emboss:water) algoritmus, atlikta pirminé
septyniy metagenominiy rinkiniy duomeny analizé.

Pagrindinis Sio darbo tikslas yra sukurti metodika pavirSutiniam metagenomo tyrimui. Pir-
moje darbo dalyje apZvelgiama teoriné dalis apie metagenomika, metagenoming analiz¢ ir darbe
panaudotus jrankius bei algoritmus. Antroje darbo dalyje pateikiama informacija apie pirmuosius
eksperimentus, kuriy rezultatai paskatino pereiti prie pirminés metagenominés analizés tyrimo.
Taip pat apraSyta darbo metodika ir eksperimenty, atlikty su skirtingais metagenomais, rezultatai

ir analizé.



1. Literaturos apzvalga

1.1. Metagenomika

Vienas Zymiausiy jvykiy mikrobinés ekologijos srityje per paskutinj deSimtmetj buvo metage-
nomikos pasirodymas ir plétojimas. Metagenomika yra apibudinama kaip tiesioginé genomy, gauty
su aplinkos méginiais, genetiné analizé. Tokia genomy visuma dar yra vadinama metagenomu. Me-
tagenomika — terminas apibudinantis moksliniy tyrimy sritj ir taikomy metodologijy rinkinj, kurios
leid~ia atlikti metagenomine analize. Si sritis pradéjo vystytis nuo aplinkos DNR klonavimo, kurj
seké funkciné ekspresijos atranka, kuri buvo greitai papildyta atsitiktiniu aplinkos DNR meéginiy
automatiniu (shotgun) sekvenavimu. Sie pradiniai projektai ne tik jrodé metagenominio metodo
principus, bet ir atskleidé didele funkciniy geny jvairove mikrobiniame pasaulyje. [11]

Metagenomika suteikia priéjima prie mikrobinés kolonijos funkcinés geny kompozicijos ir pla-
tesnj apibudinima nei filogenetinis tyrimas, kuris daZniausiai yra paremtas tik vieno geno jvairove,
pavyzdZiui, 16S rRNR genu. Pati metagenomika suteikia genetin¢ informacija apie potencialiai
naujus biokatalizatorius ir fermentus, genominius rySius tarp neklasifikuoty organizmy funkcijy ir
filogenijos, taip pat kolonijy funkcinius ir strukturinius evoliucinius profilius. Tai, gali buti papildy-
ta metatranskritiniais arba metaproteominiais metodais, tam, kad buty galima apibudinti iSreikStus
veiksmus. Metagenomika yra galingas jrankis padedantis generuoti naujas mikrobiniy funkcijy
hipotezes.

Staigus naujos kartos sekvenavimo kainos kritimas, labai pagreitino sekvenavimu paremtos
metagenomikos plétrg. Metagenominiai automatinio (shotgun) sekvenavimo duomeny rinkiniai
labai iSpopuliar¢jo per kelerius paskutinius metus. [12]

Nepaisant didelio mokslinés bendruomenés susidoméjimo metagenominiais tyrimais, jy ana-
metagenomo automatinio sekvenavimo procesai (runs) gali duoti Simtus milijony seky, kurios bus
pateiktos kaip deSimtis gigabaity uzZimantys duomenys. Atliekant daug eksperimenty, kuriy kiek-
vieng sudaro deSimtys ar Simtai tokiy procesy, duomenys gali greitai perpildyti duomeny talpyklas,
taip sumazindami kiekvieno tyréjo analiziy galimybes. Pacios sekos daZniausiai buna trumpos, nuo
100 iki 500 baziy pory (bp). DaZniausiai nuskaitymai reprezentuoja tik maza fragmenta iS duomeny
rinkinyje besislepiancio pilno ilgio geno sekos. [2] Nepaisant savo trikumy, dabar metagenomika
tampa standartiniu jrankiu daugumai laboratorijy ir mokslininky, dirban¢iy su mikrobine ekologija.
[12]

1.2. Metagenominiy duomeny modelis

Naujos kartos sekvenavimo technologijy pristatymas leidZia net ir maZoms tyrejy grupéms is-
gauti didelés apimties sekvenavimo duomenis. Gaunamos DNR sekos ir su jomis susijusi informa-
cija yra paprastai uZfiksuojama keliuose tarpusavyje susijusiuose objektuose, kurie pristato tokias

idéjas:



* Tyrimas: informacija apie sekvenavimo pastangy dydj, kuris yra reikalingas sugrupuoti visas

projekto duomeny dalis.
* Meéginys: informacija apie sekvenavimo méginiy kilme ir charakteristika.

» Eksperimentas: informacija apie sekvenavimo eksperimentus. | §ig informacija jeina ir bib-

liotekos bei informacija apie instrumentus.

* Procesas (Run): sekvenavimo eksperimento i§vestis, kurig sudaro vadinamieji nuskaitymai,

atvaizduoti duomeny faile.

* Analizé: iSvesties rinkinys, gautas i$ pirminiy sekvenavimo rezultaty, tokiy kaip sekvenavi-

mo surinkimai (assemblies), funkcinés ir taksonominés anotacijos. [8]

Tyrimas

Eksperimentas

Meginys Analize

Procesas

1 pav. Bendras nuskaitymo duomeny struktiuros modelis [8]

1.3. Sekvenavimas

Tradicinis metagenominis sekvenavimas rémeési Sanger sekvenavimu, kuris pagamindavo gan
ilgus nuskaitymus, didesnius nei 700 baziy pory (bp) su mazu klaidy daZniu. Taciau, naujos kartos
sekvenavimo technologijos, sujungtos su Zymiu sekvenavimo kainos sumazinimu, priverté pajudéti
nuo Sanger sekvenavimo kaip pacio pagrindinio standarto, dél jo didelés kainos. Vienas pirmyjy
didelés apimties Sangers sekvenavimo metagenominiy projekty jvykdytas, kad buty charakteri-
zuotos mikrobinés populiacijos gyvuojancios Sargaso juroje. Buvo sekvenuojama daugiau nei 1
milijardas DNR bp ir identifikuota daugiau nei 1.2 milijonai naujy geny.

Vis tobul¢jancios sekvenavimo technologijos, sujungtos su dramatiskai mazéjancia kaina, reis-
kia, kad ,,sekvenuoti viska* poziuris gali buti pritaikytas prie jvairiy aplinkos méginiy. Tai seka
surinkimas ir anotacija, kad buty galima gauti iSsamy mikrobinés bendruomenés gausos vaizdg ir

uzkoduotg funkcinj potencialg. Vienos placiausiai naudojamy sekvenavimo platformy yra GS-FLX



454 (Roche), MiSeq, HiSeq, ir genomy analizavimo II platforma (Illumina), SOLiD sistema, Ion
Torrent, Ion Proton ir PacBio RS 1II.

Didelés apimties sekvenavimo projektai, naudojantys tokias technologijas, generuoja didelius
duomeny rinkinius, kuriuose gali buti milijonai geny ir, Zinant metagenomy prigimtj, didele Siy
geny proporcija bus nejprasta ir turés neZinoma funkcija. Sis, pradinis, netikslinis sekvenavimo
budas gali véliau buiti naudojamas kartu su labiau apibréZtais sekvenavimo budais, kuriy tikslas yra
nustatyti specifinj geny tipa arba Seimg. PabréZiama, kad netikslinis yra naudojamas kaip budas,
kai yra labiau gilinamasi j bendrg bendruomenés kompozicija, filogenetikg ir funkcinj pajéguma,
o ne j tikslius genus ar jy Seimas. Taip pat, metagenominis sekvenavimas, naudojant naujo kartos
sekvenavimo technologijas, kartu su anotacija, homologijos paieSkomis ir filogenetiniu klasteri-
zavimu, gali atskleisti genus, kurie labiau skiriasi ir yra jdomesni, nei vienodi genai su sekomis,

kurios yra Zinomos ir naudojamos kurti modelius pradiniams geny tyrimams [4].

1.4. SAM ir BAM faily formatas

Jeigu metagenomo turinys yra Zinomas arba spéjamas, galima duomenis atvaizduoti konfigu-
ruojant SAM(The Sequence Alignment/Map) ir BAM failus ir atliekant iSlyginima pagal referen-
tinius genomus. Faily formatas SAM yra bendras formatas skirtas uZraSyti nuskaitymy lygiavimus
pagal referentine seka. Sis formatas palaiko skirtingy platformy pagamintus ilgus ir trumpus nu-
skaitymus. [6]. SAM formatas yra tekstinis formatas, kuriame galima patalpinti duomenis apie
sekas eilutése, kuriy elementai j ASCII stulpelius yra atskiriami ,,tab* skirtuku.

DaZniausiai yra generuojamas Zmogui skaitomas SAM formatas, o ne seserinis atitikmuo,
BAM. Antrasis formatas palaiko tuos pacius duomenis, bet jie yra binarinés formos, suspaus-
ti ir suindeksuoti. Siuo metu didZioji dalis SAM formato duomeny yra gaunami i§ lygiavimo

jrankiy, kurie skaito fastq failus ir atsiZvelgiant j referentinj genoma priskiria sekas pozicijoms. [10]

1.5. Bowtie2

Bowtie2 yra greitas, nedaug atminties naudojantis jrankis seky lygiavimui pagal referentinj
genoma. Jis tinkamas sulygiuoti nuo 50 iki 1000 simboliy nuskaitymy sekas. Bowtie2 palaiko
lokalias, su tarpais ir dvipuses lygiavimo funkcijas. Galima naudoti kelis procesorius, kad bu-
ty pasiektas didesnis greitis. Sis jrankis sugeneruoja SAM formato failus. Irankio panaudojimas
dazniausiai yra pirmasis Zingsnis norint palyginti genominius duomenis. Bowtie2 taip pat yra op-
timizuotas nuskaitymy ilgiams ir klaidy réZimams, nustatytiems naujausiy sekvenavimo aparaty,
kaip Illumina HiSeq 2000, Roche 454 ir Ion Torrent. [14]



1.5.1. Bowtie2 ir indeksavimas

Irankis bowtie2-build iSveda Bowtie indeksa pagal duotas DNR sekas. Yra gaunami 6 failai
su plétiniais .1.bt2, .2.bt2, .3.bt2, .4.bt2, .rev.1.bt2 ir .rev.2.bt2. Sie failai reikalingi iSlygiuoti
nuskaitymus prie genomo. Originali seka, kuri yra fasta formato failas, yra nebenaudojama kai
yra sudaryti indeksai.

Panaudojimas:

bowtie2-build [opcijos]* <reference_in> <bt2_base>

 <reference_in> - kableliu atskirtas fasta faily sgraSas, kuriame yra referentinés sekos, pagal

kurias vyks iSlyginimai. Naudojant papildoma -c opcija yra galima paduoti pacias sekas.

* <bt2_base> - indeksavimo faily bazinis vardas.

1.5.2. Bowtie2 ir iSlyginimas
Panaudojimas:

bowtie2 [opcijos]* -x <bt2-idx> {-1 <ml1> -2 <m2> | -U <r>} -S [<hit>]

1.6. Samtools

Irankiy rinkinys SAMtools realizuoja jvairias pagalbines funkcijas SAM formate, kaip indeksa-
vimas, lygiavimy perZitréjimas ir pristato universalius jrankius nuskaitymy lygiavimo apdorojimui.
Samtools taip pat apdoroja ir binarinj BAM formata, kuris yra ekvivalentus SAM failui [6].

1.6.1. SAM faily konvertavimas | BAM

Komanda:

samtools view [opcijos] in.sam|in.bam|in.cram [region...]

1.6.2. BAM faily rusiavimas
Komanda:

samtools sort [-1 level] [-m maxMem] [-o out.bam] [-0 format] [-n] [in]

1.6.3. BAM faily indeksavimas
Komanda:

samtools index [-bc] aln.bam|aln.cram [out.index]



1.7. IGV

IGV (Integrated Genomics Viewer) yra lengvai naudojamas vizualizacijos jrankis, kuris leidZia
intuityviai ir realiu laiku tyrinéti jvairius ir didelius genominiy duomeny rinkinius. Si programa
palaiko lanksty jvairiy genominiy duomeny integravima, taip pat ir failus su informacija apie seky
iSlyginima, mutacijas, geny ekspresijas, metilinima, kopijy skaiciy ir genomines anotacijas. IGV
naudoja efektyvius, jvairius duomenis palaikancius faily formatus, kurie leidzia stebéti duomenis,
nepriklausomai nuo jy dydZio ar rezoliucijos. Irankis reikalauja maZai resursy.

Programos kei¢iamo dydZio architektira padaro ja tinkama viso genomo tyrinéjimui ir naujos
kartos sekvenavimo duomenims, taip pat tokiems duomenims, kaip paprastas nuskaitymy paden-

gimas. [9]

1.8. Needleman-Wunsch algoritmas

Needleman-Wunsch (NW) algoritmas (Needleman Wunsch 1970) yra netiesinis globalus op-
timizavimo metodas, kuris buvo sukurtas amino-rugsciy seky iSlyginimui baltymuose. Tai buvo
pirmoji i§ daugumos svarbiy iSlyginimo techniky.

Needleman-Wunsch naudoja dinaminj programavimg tam, kad buty gaunamas globalus iSly-
ginimas tarp dviejy seky. Globalus iSlyginimas siulo atsizvelgti j visus dviejy seky elementus, kol
atlieka jy iSlyginima. Jj taip pat galima vadinti ,.end to end* iS§lyginimu. Needleman-Wunsch algo-
ritme, pirmiausia yra sudaroma m % n dydzio (m yra ilgesnioji seka, n trumpesnioji) skai¢iavimo
matrica. Optimalus kiekvienos matricos balas yra apskaiciuojamas pridedant esamo atitikimo balg
prie ankS¢iau apskaiciuotos pozicijos ir atimant tarpo kainas. Kiekvienos matricos pozicija gali
turéti teigiama, neigiama arba nuling¢ reikSme.

Po to kai matrica yra uZpildyta, tam, kad buty galima nustatyti optimaly sekos i§lyginima,
yra naudojamas metodas vadinamas atsekimu (trace back). Atsekimas seka pozicijas skai¢iavimo
matricoje, kuri priside¢jo prie didZiausio balo suradimo. Pozicijos gali susilygiuoti arba buti Salia
tarpo, priklausomai nuo informacijos esancios atsekimo matricoje. Taip pat gali egzistuoti keli

maksimalus iSlyginimai [5].

1.8.1. needleall

Needleall skaito seky rinkinj, palygina jas su kitu rinkiniu ir uZraSo optimaly iSlyginima j faila.
Needleall suranda iSlyginima su didZiausiu galimu balu, kuris yra lygus atitikimy sumai (paimama
i$§ taSky matricos), atimant baudas (atsiranda i§ atidarymo ir tarpy lyginamose sekose). Pakeitimo
matrica, tarpy atidarymai ir praplétimo kainos yra nusakomos vartotojo. [13]

Pagrindiniai komandinés eilutés argumentai:

needleall -asequence [data.fa] -bsequence [data.fa] -gapopen [10.0]

-gapextend [0.5] -outfile [file.out]



1.9. Levenshtein atstumo algoritmas

Levenshtein atstumas tarp dviejy seky yra gaunamas pagal minimaly skaiciy operacijy reika-
lingy, kad buty galima pakeisti vieng sekg kita. Operacijos Siame kontekste yra insercija, delecija ir
vieno Zenklo pakeitimas. Levenshtein atstumas pamatuoja panasumus tarp dviejy jves¢iy: Saltinio
s ir tikslo ?. Atstumas, tai skaiCius delecijy, insercijy ir pakeitimy, kurie yra reikalingi s pakeisti j

t. Kuo didesnis skirtumas tarp jvesciy, tuo didesnis atstumas.

1.10. EMBOSS water

Water jrankis naudoja Smith-Waterman algoritma (modifikuota, kad biity galima padidinti grei-
ti), naudojamg apskaiciuoti lokalyjj iSlyginimg tarp seky. Tarpo jterpimo kaina, tarpo iSplétimo
kaina ir pakeitimo matrica yra naudojamos apskaiciuoti nurodytus iSlyginimus. Jrankio iSvedimas

yra standartinis EMBOSS islyginimo failas.

1.10.1. Algoritmas

Smith-Waterman algoritmas priklauso algoritmy klasei, kurie gali apskaiciuoti geriausig rezul-
tatg ir lokalyjj iSlyginimg tam tikra tvarka per m * n Zingsniy, kur n ir m yra dviejy seky ilgiai.
Sie dinaminio programavimo algoritmai buvo sukurti baltymy seky palyginimui Smith’o ir Water-
man’o.

Dinaminio programavimo metodai uZtikrina optimaly lokalujj iSlyginimg tam, kad buty is-
nagrinéjami visi galimi iSlyginimai ir pasirinktas pats geriausias. Tai atliekama perskaitant taSky
matrica, kurioje yra reikSmeés kiekvienam galimam liekanos arba nukleotido sutapimui. Water su-
randa iSlyginimg su maksimaliu galimu balu, kur i§lyginimo balas yra lygus sumai sutapimy gauty
i§ taSky matricos.

Svarbi yra susidorojimo su tarpais problema. Bauda yra atimama iS tasky uz kiekviena tarpo
atidaryma, ir iS rezultaty uz bendrg tarpy skaiciy, padauginta iS kainos. DaZniausiai, kaina uz tarpo
iSplétima yra nustatyta, kad buty 5-10 karty maZesné uz tarpo atidarymo kaing. [3]

Algoritmo panaudojimas ir pagrindiniai parametrai:
water -asequence [data.fa] -bsequence [data.fa] -gapopen [10.0]

-gapextend [0.5] -outfile [file.out]

1.11. EDLIB biblioteka

Myers bity vektoriaus algoritmas transformuoja dinaminio programavimo matricg. Transfor-
macija leidzia laikyti kelis elementus kaip bity vektoriy viename precesoriaus registre ir pasiekti
paralelizavimg. Mayers taiko papildomus algoritmus, kad buty galima sumazinti apskaiciuoty bity

vektoriy skaiciy.



Originalus algoritmas buvo sukurtas, kad buty galima atlikti pusiau globalujj i§lyginima, kur uz
tarpus eilutés pradzioje ir pabaigoje néra baudZiama. O Edlib bibliotekoje, Mayers algoritmas yra
iSpléstas taip, kad palaikyty globalyjj ir pusiau globalyjj iSlyginimus, kai uZ tarpus eilutés pabaigoje
néra baudziama.

Mayers algoritmas negraZina jokios informacijos apie optimaly iSlyginimo kelig (optimali re-
dagavimo operacijy seka, kurig reikia atlikti uzklausos (query) sekoje, kad buty galima jg paversti
j uzduoties (target) seka). Edlib bibliotekoje algoritmas yra iSpléstas taip, kad buty galima surasti
optimaly iSlyginimo kelig trims jgyvendintiems i$lyginimo metodams. Globalus (NW) — standar-
tinis metodas, taikomas naudojant §ig biblioteka kai yra norima apskaiciuoti redagavimo atstuma.
Sis metodas tiksliausiai pasako kaip viena seka yra panasi j kita. Priesdelio (SHW) — §is metodas
labai panaSus j NW, skirtumas tas, kad uZ neatitikimus seky pradZioje néra skiriama bauda. Intarpo
(HW) — nuo pirmyjy dviejy budy Sis skiriasi tuo, kad uz tarpus pradZioje ir pabaigoje néra skiriama
bauda. [1]



2. Praktiné tiriamoji dalis

2.1. Pirmasis eksperimentas ir motyvacija

Pirmieji bandymai buvo atliekami su duomenimis gautais iS straipsnio ,, Genome diversity of
marine phages recovered from Mediterranean metagenomes: Size matters‘ publikuoto 2017 mety
rugséjo ménesj [7]. Siy duomeny SRA SRR926399, dydis fastq formatu 52.2 GB, o fasta formata
sudaré 26.1 GB. Pirminis tyrimo tikslas iSanalizuoti straipsnyje pateiktus duomenis ir, remiantis
ten apraSyta metodika, atlikti duomeny analize. Pirmasis Zingsnis buvo BLAST panaudojimas.
IS NCBI atsisiysti 9568 virusy genomai ir i§ nuskaitymy failo sudaryta lokali duomeny bazé.
Tyrimas buvo atliekamas turint standartinj, ofiso tipo, kompiuterj: Intel(R) Core(TM) i7-3537U
ir 8GB RAM. Pradéjus eksperimentg pastebéta, kad su turimais resursais kyla problemy dél faily
apdorojimo ir laiko. Todél pasirinkta turima faila padalinti j dalis. Visas duomeny rinkinys buvo

suskirstytas j 20 daliy ir atliekama analizé naudojant BLAST jrankj.

Lokalios duomeny bazés kurimas:

makeblastdb -in data.fasta -dbtype nucl

BLAST paieska:

blastn -db database —-query data.fasta -out data.out

Gauti rezultatai atskleide, kad tarp turimo metagenominio rinkinio yra randama virusy genomy.

Rezultaty pavyzdys:

Query= refseq|NC_B06883|252401nt|Prochlorococcus phage P-SSM2, complete
genome

Length=252481

Score E

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
SRR926399.1295772 HWI-5T1218:202:D1J10ACKX:5:1161:11611:151293 ... 193 le-44
SRR926399.3353860 HWI-5T1218:202:D1J16ACKX:5:1102:19012:181423 ... 191 Se-44

:1192:13331:52713 1... 191 S5e-44
:1182:18306:47555 1... 191 S5e-44
:1101:5436:169768 1... 191 Se-44
:1183:17755:20963 1... 189 2e-43
:1183:15198:26795 1... 189 2e-43
:1183:11471:5542 le... 189 2e-43

SRR926399.2183021 HWI-5T1218:202:D1J10ACKX:
SRR926399.2138552 HWI-5T1218:202:D1J10ACKX:
SRR926399.1458377 HWI-5T1218:202:D1J10ACKX:
SRR926399.3704024 HWI-5T1218:202:D1J10ACKX:
SRR926399.3703608 HWI-5T1218:202:D1J10ACKX:
SRR926399.3563061 HWI-5T1218:202:D1J10ACKX:

WMmnuuutnwuwwnw e

SRR926399.2798038 HWI-5T1218:202:D1J10ACKX:5:11602:16984:1206723 ... 189 2e-43
SRR926399.2034443 HWI-S5T1218:202:D1J16ACKX:5:1102:5669:36105 le... 189 2e-43
SRR926399.1305536 HWI-5T1218:202:D1J16ACKX:5:1101:19714:152355 ... 180 2e-43

SRR926399.691023 HWI-ST1218:202:D1]10ACKX:5:1101:14629:821603 le... 189 2e-43
SRR926399.457928 HWI-ST1218:202:D1]18ACKX:5:1181:15325:55088 le... 189 2e-43

2 pav. BLAST rezultaty pavyzdys
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Pagal gautus rezultatus pastebéta, kad yra randamas didelis skaiius atitikimy su jvairias
Prochlorococcus fago ir Synechococcus fago genomais. Turint tokius rezultatus nuspresta atlikti
tolimesne analize. Tam, kad buty jsitikinta gauty rezultaty teisingumu, gauti duomenys turéjo buti
atvaizduoti. Atrinkti genomai, kuriy rezultatai buvo vieni geriausiy (daugiausia atitikimy). Naujas
genominiy duomeny rinkinys buvo sudarytas i§ 75 cianofagy genomy (vietoje 9568). Sj rinkinj
sudaré virusy, puolanciy Prochlorococcus ir Synechococcus genties cianobakterijas, genomai.
Rezultaty atvaizdavimui sugeneruoti SAM ir BAM failai (naudojant Bowtie2) ir panaudotas IGV
jrankis.

Faily indeksavimas:

bowtie2-build -f virus.fa virus_indexes

SAM faily gavimas:

bowtie2 -x virus indexes -U data.fa -S data.sam
SAM konvertavimas j BAM:

samtools view -b -S -o data.sam data.bam

BAM faily rusSiavimas ir indeksavimas:

samtools sort data.bam data.sorted

samtools index data.sorted.bam

Turint visus reikiamus failus, kelis kartus buvo bandoma atlikti duomeny vizualizavimg naudojant
IGV jrankj. Taciau, bandymai buvo nesékmingi. Kiekvieng kartg iSvesties praneSimas teige, kad
atitinkanciy nuskaitymo seky yra tik kelios. Atvaizduojant tokius duomenis nebuvo gauta jokiy
rezultaty.

Po pirmojo eksperimento buvo paZzvelgta j duomenis kitaip. Nuspresta, kad Siy duomeny anali-
zei pasirinktas budas galéjo buti netinkamas ir pradéta abejoti paCiy duomeny kokybe. Kiekviena-
me eksperimente pasitaiko klaidy dél jkelty tuS¢iy duomeny nuorody, duomenys gali buti neteisingi,
per maZai dokumentuoti. Suteikiamas nepakankamas informacijos kiekis gali privesti prie klaidy,
o duomenys gali pasirodyti ne tokie, kokie atrodé i§ pradZiy. Apsvarstant jau turimus duomenis,
buvo prieita iSvada, kad Siuo metu neturima reikalingy resursy tyrimui testi. ISkelta idéja, kad prie§
pradedant eksperimentg duomenis reikia kaip nors patikrinti. Toks tyrimas neatliks pilnos duomeny
analizés, bet suteiks galimybe paZvelgti j juos pries investuojant j darba.

Taip nuspresta atlikti pirmine metagenominiy duomeny analize pasitelkiant jau Zinomus algo-
ritmus ir jrankius. Tokia pirminé analizé suteikia pradin¢ informacija apie metagenominius duo-
menis. Svarbiausia, kad nors tokia analizé reikalauja laiko, bet teisingai pritaikius jrankius jis gali

buti sutaupytas véliau, tyrimo eigoje.
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2.2. Darbo metodika

Norint atlikti pavirSuting metagenominiy duomeny analizé buvo naudojama tokia metodika:
Panaudoti jrankiai emboss:needleall, emboss:water ir EBLIB biblioteka. Needleall jrankis nau-
dojamas atlikti globalyji, o water lokalyjj iSlyginima. EBLIB biblioteka panaudota kaip jrankis
redagavimo atstumui apskaiciuoti. Norint atlikti duomeny analize, kai lyginami nuskaitymai (angl.
reads) all-versus-all metodu, yra pradedama nuo C++ kalba paraSytos programos panaudojimo. Si
programa leidZia i§ metagenominio failo atsitiktinai paimti dalj nuskaitymy ir sudaryti du skirtingus
duomeny failus, kurie bus naudojami tyrimo eigoje. Turint Siuos duomenis, darbas yra atliekamas
naudojant needleall jrankj, kuris apskai¢iuoja iSlyginimo balus tarp visy seky ir uzraSo juos j faila.
Toliau, panaudojus tuos pacius duomenis, atliekami bandymai su water jrankiy ir pritaikyta pagal
poreikius EBLIB biblioteka. Si biblioteka yra panaudojama taip, kad, gavus du failus su nuskai-
tymais, all-versus-all principu buty apskaiCiuojamas visy seky pory redagavimo atstumas. Visa
informacija, gauta panaudojus jrankius, yra suraSoma j atitinkamus iSvesties failus. I§ Siy duomeny
yra ruoSiamos histogramos ir skai¢iuojamas vidurkis, mediana, didZiausios ir maZiausios reiks-
mes. Taip pat, apskai¢iuojamas skaicius pory, kuriy iSlyginimo balas yra didesnis nei 80% nuo
didziausio galimo baly skaiciaus.

Tokiu budu, lyginant nuskaitymus tarpusavyje, yra suZinoma platesné informacija apie duo-
menis. SuZinomas panaSumas tarp metagenominiame faile esanciy seky. Jeigu panaSumas yra
didelis, gali buti viena iS$ keliy prieZasCiy. Organizmas galéjo buti susekvenuotas kelis kartus arba
tame méginyje buvo daugiau nei vienas tos pacios rusies organizmas. Tai gali reiksti, kad tam tik-
roje terpéje yra labiau paplitusi viena ar kelios ruSys. Taip pat, didelis panaSumas gali parodyti tai,
kad duomeny rinkinyje yra organizmy, kurie yra genetiSkai panasus.

Toks pat tyrimas yra atliekamas ir su atrinktais organizmais, kurie yra atrenkami pagal infor-
macija apie metagenoma. IS failo su organizmy sekomis yra atsitiktinai paimama jy dalis, kuri yra
lyginama su duomenimis i§ metagenomo. Taip lyginant dvejus duomeny rinkinius yra bandoma su-
rasti panaSumy, kurie parodyty ar metagenominiame faile yra randama tam tikry organizmy. Tokio
tyrimo metu yra sunkiau rasti poras, kuriy balas perzengia 80% procenty ribg. Dalis nuskaitymo
seky gali turéti ne pilng tam tikro organizmo informacija, todél lyginant jas su sekomis i§ genomo

gali buti gautas dalinis atitikimas, dél kurio buty gaunamas maZesnis iSlyginimo balas.

2.3. Greitas didelés apimties metagenomo skaidymas

Zinant, kad teks dirbti su didelés apimties metagenominiais duomenimis, buvo svarstoma kaip
biity galima juos greitai padalinti atliekant eksperimentg, nes darbas su visu failu labai prailginty
tyrimo laika. Pirminé analizé neturi atlikti viso eksperimento, o tik suteikti pradin¢ informacija,
todél nuspresta raSyti programa, kuri duomeny faile atsitiktinai nustato vietg ir paima dalj seky.
Norint Siuo metodu gauti jvairesnius ir tikslesnius rezultatus, galima eksperimentg kartoti daug

karty. Programa paraSyta C++ kalba.
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2.4. Needleall jrankio panaudojimas

Sis jrankis panaudojamas tam, kad biity galima suZinoti globalyjj seky islyginimo bala.
Naudojant §j jrankj jvestis buvo dveji failai su nuskaitymy sekomis, atsitiktinai atrinktomis i
metagenominio failo. Kiekviena failg sudaré 200 seky. Pirmasis bandymas vyko su ank$ciau
minétu 26.1 gb metagenominiu failu, kuris gautas i§ straipsnio ,,Genome diversity of marine
phages recovered from Mediterranean metagenomes: Size matters*. Tarpo atidarymo ir iSplétimo

kaina pasirinkta 4. Panaudota numatytoji ednafull matrica.

Panaudota komanda:

needleall -asequence first.fa -bsequence second.fa -gapopen 4
-gapextend 4 -outfile results.out

Atlikus bandyma su needleall jrankiy gauti tokie rezultatai:

N Needleman
30000 H

25000 -

20000

15000 -

Rezultaty kiekis

10000

5000 A

v T v v
200 [s1ele] 200 1000
Rezultatas

3 pav. Pirminé analizé naudojant needleall jrankij

HEEN Results needle

Bandymy skaicius

Rezultatai

4 pav. Pirminés analizés rezultatai naudojant needleall
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Rezultatai needleall

vidurkis mediana minimumas | maksimumas| >=80%
215.7043 216 16 992 13

1 lentelé. needleall rezultaty lentelé

Sio metagenomo tyrime needleall panaudotas 10 karty, duomenys kaupti rezultaty faile. Me-
tagenominio duomeny failo nuskaitymy ilgis yra 202, todél naudojant pries§ tai minétus parametrus
didZiausias iSlyginimo balas galéjo buti 1010. DidZioji dalis rezultaty grupuojasi ties 150-300 taSky
riba. Rezultaty lenteléje (1 lentelé), kurioje pateiktas pory, perzengusiy 80% riba, skaiCius yra 13.
Rezultaty lentelé patvirtina histogramy rezultatus. Visy gauty baly vidurkis yra 215, o maksimali
verté 992, kuri perZengé prieS tai nustatytg riba. Kaip jau buvo minéta, kiekvieno eksperimento
metu j du failus buvo atrenkama po 200 seky. Tai sudaro labai nedidele metagenomo dalj. Palygi-
nus Siuos duomeny dydzio skirtumus, iS to, kad pavyko rasti nors ir maza didelj balg turin¢iy pory
skaiciy, galima daryti iSvadas apie metagenominius duomenis. Atlikus tokig pavirSuting duomeny
analize ir radus panaSiy seky pory, galima teigti, kad metagenominiame faile yra daugiau nei vienas

toks pat arba keli panaSaus genomo organizmai.

2.5. EDLIB biblioteka

Tolimesnei analizei, tam, kad buty galima apskaiciuoti redagavimo atstuma, panaudota EDLIB
biblioteka. Biblioteka yra pritaikyta C++ ir Python kalboms. Naudojant Sig biblioteka redagavi-
mo atstumui apskaiiuoti galima pasirinkt vieng i¥ trijy metody. Siame tyrime panaudotas HW
metodas.

2.5.1. Bibliotekos pritaikymas
Biblioteka, panaudojus Python programavimo kalba, pritaikyta taip, jai biity galima paduoti

jau turimus du seky failus ir gauti visy seky pory redagavimo atstumg.

Vienas i§ budy panaudoti EDLIB biblioteka Python kalba:

result = edlib.align(seql, seq2, mode="HW")

print (result["editDistance"])
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Gauty rezultaty pavyzdys:

mEmm Edit distance

300000

250000

200000 -

150000 H

REZUITaLY KIEks

100000

S50000 -

T T T T T
o 20 40 [s1e] 80 100 120 140
Rezultatas

5 pav. Pirmin¢ analizé naudojant edlib

Rezultatai redagavimo atstumo

vidurkis mediana minimumas maksimumas
109.1882 109 4 143

2 lentelé. Redagavimo atstumo rezultaty lentelé

Sis tyrimas taip pat buvo atliekamas 10 karty, su tokiais pat failais kaip ir naudojant needleall
jrankj. IS histogramos matoma, kad redagavimo atstumo rezultatai labiausiai pasiskirste ties 100
— 120 baly riba. MaZiausias atstumas 4, didZiausias 143 (2 lentel¢), kas parodo, kad Sio tyrimo
metu buvo rasta labai panaSiy seky. SprendZiant pagal gauta vidurkj, 109, galima pasakyti, kad
metagenominiame faile yra panaSiy seky, taciau i$ Siy rezultaty negalima nustatyti ar yra tam tikry

regiony, kur sekos skiriasi, ir ar skirtumai tarp Siy seky yra iSsibarste¢ atsitiktinai.

2.6. Water jrankio panaudojimas

Tolimesné bandymo eiga buvo water jrankio panaudojimas. Sio jrankio pagalba buvo gaunami
rezultatai naudojant lokalyjj iSlyginimo buda. Lokalusis iSlyginimas yra tinkamiausias naudoti
tada, kai sekos gali buti nevienodo ilgio ir dalinai panaSios, kai tik dalis sekos gali atitikti kitg
seka. Irankis buvo pritaikytas taip, kad buty galima gauti du failus su nuskaitymais ir atlikti
iSlyginima naudojant all-versus-all principa, kai visi nuskaitymai yra palyginami vieni su Kkitais.

Tarpo atidarymo ir iSplétimo kaina naudota tokia pat kaip ir taikant needleall jrankj — 4.
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Rezultatas

T
800

6 pav. Pirminé analizé naudojant water jrankj

T
1000

Rezultatai water

vidurkis

mediana

minimumas

maksimumas

>=80%

221.2079

221

64

992

13

3 lentele. water rezultaty lentelé

IS duomeny (6 pav.) yra matoma, kad dauguma rezultaty susigrupavo ties 200 - 300 riba. Nau-

dojant §j metoda, seky su aukStais balais buvo rasta tiek pat. Nors rezultaty vidurkis yra aukStesnis,

todél galima teigti, kad duomeny failuose buvo dalinai persidengianciy seky, ko negalima nustatyti

naudojant needleall jrankj. Tokie rezultatai parodo, kad duomeny faile yra panasSiy arba vienody

seky, bet tai taip pat parodo sekas, kurios yra panaSios ne per visg sekos ilgj.

2.7. Tyrimas su virusais

Panaudojus pries tai apraSyta metodika, su tais paciais duomenimis, buvo atliktas tyrimas su

virusy genomais. Siam bandymui i§ NCBI puslapio buvo atsisiystas 201 cianofagy genomas. Ty-

rimas, nuo pries tai atlikto, skyrési tuo, kad §j kartg viena i§ duomeny faily sudaré¢ duomenys gauti

i§ genominio failo, imant atsitiktines nustatyto ilgio sekas.

Pirma kartg atliekant tokj bandyma buvo gaunamos 202 bp ilgio sekos i§ genominio failo.

Gauti rezultatai:
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7 pav. Bandymas su virusais. Rezultatai pagal needleall

Rezultatai needleall

vidurkis

mediana

minimumas

maksimumas

>=80%

216.8983

218

16

412

Sio tyrimo metu needleall jrankis neparodé gerai (daugiau uz 80%) jvertinty rezultaty. Mak-
simalus galimas taSky skaicius, kaip ir pirmojo bandymo metu, isliko 1010, bet §j karta didZiausia
surasta reikSmeé buvo tik 412. Kas yra pakankamai geras rezultatas Zinant tai, kad ne kiekviename
nuskaityme bus paslépta tik tam tikro viruso genetiné informacija. Gali buti, kad tik dalis sekos tu-

rés savyje ieSkomg genomo dalj. Taip pat Sioje histogramoje rezultaty pasiskirstymas yra platesnis,

4 lentelé. needleall rezultaty lentelé

tai reiSkia, kad yra galima tikétis daliniy panaSumy tarp seky pory.
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8 pav. Bandymas su virusais. Rezultatai pagal water
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Rezultatai water

vidurkis

mediana

minimumas

maksimumas

>=80%

222.1401

223

45

415

5 lentelé. water rezultaty lentele

Atlikus tyrima su water jrankiu taip pat nebuvo rasta seky pory turinciy gera jvertinima. Duo-

menys skiriasi nuo gauty naudojant needleall. Siuo atveju vidurkio, maksimaliy ir minimaliy tasky

skaicCiai didesni. Taip pat i§ histogramos (8 pav.) matosi, kad buvo daugiau seky pory, kuriy re-

zultatai varijuoja nuo 150 iki 200. Turint tokius rezultatus galima spéti, kad dalis seky, kurios

susilygiavo, buvo persidengusios, todé¢l rezultatai yra geresni nei naudojant globalyjj iSlyginimg.
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400000
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REZUItary KIekls
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9 pav. Bandymas su virusais. Rezultatai pagal redagavimo atstuma

EEN Edit distance
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v
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Rezultatai redagavimo atstumo
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96.3992

96

75
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6 lentelé. Redagavimo atstumo rezultaty lentelé

IS redagavimo atstumo rezultaty yra matoma, kad vidurkis yra panaSus j priesS tai gautus. Bet

Siuo atveju maziausia buvusi reikSmeé yra daug didesné.

Toks pat bandymas buvo pakartotas dar kartg, tik naujo bandymo metu iS failo su virusy geno-

mais buvo imamos sekos, kuriy ilgiai yra 60bp. Gauti rezultatai:
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10 pav. Bandymas su virusais. Rezultatai pagal water

Rezultatai water

vidurkis mediana minimumas maksimumas >=80%
95.3371 95 35 162 0

7 lentelé. water rezultaty lentelé

Sio tyrimo metu buvo atsiZvelgiama j su water jrankiu gautus rezultatus ir tikimasi, kad su
mazesnémis sekomis bus pasiekti geresni rezultatai. DidZiausias galimas taSky skaicius buvo 300,
o pory su didZiausiu balu rasta 162. Tai néra pakankamai geras rezultatas tokioms trumpoms se-
koms. IS tokiy rezultaty galima spresti, kad tyrimui reikia galingesniy jrankiy ir tikslingiau atrinkty

organizmy.

2.8. Tolimesni metodikos bandymai

Tolimesniy eksperimenty metu buvo atliekama pirminé metagenominé analizé naudojant jau
pries tai minéta metodika, kuri buvo naudota atliekant tyrimg su pirmuoju metagenomu. Bandymai
atlikti su dar 6 skirtingais metagenominiais rinkiniais, kurie buvo atsisiysti i NCBI SRA. Bandy-
mas su kiekvienu duomeny rinkiniu buvo atliktas 10 karty, visy bandymy trukmé iki 10 minuciy.
Bandymai atliekami lyginant tik nuskaitymus. Prie kiekvieno bandymo apraSyta trumpa informa-

cija apie duomeny rinkinj ir gautus rezultatus.

Antrasis metagenomas, tai méginys paimtas i§ dirvoZzemio. Jj jkélé ICAR-National Rice Re-
search Institute. Sis méginys buvo paimtas tam, kad biity galima tirti bakterijy bendruomenes
dirvoZemyje, kuriame auginami ryZiai ir kuris ilga laika buvo purSkiamas pesticidais. Failo dydis
180.6 MB fasta formatu, nuskaitymy ilgis apie 560bp, failo SRA SRR7110584.

Gauti rezultatai:
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11 pav. Antrojo metagenomo rezultatai naudojant needleall

200 |1 B Results needle

1.75

1.50 -

1.25 -

1.00 -

Bandymy skaicius

12 pav. Antrojo metagenomo rezultatai
Rezultatai needleall
vidurkis mediana minimumas maksimumas | >=80%
1205.2290 1227 420 2789 103

8 lentelé. needleall rezultaty lentelé

Siame tyrime buvo naudojami tokie patys parametrai kaip ir pirmajame. Pagal nuskaitymy
ilgj yra Zinoma, kad didZiausias galimas baly skaicius yra apie 2800, kadangi metagenominiame
faile nuskaitymu ilgai skiriasi. PaZvelgus j rezultatus yra matomas labai platus pasiskirstymas,
kuris varijuoja nuo 600 — 1600 su dideliu pory skai¢iumi. Taip pat pat matoma, kad rezultaty
pasiskirstymas neatitinka standartinio. Taip galéjo nutikti dél nevienodo nuskaitymo seky ilgio,
kadangi metagenominiame faile jy ilgiai varijuoja nuo 250 bp iki 560 bp. Patikrinus kiek yra pory,
kurios perzengé 80% ribg nuo didZiausio galimo baly skaiciaus, jy rasta 103. Tokie rezultatai

parodo, kad duomeny faile yra tokiy pat arba panaSiy organizmy.
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13 pav. Antrojo metagenomo rezultatai naudojant water
Rezultatai water
vidurkis mediana minimumas maksimumas >=80%
1203.58 1225 420 2789 103

9 lentelé. water rezultaty lentelé

Panaudojus water jrankj rezultaty pasiskirstymas iSlieka toks pat platus kaip ir naudojant ne-

edleall. Rezultaty vidurkis nuo gauty naudojant pirmajj jrankj beveik nesiskiria, tai parodo, kad

seky, kurios buvo dalinai persidengusios nebuvo surasta §io bandymo metu.

30000

25000

20000

15000

Rezultaty kiekis

10000

5000 -

N Edit distance

T y
(o] 150 200
Rezultatas

14 pav. Antrojo metagenomo redagavimo atstumo rezultatai

Rezultatai redagavimo atstumo

vidurkis mediana minimumas maksimumas

160.3832 157 2 366

10 lentelé. Redagavimo atstumo rezultaty lentele
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Apskaiciavus redagavimo atstumga pastebéta, kad maZiausia reikSmé buvo 2. Toks rezultatus
leisty teigti, kad buvo surastos beveik visiSkai vienodos seky poros, bet tokiu atvejy turéjo buti pa-
siekta didesné reikSmé su needleall ir water jrankiais, nes apytikslé didZiausia reikSmé turéty buti
2800. Bet kaip jau buvo anks$ciau pastebéta, Siame faile nuskaitymy ilgiai skiriasi, todél panaSiau-
sios poros galéjo biti ir vienos iS trumpiausiy, kurios yra sutinkamos metagenominiame faile. Tokiu
atveju taip pat yra galima daryti iSvadas, kad didZiausia galima reikSmeé galéty buti ir mazZesné, nes
néra tikimybeés, kad vieni ilgiausiy nuskaitymy bus atsitiktinai atrinkti tyrimo metu. Sumazinus di-
dziausio galimo rezultato riba, rasty pory skaicius, kurie perZengia 80% buty dar didesnis. Tai dar
kartg parodyty, kad metogianominiame faile yra organizmy, kuriy genominé informacija yra panasi

arba atlikus tolimesnius tyrimus biity galima surasti dominuojancius organizmus toje aplinkoje.

Treciasis duomeny rinkinys buvo naudotas tirti gorgonijy mikrobiomg.  Failo SRA
SRR3180808, dydis 631.5 MB, nuskaitymy ilgis 600 bp, maksimalus galimas surinkti iSlyginimo
baly skaicius 3000.
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15 pav. Trec¢iojo metagenomo rezultatai naudojant needleall

Rezultatai needleall
vidurkis mediana minimumas | maksimumas| >=80%
969.9096 866 78 2975 213

11 lentelé. needleall rezultaty lentelé

Pagal gautus rezultatus, panaudojus needleall jrankj, yra matoma, kad didelé nuskaitymo seky
pory dalis surinko nuo 500 - 1000 baly jvertinima, taip pat yra galima pastebéti tris pakilimus.
Siame metagenomiame rinkinyje nuskaitymy ilgis buvo fiksuotas, visuomet, 600 bp. Todél biity
galima teigti, kad toks rezultaty pasiskirstymas jvyko, nes kai kurios poros viso eksperimento metu
buvo atrinktos daugiau nei vieng kartg. Taip pat aiSkiai matoma, kad yra nemazai rezultaty, kurie

pasieke aukstus balus. Rasta 213 pory, kuriy rezultatai perZengé nustatyta riba.
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Rezultaty kiekis
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16 pav. Treciojo metagenomo rezultatai naudojant water

Rezultatai water

vidurkis

mediana

minimumas

maksimumas

>=80%

974.9898

868

125

2975

213

12 lentelé. Rezultatai pagal water jrankj

Atliekant tyrimg su water jrankiu situacija yra labai panaSi. Matomas nereguliarus rezultaty

pasiskirstymas, kuris galéjo atsirasti dé¢l to, nes sekos galéjo buti paimamos kelis kartus arba tarp

metagenominio rinkinio pasitaiké nuskaityty seky, kuriy ilgiai skiriasi.
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17 pav. Treciojo metagenomo analizé naudojant redagavimo atstuma
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Rezultatai redagavimo atstumo
vidurkis mediana minimumas maksimumas
269.7643 302 2 372

13 lentelé. Redagavimo atstumo rezultatai

Redagavimo atstumo apskaiciavimas tik dar kartg patvirtina pries tai padarytas i§vadas. Galéjo
nutikti taip, kad atrinktos sekos kartojasi. Taip pat yra matoma, kad nemaZa dalis pory surinko
mazus redagavimo balus, kas parodo jy panaSuma.

Daryti tikslias i§vadas apie §j duomeny rinkinj yra sunku, kadangi atlikus tyrimg yra matomas
labai nereguliarus duomeny pasiskirstymas. Tai leidZia daryti iSvadas, kad Siuo metu naudojamas
seky atrinkimo biidas néra tinkamas ir jj reikéty tobulinti. Zinoma, gali biiti, kad tokie rezultatai
yra ne Sios klaidos pasekmeé. Bet patikrinti kitas teorijas neuZtenka pavirSutinio metagenominio

tyrimo ir reikéty atlikti tikslesnj bandyma.

Ketvirtasis bandymas atliktas su metagenomu, kuris buvo naudojamas tirti kvépavimo taky
virusus. Sis metagenomas jkeltas 2018-04-12, jj pateiké CDC Pathogen Discovery Team. Prie me-
tagenominés informacijos buvo pridéta, kad Siame méginyje tikétasi rasti Zmogaus respirovirusg 1.
Sio duomeny failo SRA SRR6994554, dydis 260.6 mb, nuskaitymy ilgis apie 450 bp, maksimalus
galimas surinkti iSlyginimo skaicius apie 2250.

Gauti tokie rezultatai:
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18 pav. Ketvirtojo metagenomo rezultatai naudojant needleall

Rezultatai needleall
vidurkis mediana minimumas maksimumas | >=80%
1159.5055 1146 285 2510 4469

14 lentelé. needleall rezultaty lentelé
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IS rezultaty galima pamatyti, kad surasta labai daug pory, kuriy i§lyginimo balas yra labai dide-
lis. Kaip pries tai buvo minéta, apytikslis seky ilgis yra 450 bp, bet jis varijuoja nuo 300 iki daugiau
nei 500 bp, todél lenteléje yra matomas didesnis maksimalus surinktas balas, nei manyta pries pra-
dedant tyrima. IS histogramos pastebimas labai rySkus pakilimas ties maksimalia tasky riba. Tai
parodo, kad buvo rasta daug vienody arba beveik vienody seky pory. Dél to, galima teigti, kad yra
dominuojanti organizmy rusis arba kelios rusys, kurios labai tiksliai bus randamos duomeny faile

jeigu bus atliekami tolimesni ir tikslesni tyrimai.
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19 pav. Ketvirtojo metagenomo rezultatai naudojant water

Rezultatai water
vidurkis mediana minimumas maksimumas >=80%
1158.1534 1146 0 2510 4469

15 lentelé. water rezultaty lentelé

Kaip ir iS pries tai gauty rezultaty, matomas labai didelis pory skaicius su aukstais balais. Vie-
nas i§ skirtumy, kuris yra pastebimas i$ histogramos, tai didesnis skaicius pory su labai maZzais
balais.
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20 pav. Ketvirtojo metagenomo rezultatai naudojant redagavimo atstumag

Rezultatai redagavimo atstumo

vidurkis mediana minimumas maksimumas
729713 54 0 400

16 lentelé. Redagavimo atstumo rezultaty lentele

IS paskutinés rezultaty grupés yra aiSkiai matoma, kad faile dominuoja viena ar kelios organiz-
my raSys. Minimalus balas teigia, kad buvo rastos visiSkai vienodos sekos, o maksimumui esant

400 galima teigti, kad tos seky poros arba seky pory ilgiai buvo apie 400 bp.

Toliau pateikiami dar 3 metagenominiy duomeny apraSymai ir rezultaty lentelés.

SRA ERR2094672: Siuos duomenis pateiké Piety Kalifornijos Universitetas. Metagenominis
failas buvo gautas i§ San Pedro kanalo Kalifornijoje. Tyrimo tikslas buvo iStirti Zmogaus poveikj
mikrobinei bendruomenei. Duomeny failo dydis 2.9 GB, nuskaitymu ilgis 300 bp, maksimalus
galimas tasky skaicius 1500.

SRA ERR647655: Sis metagenominis failas gautas i§ Sao Paulo zoologijos sodo eZero. Duo-
meny failo dydis 757.2 MB, nuskaitymy ilgis apie 500 bp, maksimalus galimas tasky skai¢ius 2500.

SRA DRR093002: Duomeny rinkinj jkéle Japan Agency for Marine-Earth Science and Tech-
nology (JAMSTEC). Metagenominis méginys gautas norint atkurti dar neklasifikuotus mikrobinius
genomus, kurie buvo gauti i§ jiros dugno, kuriame yra didelis sieros kiekis. Failo dydis 1.7 GB,

nuskaitymy ilgis 602, maksimalus galimas surinkti skaic¢ius 3010.
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Rezultatai needleall
SRA vidurkis mediana minimumas | maksimumas| >=80%
ERR2094672 | 275.7891 288 1 652 0
ERR647655 393.2702 403 1 932 0
DRR093002 585.40287 | 575 16 1544 0
17 lentelé. needleall rezultaty lentelé
Rezultatai water
SRA vidurkis mediana minimumas | maksimumas| >=80%
ERR2094672 | 284.3301 294 29 652 0
ERR647655 400.4870 409 2 936 0
DRR093002 594.5815 582 91 1552 0
18 lentelé. water rezultaty lentelé
Rezultatai redagavimo atstumo

SRA vidurkis mediana minimumas maksimumas
ERR2094672 | 150.8683 150 14 218
ERR647655 228.9870 245 31 502
DRR093002 299.9236 301 204 396

19 lentelé. Redagavimo atstumo rezultaty lentelé

Su visais Siais duomenimis buvo gautos standartinio pasiskirstymo histogramos. Nei viename
i$ Siy tyrimy didZiausias gautas rezultatas neperZzengeé net 50% nuo didZiausio galimo iSlyginimo
balo. Todél galima teigti, kad Siuose matagenominiuose failuose esantys organizmai yra labai skir-
tingi arba panaSiy organizmy skaicius buvo per mazas juos aptikti Sio bandymo metu. Tokius re-
zultatus jtakoja ir tai, kad duomeny rinkiniai yra didesni nei prieS tai buve, su kuriais buvo rasta
daug pory su aukStais balais. Gavus tokius rezultatus néra galima teigti, kad duomeny rinkiniuose
néra panasiy organizmy, tiesiog, Siy eksperimenty metu, atlikus pavirSuting¢ metagenomin¢ analize,

jy nebuvo surasta.

2.9. Tolimesni metodikos bandymai su organizmais

Pasirinkta su metagenomu SRR6994554 pakartoti pries tai atlikta tyrima, bet §j kartag metage-
niminius duomenis lyginti su atrinktomis sekomis. Kadangi prie duomeny failo buvo nurodyta, kad
tikétasi surasti Zmogaus respirovirusg 1, iS NCBI atsisiystas failas su skirtingomis $io viruso dali-
némis sekomis. Visa darbo eiga buvo beveik tokia pati kaip ir atliekant pirmuosius eksperimentus,
tik §j karta vienas i tyrimo duomeny faily buvo gautas paimant atsitiktines sekas i§ failo su virusais
ir sudarant pasirinkto ilgio sekas.

Pirma kartg bandymas atliktas kai seky ilgis buvo 450 bp. Gauti tokie rezultatai:

27



10000 -

sS000

SO000

Rezultaty kiekis

N Needleman
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21 pav. Tyrimo su organizmais rezultatai naudojant needleall
Rezultatai needleall
vidurkis mediana minimumas maksimumas | >=80%
295.9258 292 115 527 0
20 lentelé. needleall rezultaty lentelé

300
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22 pav. Tyrimo su organizmais rezultatai naudojant water

Rezultatai water

vidurkis

mediana

minimumas

maksimumas

>=80%

302.2381

297

117

529

21 lentelé. water rezultaty lentelé
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EEN Edit distance
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23 pav. Tyrimo su organizmais rezultatai naudojant redagavimo atstumag

Rezultatai redagavimo atstumo

vidurkis mediana minimumas maksimumas
242.8284 237 210 350

22 lentelé. Redagavimo atstumo rezultaty lentelé

Sio tyrimo metu didZiausias rezultatas galéjo biiti 2250. Jeigu lyginsime rezultatus su to paties
genomo rezultatais, gautais pirmajame tyrime (18 pav., 19 pav., 20 pav.), tai pamatysime, kad dabar
visi rezultatai yra pasislinke j kaire puse. Taip pat jy pasiskirstymas nebéra toks platus. Pirmajame
tyrime rezultatai varijavo nuo 300 iki 2500, o Sio bandymo metu nuo 115 iki 530. Galima spéti,
kad auksty rezultaty Sio tyrimo metu nepavyko gauti dél to, nes seky ilgis buvo paimtas per didelis.
Kadangi kaip yra Zinoma Siame metagenominiame rinkinyje pats trumpiausias ilgis gali buti net
250.

Toks pat bandymas buvo atliktas dar karta. Sj karta atrinkty seky ilgis buvo 100 bp.
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24 pav. Tyrimo su organizmais rezultatai naudojant water
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Rezultatai water

vidurkis

mediana

minimumas

maksimumas

>=80%

120.4952

120

62

200

23 lentelé. water rezultaty lentelé

Tyrimo metu buvo labiau koncentruojamasi j su water jrankiu gautus rezultatus, dél labai be-

siskiriancio visy paimty seky ilgio. DidZiausias galimas Sio tyrimo rezultatas galéjo buti 500, o

surastas 200, kas neparodo pakankamai gery rezultaty, kad buty galima identifikuoti organizma.

Atliekant patj pirmajj tyrima su Siuo metagenomu, rezultatai parodé labai didelj skaiciy seky,

kurios yra vienodos arba panaSios, dalis nuskaitymy iS Sio failo buvo patikrinti naudojant BLAST

jrankj. Kadangi Sis failas buvo gautas tirti Zmogaus respirovirusa 1, buvo galima rasti daug Zmogaus

genominiy seky ir ribosominiy RNR, kas ir davé nereguliarius rezultatus pirmuosiuose bandymuo-

S€.

Sis tyrimas parodé, kad taikyta metodika dar néra tinkama organizmy paieskai, nebent yra tikrai

Zinomas tokio organizmo buvimas metagenominiame faile.
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Rezultatai ir Svados

PavirSutiné metagenominiy duomeny analizé buvo atlikta su septyniais metagenominiy duome-
ny rinkiniais. Pirmiesiems bandymams, su visais duomeny rinkiniais, buvo atlikta pirminé analizé
lyginant nuskaitymus. Kiekvienam failui buvo atlikti bandymai naudojant tris jrankius: needlea-
I, water ir pagal poreikius pritaikyta EBLIB biblioteka. Sie jrankiai leido paZvelgti j duomenis i3
skirtingy pozicijy ir parodé skirtingus rezultatus. Atlikus tyrima su pirmaisiais keturiais metageno-
miniais rinkiniais buvo rasta nuskaitymy, kuriy surinkty i§lyginimy skaicius, panaudojus needleall
ir water jrankius, sieké daugiau nei 80% nuo galimo didZiausios tasky skaiciaus. Tokia riba bu-
vo pasirinkta viso darbo metu, kad buty galima suZinoti pakankamai aukSty rezultaty kiekj. Gauti
duomenys leido daryti i§vadas apie tai, kad metagenominiuose failuose yra organizmy, kurie yra pa-
nasus savo struktura arba sutinkami daugiau nei vieng kartg. Tai leido teigti, kad metagenominiame
faile yra dominuojancios organizmy grupés. PavyzdZiui, dar kartg pazvelgus j tyrimo, kurio duo-
meny SRA SRR6994554 (tyrimas ieSkantis Zmogaus respirovoruso 1) rezultatus, aiSkiai matoma,
kad yra daug tokiy paciy arba panaSiy organizmy grupiy. Tyrimai su likusiai trimis metagenomi-
niais rinkiniais parodé kitokius rezultatus. Siy tyrimy metu nebuvo rasta pory, turin¢iy aukstus
balus, kas leido teigti, kad norint su jais atlikti tolimesnius tyrimus reikia galingesniy jrankiy. Atli-
kus Siuos bandymus, tokie patys tyrimai buvo pakartojami bandant surasti metagenominiame faile
esancius organizmus. IS pradZiy toks tyrimas buvo atliekamas su paciu pirmuoju metagenomiu
failu (SRA RR926399). Buvo atsisiysti 201 cianobakterijy genomai. Tyrimas pakartotas du kartus
imant skirtingus seky ilgius.

Pirmajj karta, atrenkant sekas i§ genominio failo, jy ilgis buvo toks pat, kaip ir paciy nuskai-
tymy — 202 bp. Bandymo rezultatai neparodé reikSmingy pory atitikimy ir seky iSsilygiuojanciy
su dideliais balais. Bandymo metu didZiausias galimas baly skaicius buvo 1010, o surastas 415.
Tai gali buti pakankamai geras rezultatas, nes j nuskaityma daznai gali patekti tik dalis tam tikro
genominio elemento. Dél Siy prieZasc¢iy bandymas buvo dar kartg pakartotas.

Antrojo tyrimo metu i§ genominio failo gauty seky ilgis buvo 60 bp. Sio tyrimo metu vienas
svarbiausiy rodikliy buvo lokalusis i§lyginimas. Sio eksperimento metu buvo tikimasi surasti se-
ky poras, kuriy surinkty iSlyginimo tasky skai¢ius buty pakankamai didelis. Tokiy seky surasti
nepavyko, didZiausias surinktas tasky skaicius naudojant water jrankj buvo 217, kai pati didziau-
sia reikSmé galéjo buti 400. Atsizvelgiant j straipsnj, kuriame yra publikuotas Sis metagenominis
duomeny rinkinys, yra Zinoma, kad tyrimas buvo sudétingas, reikalavo galingos jrangos ir daug
laiko.

Antrg kartg toks tyrimas, kai yra ieSkoma organizmy metagenominiame faile, buvo atlickamas
su metagenomu, kuriame ie§koma Ymogaus respiroviruso 1 (SRA SRR6994554). Siam tyrimui i§
NCBI duomeny bazés buvo atsisiystas Sio viruso daliniy seky rinkinys. Toks tyrimas kartotas du
kartus. Pirmajj karta atrinkty seky ilgiai buvo 450 bp, antrajj 100 bp. Siy tyrimy metu nepavyko
rasti seky pory su aukStais iSlyginimo rezultatais, bet tai leido padaryti iSvadas apie metodikos

veiksmingumg.
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Atlikus Siuos tyrimus su skirtingais metagenominiais rinkiniais yra galima padaryti tokias

pagrindines iSvadas:

* Panaudojus tris jrankius buvo atlikta pavirSutiné metagenominiy duomeny analize, kuri lei-
do jvertinti tam tikry metagenomy duomenis. Buvo padarytos i§vados apie faile esanc¢iy nu-
skaitymo seky pory panaSumus, kas leisty teigti, kad metagenome yra panaSiy arba vienody

organizmy.

* Tokius pat tyrimus atliekant lyginant nuskaitymus su atrinktais organizmais, nuspresta, kad
Siuo metu tokia metodikg dar néra pilnai tinkama. Zinoma, gauti rezultatai priklauso nuo

pacio metagenominio failo ir atrinkty organizmy.

 Norint, kad metodika buty veiksmingesné reikéty ja tobulinti. Buty galima iSbandyti daugiau
jrankiy, leidZianCiy tirti metagenominius duomenis. Taip pat reikéty tobulinti atsitiktiniy

seky atrinkimo buda, kad buty uZtikrinta jog tokios pat sekos nebus atrinktos kelis kartus.

* Norint atlikti pavirSuting metagenominiy duomeny analiz¢, naudojant $ig metodika, yra uz-
trunkama iki 10 minuciy. Rezultatai parodo prading informacijg apie nuskaitymy panasumus

ir leidzia daryti iSvadas apie ten esanciy organizmy paplitima.

» Siuo metu tokia metodika gali biiti naudinga norint nustatyti ar yra panasiy organizmy meta-
genominiuose rinkiniuose ir pridéjus papildoma funkcionaluma atlikti tolimesnius tyrimus

tik su tokiomis sekomis.
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Santrauka

Pagrindinis Sio darbo tikslas, sukurti metodika, kuri leisty atlikti pirminj metagenominiy duo-
meny tyrima. Kadangi dauguma metagenominiy duomeny yra didelés apimties, pavirSutiné duo-
meny analizé gali padéti iSsigryninti informacijg apie tolimesnius tyrimo tikslus, darbo eigg ir su-
détingumg. Siam darbui buvo panaudoti trys pagrindiniai jrankiai, emboss:needleall globaliajam
iSlyginimui, emboss:water lokaliajam iSlyginimui ir pritaikyta edlib biblioteka redagavimo atstu-
mui nustatyti. Metodika buvo pritaikyta atlikti pirmin¢ duomeny analiz¢ septyniems skirtingiems
metagenominiy duomeny rinkiniams, kai jy duomenys buvo lyginami su jais paciais. Tyrimas pa-
rodé tam tikrg informacijg apie kiekviena i§ duomeny rinkiniy, kas leido daryti i§vadas apie ten
sutinkamy organizmy panaSumus, paplitimg ir nustatyti pradinj metodikos veiksmingumg. Tokia
pat metodika buvo pritaikyta bandant nustatyti tikslius organizmus i§ duomeny rinkiniy, kas leido

padaryti naujas iSvadas apie metodikos tobulinimg ir galima tolimesnj pritaikyma.
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Summary

The main purpose of this paper was to create a method that would allow to perform prima-
ry metagenomic data analysis. Because of the size and quantity of metagenomic data, primary
metagenomic analysis can help researcher to identify goals, workflow and complexity of future
analysis. Three tools were used for this work. They were emboss:needleall for global alignment,
emboss:water for local alignment and fitted edlib library that was used to calculate edit distance.
The method was adapted to perform primary metagenomic data analysis on seven different data
sets when the data that was compared was taken only from metagenomic file. During the research
some information was obtained from every data file. This data allowed to make deductions about
the similarity and prevalence of organisms that can be found in metagenomic data. These tests also
allowed to determine the efficiency of implemented technique. The same research was repeated
with the aim to identify specific organisms. This allowed to make deductions about possible future

improvements and further adaptations.
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