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Quantificacié de mostres d’ADN amb
metodes computacionalment eficients

Esteve Pineda Sanchez

Resum- Avui dia existeixen multitud de tecniques de sequenciacié d’ADN i metodes d’estudi per
poder analitzar mostres complexes. El projecte desenvolupat al llarg dels ultims mesos consisteix en
treballar amb diferents algorismes i conjunts de dades (parell de bases d’ADN d’insectes agrupades
en arxius de 150 bp aproximadament) extretes per poder dur a terme una quantificacié de mostres
d’ADN utilitzant métodes computacionalment eficients.

Aquesta proposta s’ha orientat al disseny i avaluacié de diferents estrateégies que permetin classificar
de forma quantitativa les diferents especies que formen part d’'una mostra. Per poder realitzar aques-
ta tasca s’ha partit de solucions desenvolupades en el departament d’Arquitectura de Computadors
i Sistemes Operatius per tal de generar versions millorades i poder realitzar un estudi sistematic. En
aquest article, s’hi troba sintetitzada i ordenada tota la feina realitzada durant els Gltims mesos.

Paraules clau- Metagenomica, Kraken2, BWA, ADN, SLURM, analisi de rendiment, Bracken,
segléncies de comandes bash, Python, Cluster.

Abstract— Nowadays, there is a multitude of DNA sequencing techniques and study methods
available to analyse complex samples. The project developed over the last few months consisted
of working with different algorithms and datasets (base pair of insect DNA bases grouped in files
of approximately 150 bp) extracted to be able to perform a quantification of DNA samples using
computationally efficient methods.

This proposal has been focused on the design and evaluation of different strategies that allow to
quantitative classify the different species that take part of a sample. To carry out this task, solutions
developed in the Computer Architecture & Operating Systems Department have been used as
a starting point, in order to generate improved versions that allow a final systematic study to be

conducted. This article summarises and organises all the work carried out over the last months.

Keywords—
bash scripting, Python, Cluster.

Metagenomics, Kraken2, BWA, DNA, SLURM, performance analisys, Bracken,

1 INTRODUCCIO

acié d’alt rendiment bastant novedosa que s’utilit-
za per identificar i quantificar el nimero d’especies
presents en una mostra, permetent arribar a identificar orga-
nismes que amb altres metodes passarien desapercebuts.
Aquesta tecnica en qiiestio, pertany a I’ambit de la me-
tagenomica i consisteix en utilitzar el que es coneix com
a “shotgun metagenomics” per intentar tallar una mostra
d’ADN en molts trossos més petits (lectures en brut agru-

EN bioinformatica existeix una tecnica de seqiienci-

e E-mail de contacte: Esteve.Pineda@autonoma.cat

e Mencio realitzada: Enginyeria de Computadors

o Treball tutoritzat per: Miquel Angel Senar (DACSO)
o Curs 2021/22

pades en parells de bases). Amb aquestes noves mostres
de tamany reduit, fent Gs d’algorismes que es descriuen al
llarg d’aquest article, es pot determinar a quina especie per-
tany un organisme identificat en cada lectura (o “read”). Fi-
nalment, utilitzant tota la informacié generada per aquests
algorismes, es pot obtenir I’abundancia d’una especie dins
del conjunt de la mostra inicial.

En aquest treball de final de grau s’ha treballat amb dife-
rents algorismes, implementats dins d’un pipeline, i que al-
hora, utilitzen diferents conjunts de dades. Aquestes dades
es troben organitzades en parell de bases d’ADN d’insectes
agrupades en arxius de 150 pb aproximadament, i que s’-
han extret per intentar realitzar una quantificacié de mostres
d’ ADN utilitzant metodes computacionalment eficients.

Aquest article es troba organitzat en diferents seccions i
subseccions dedicades a contenir una determinada fraccié
del treball global per tal de donar un fil conductor a I’article
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1 sintetitzar la informaci6 de forma ordenada:

* Una primera part introductoria en la que s’ha descrit
el context del treball, les motivacions i els objectius
principals del treball.

* A continuacié s’hi troba descrit breument ’estat de
I’art en el que s’hi descriuen estudis i eines relacio-
nades amb aquest treball.

» Tot seguit es descriu una mica quina metodologia de
treball i quina planificacié s’ha seguit al llarg dels
ultims mesos per poder realitzar aquest estudi.

* Més endavant, es troba definida quina ha estat la meva
aportacid propia als estudis inicials i de quina manera
s’han dissenyat i implementat els diferents pipelines
per realitzar una classificacié de les diferents especies
existents en una mostra d’ADN.

* La part final d’aquest article, esta centrada en la fa-
se d’analisi realitzada. Quins estudis s’han realitzat,
quins resultats s’han obtingut, i quines conclusions
se’n poden extreure dels mateixos.

* I finalment, s’ha definit una bibliografia amb la docu-
mentacié revisada més important.

1.1 Objectius

La idea principal d’aquest projecte no es basa tant en in-
tentar paral-lelitzar seccions de codi per intentar reduir el
seu temps de comput utilitzant llenguatges com OpenCL,
CUDA, MPIL... sino que va més enfocada en implemen-
tar algorismes d’optimitzacié que permetin eliminar calculs
o etapes innecessaries i estudiar el seu comportament dins
d’un pipeline per poder prendre diferents decisions (per
exemple permetre petits marges d’error per tal d’aprofitar
una reduccid en el temps d’execucio, entre d’altres aspec-
tes...).

De cara a establir un punt de partida del treball a realitzar
durant aquest periode de temps es van proposar una serie
d’objectius més especifics a assolir i d’aquesta manera tenir
uns objectius clars i unes pautes més marcades:

* Adquirir una metodologia de treball adequada per po-
der adquirir la major quantitat de coneixements.

¢ Entendre el funcionament de noves eines de classifi-
cacié de mostres d’ADN i de quina manera poden in-
teractuar entre elles.

e Trobar metodes de classificacié de mostres d’ADN
més eficients i rapids (respectant el nivell de fiabilitat
en les seves classificacions).

* Adquirir experiéncia en elaborar un treball a partir
d’un estudi / investigacié dut a terme per una altra per-
sona per poder-lo completar minimament.

* Aprendre o fer un recordatori sobre 1’Gs de diferents
llenguatges de programacié (Bash, Python, C...) aixi
com aprendre a utilitzar eines de gesti6 de cluster
(SLURM...).

* Ser capag de sintetitzar tota la feina realitzada de forma
ordenada i entenedora en un article estandaritzat.

2 ESTAT DE L'ART

El punt de partida d’aquest treball, consisteix en 1’analisi
d’un pipeline implementat per la Lidia Garrido (proporcio-
nat pel departament DACSO i que es descriu de forma més
completa a D’article [1]) per tal d’identificar els diferents
elements que intervenen.

El pipeline en qiiestié6 (amb el que es compararan les
noves versions per determinar si s’ha pogut millorar I’efi-
ciéncia inicial o no i que s’observa a la figura 1) esta format
per dues etapes principals, una primera etapa de mapeig i
una segona etapa d’assignacio.

Per poder fer servir aquests algoritmes, cal una serie
de dades d’entrada. Per una banda es necessita la mostra
d’ADN a estudiar (seqiienciada en N reads de 150 bp apro-
ximadament) i per una altra banda es necessiten els geno-
mes de referéncia amb els que poder comparar cadascun
dels reads d’entrada.
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Fig. 1: Diagrama de flux del pipeline original

Etapa de mapeig

El primer algorisme que intervé un cop preparades les dades
d’entrada, és un algorisme conegut com a BWA Mapper[2] i
que s’encarrega de realitzar la fase d’alineament que consis-
teix en realitzar el mapeig d’un read per a cada genoma de
referéncia generant aix{ un arxiu d’alineacié per referéncia.

Aquesta és I’etapa del pipeline anterior més costosa com-
putacionalment parlant, ja que I’algorisme BWA consumeix
aproximadament el 89% del temps total que triga el pipeli-
ne i que segons un estudi previ, utilitzant 6 cores amb 24
threads per core el temps pot variar entre 54 min (1,3 mili-
ons de reads) i 1h 16 min (1,9 milions de reads) en funcié
del ndimero de reads a tractar.

Etapa d’assignacio

Pot donar-se el cas en que un read coincideixi amb part de
més d’un genoma de referéncia i per aquest motiu es ne-
cessita un algorisme que decideixi a quin genoma i, per
tant, especie asignar aquell read o si pel contrari no hi
ha evidencies suficients per a determinar aix0 i per tant
descartar-lo. Aquest algorisme es coneix com algorisme
v —9.
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Inicialment s’agafen les dues proporcions de mapeig més
altes (obtingudes en dividir el nombre de nucleotids coinci-
dents amb un dels genomes de referéncia amb el nombre
de nucleotids total) i es comparen amb els parametres v i §
que s’han definit préviament utilitzant un set d’entrenament
amb un 75% de mostres triades aleatoriament i un 25% res-
tant per a realitzar una serie de tests.

En funcié del resultat d’aquesta comparacid, 1’algorisme
assigna aquell read a una especie concreta o el descarta per
falta de determinisme.

Es important tenir en compte que per a que aquest algo-
risme es comporti com cal, v ha de ser sempre superior a
d.

A la figura segiient (figura 2) es troba el diagrama de flux
de I’algorisme y—¢ descrit als paragrafs anteriors.

Read r and its two
highest mapping ratios
(A; and Az A; 2 A2)

Yes No
(r does map well to, at (r does not map well to
least, one species) any species)

.

Yes No
(r does map well to only (r does map well to
ane species) more than one species)

‘ ‘ Y

Non-informative
read
(Read r not assigned)

Informative read
(Read r assigned to

species /)

Fig. 2: Diagrama de flux de ’algorisme v — ¢

3 METODOLOGIA | PLANIFICACIO

Per poder treballar de forma ordenada i poder abordar els
diferents temes i objectius a assolir, una de les primeres co-
ses que es va fer va ser establir una metodologia de treball
adequada per dur a terme un bon treball de final de grau.

Durant els diferents periodes entre entregues parcials, s’-
ha seguit la metodologia segiient:

La idea principal que defineix una mica la metodolo-
gia seguida durant aquest periode de temps ha consistit en
anar progressant poc a poc, intentant dividir els proble-
mes “grans” en altres problemes més petits aplicant aix{i la
tecnica coneguda com a “Divide and Conquer”.

Inicialment és important realitzar una tasca de documen-
tacié (sempre que sigui necessaria) per poder fer un estudi
sobre quina és la millor manera d’afrontar un problema con-
cret en cada cas.

Seguidament és interessant planificar minimament quin
ha de ser el pla de treball a seguir per centrar-se en la qlies-
tié important a tractar en cada moment i deixar de banda as-
pectes que en aquell instant no siguin rellevants i d’aquesta

manera dedicar els esforgos en resoldre un problema con-
cret per poder avangar amb el treball, ja sigui implementant
una hipotesi inicial o bé descartant-la.

Un cop implementada una nova funcionalitat o fet un
canvi en el pipeline inicial, és important analitzar els re-
sultats obtinguts a causa d’aixo i poder decidir si el canvi
realment ha permes millorar les prestacions de 1’algorisme
inicial o no i en aquest dltim cas, entendre per quin motiu
no ha millorat el temps d’execucié previ.

Finalment, s’ha de deixar documentat en un informe tota
la feina que s’hagi estat realitzant a I’hora d’implementar
els canvis anteriors, per una banda per deixar constancia de
la feina que s’ha anat realitzant i per una altra banda per
facilitar la sintesi del treball a I’informe final.

En quant a quina ha estat la planificacié definida per dur
a terme aquest treball, és interessant comentar que s’ha di-
vidit la planificacié en periodes de setmanes / mesos entre
les entregues parcials que s’han hagut de realitzar durant
aquest temps.

Durant les primeres setmanes, la feina a realitzar va con-
sistir en documentar-se sobre tot el rerefons que hi ha res-
pecte a la tematica del treball, entendre el funcionament del
pipeline original i comencgar a treballar amb les eines ne-
cessaries (gestor de cues SLURM, editor de linux vim, sis-
temes de fitxers compartits...).

De cara al segon periode del treball, la feina s’ha centrat
en aprendre el funcionament i implementar una nova eina
(que es defineix i s’explica a la seccié 4, Kraken2) sobre
el pipeline original i verificar el correcte funcionament del
pipeline.

Finalment en el periode de temps restant el treball a rea-
litzar ha consistit en implementar un nou pipeline per tal
d’utilitzar una nova eina anomenada Bracken (que utilit-
za per sota Kraken2) i que permet obtenir I’abundancia
d’especies que existeix en una mostra i realitzar un estudi
sistematic sobre 1’eficiencia que ofereixen aquests nous pi-
pelines (rendiment en funcié del temps d’execucid, nimero
de mostres classificades...).

Un cop finalitzada tota la feina, s’ha hagut de realitzar
un informe de caracter tecnic per explicar una mica quin
ha estat el resultat del projecte (a part d’explicar també les
diferents fases que 1’han conformat).

4 APORTACIO PROPIA

Tal i com s’ha comentat en la introducci6 d’aquest article,
I’ objectiu principal és el d’utilitzar metodes de classificacié
eficients intentant reduir en tant que es pugui la realitzacié
d’etapes i/o calculs innecessaris.

En aquest punt és on entren els algorismes que poden
ser anomenats “Lowest Common Ancestor” i que enlloc de
descartar un read tal i com fa I’algorisme v — ¢§ per falta
de determinisme a 1’assignar una especie o una altra, el que
es fa és assignar la mostra al seu ancestre comi més pro-
per dins de I’arbre taxonomic i per tant ens pot permetre
eliminar tots aquells reads/mostres d’entrada que no hagin
estat assignades a una especie en concret (o un altre nivell
taxondmic que podem triar) pero si que hagin estat assigna-
des a un ancestre comu.

La primera opci6 que ens ha permes introduir aquest can-
vi ha estat 1’ds de la segona versi6 de 1’alineador conegut
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com a “Kraken”[4].

El motiu principal pel qual es pretén realitzar aquesta im-
plementacié és deu principalment a la rapidesa d’aquests
algorismes per fer aquests tipus de classificacid i per tant
ajudar a reduir el temps d’execucié de la resta del pipeline
degut a la reduccié de mostres inicials a comparar (princi-
palment s’espera aconseguir una reduccié del temps d’exe-
cuci6 en I’etapa d’alineament inicial per part de I’algorisme
BWA).

Si més no, Kraken és un alineador que no calcula 1’a-
bundancia d’una especie dins d’una mostra, per aquest mo-
tiu, i per poder estalviar-se 1’ds dels algorismes originals
BWA i~ — § (i el temps que triguen en executar-se), s’ha
proposat I’is d’una eina de classificacié diferent que per-
met calcular 1’abundancia d’un cert nivell taxonomic (or-
dre, familia, especie...) de manera molt rapida (tot i que
amb molta probabilitat, el nimero de reads classificats fi-
nalment seran inferiors als reads classificats amb la resta
d’algorismes), Bracken[5].

Kraken2

Kraken2, com ja s’ha comentat préviament, és un alineador
que permet classificar mostres dins d’un arbre taxonomic
determinat de forma rapida i precisa.

El principi de funcionament d’aquesta eina es basa en fer
la coincidéncia dels diferents k-mers que conté una mos-
tra d’entrada, dins d’una seqii¢ncia de I’ancestre comui més
baix dins d’un arbre taxonomic. Per poder fer aquesta com-
paracié i comprovar a quin nivell (si és que hi ha informacié
suficient a la mostra) de I’arbre taxonomic pertany 1’insecte
seqiienciat en una mostra, Kraken2 utilitza una taula hash
generada a partir dels genomes de referéncia introduits en
el moment de la generaci6é d’aquesta base de dades.

El comportament de Kraken2 es pot veure compromes si
en el moment de generar la base de dades (i per tant la taula
hash) es decideix establir un tamany maxim inferior al que
necessitaria normalment. El motiu principal pel qual es pot
arribar a prendre aquesta decisié pot ser degut al poc espai
d’emmagatzematge de la maquina utilitzada.

A I’hora de generar una nova base de dades de Kraken2,
hi ha diferents aspectes molt important a considerar:

* S’ha de tenir present de quanta memoria RAM disposa
la maquina a utilitzar, ja que en el moment en que s’u-
tilitza kraken, la taula hash necessita poder-se carregar
a memoria.

* S’ha de tenir espai suficient en disc per poder generar
la base de dades (hi ha base de dades que poden arribar
a necessitar 100GB en disc).

* Totique I’alineador Kraken2 és molt rapid i eficient, la
generaci6 de la Base de Dades no ho és tant i en funcié
del tamany d’aquesta, el temps necessari requerit pot
ser forca elevat.

A continuacié es descriu el funcionament del pipeline
de Kraken que s’ha implementat préviament a I’algorisme
BWA del pipeline original per intentar reduir el nimero de
mostres d’entrada i per tant, intentar reduir el temps d’exe-
cuci6 global (figura 3).

Tal i com s’observa a la figura 3, Kraken2 només neces-
sita dos parametres (obligatoris, després es poden modifi-
car certs parametres com per exemple 1’index de confianca,
pero en aquest cas no ha estat necessari), per una banda la
llibreria amb els reads d’entrada i el path on es troba la base
de dades generades.

Kraken2 genera dos fitxers addicionals, un report amb
informacié resumida sobre els reads classificats, i un fitxer
de sortida amb extensi6 .kraken que guarda una linea amb
cinc camps amb informaci6 rellevant sobre el que ha succeit
amb cada mostra en particular.

Un cop I’alineador ha classificat les mostres d’entrada i
s’han generat els dos fitxers anteriors, s’ha utilitzat una ei-
na compatible amb kraken (extract_kraken_reads.py[8]) que
permet generar un nou fitxer amb extensié .fastq amb totes
les mostres que s hagin classificat a partir d’un cert nivell
taxonomic especificat (fitxer que s’utilitzara com a dades
d’entrada de 1’algorisme BWA).

Es important tenir present, que al llarg dels estudis realit-
zats durant aquest periode, s’han filtrat totes les mostres a
partir del nivell taxonomic “familia”.

Taxonomy
ID’s

Kraken
Database

Library of
N reads

Input Data

| Classified Reads ‘ ‘ Unclassified Reads

Kraken output Kraken report
file (.kraken) file (_report)

extract_kraken_reads.py

Performed N times

New .fastq file
(New input file for the
BWA algorithm)

Fig. 3: Diagrama de flux del pipeline implementat per uti-
litzar Kraken2

Bracken

L’dltima eina utilitzada durant aquest treball ha estat
Bracken, i en conjunt amb I’alineador Kraken2, ha servit
per comparar I’is d’eines més lentes perd més precises amb
eines més rapides perd menys precises i alhora poder obte-
nir I’abundancia de les diferents especies que puguin trobar-
se en una mostra.

Abans de poder utilitzar Bracken pero, s’ha de generar un
fitxer de base de dades de Bracken especificant els segiients
paramentres:

Path de la base de dades de Kraken2
¢ Numero de threads amb els que generar aquest fitxer.

* Longitud dels k-mers utilitzats en la base de dades de
Kraken?2.

» Tamany de les mostres d’entrada (en parell de bases)
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La mida d’aquest fitxer i el temps d’execucié necessa-
ri pot variar en funcié de la mida de la base de dades de
Kraken2

A continuacié (figura 4) es descriu el diagrama de flux
que segueix una execuci6 habitual de Bracken.

Per comengar, s’ha de realitzar una primera classificacié
amb Kraken?2 tal i com s’ha descrit a 1’apartat anterior (re-
fernt a Kraken2). En aquest punt, enlloc d’utilitzar I’eina
extract_kraken_reads.py s’ha utilitzat Bracken per obtenir
directament 1’abundancia d’una especie (o un altre nivell
taxonOmic) en una mostra.

Per tant, per poder utilitzar Bracken, es necessiten uns
parametres addicionals:

¢ Path de la base de dades de Kraken2

* Nivell taxonomic a partir del qual realitzar el calcul de
I’abundancia en la mostra d’entrada.

* Threshold per indicar el nimero de mostres minimes
que ha de tenir ’element taxonomic per poder consi-
deralo a I’hora de realitzar el calcul de 1’abundancia.

* Tamany de les mostres d’entrada (en parell de bases)

Bracken finalment genera un nou fitxer .bracken amb tota
la nova informacié referent a I’abundancia d’una especie en
una mostra d’entrada.

% Taxonomic
a Level Library of Kraken
E N reads Database
= Length - -
Threshold i

@
E ‘ Classified Reads ‘ | Unclassified Reads
]
£ Kraken output Kraken report
é file (_kraken) file (.report)
@ ‘—I
o

New .bracken file

(With X taxonomic

abundance in a Sample)

Fig. 4: Diagrama de flux del pipeline implementat per uti-
litzar Bracken

5 FASE D’ANALISI

L’dltima seccié d’aquest informe, esta dedicat a la realit-
zaci6 d’un estudi sobre diferents aspectes relacionats amb
el comportament dels diferents pipelines implementats, aix{
com dels resultats que se’n deriven en cada cas. Abans de
comentar els resultats obtinguts és important definir / iden-
tificar ’entorn en el qual s’han produit els experiments i
d’aquesta manera poder justificar totes les decisions que s’-
hagin arribat a prendre.

5.1 Consideracions previes

Al llarg d’aquest periode de temps, s’ha treballat principal-
ment amb els diferents nodes que pertanyen a la particié

nodo.q del cldster del que disposa la Universitat Autonoma
de Barcelona "Wilma”.

Les caracteristiques més importants a considerar de ca-
ra poder executar els diferents pipelines, en aquest cas han
estat:

* Espai disponible en disc.

* Quantitat de memoria RAM de la que disposa cada no-
de.

* Quina quantitat de threads es poden utilitzar en cada
maquina (i per tant també és important tenir present el
nidmero de cpu’s de les que disposa cada node).

Dels anteriors elements, es pot considerar la memoria
RAM com l’element més important de cara a I'ds de
Kraken2, ja que com s’ha comentat préviament (seccio 4),
Kraken?2 necessita poder carregar la taula hash en memoria,
i per tant el tamany d’aquesta taula (i alhora, els resultats
obtinguts) dependran del tamany de la RAM disponible en
el node en qiiestio.

5.2 Estudi sistematic realitzat

La idea inicial per tal de realitzar un estudi sistematic, era la
d’utilitzar per una banda el pipeline original i per una altra
el pipeline implementat amb Kraken?2 i tractar de comparar-
los a partir de les seves execucions fent servir llibreries
amb les mostres tant de Single-Species com de Mixed-
Species. I finalment utilitzar el pipeline en el que s’imple-
menta Bracken per poder extreure una serie de conclusions
(que s’acaben describint al llarg d’aquesta seccid).

Abans d’executar cap pipeline, s’ha de determinar la
capacitat dels nodes als que s’enviaran els diferents treballs,
ja que com ja s’ha comentat en I’apartat anterior 5.1, el
comportament de Kraken?2 variara en funcié de la capacitat
de la memoria RAM. Per una altra banda, s’han de consi-
derar també la quantitat de threads maxims que es poden
utilitzar en aquests nodes, ja que aix0 permet definir el ni-
vell de paral-lelisme amb el que poden treballar els altres
dos algorismes (per una banda 1’alineador BWA i per una
altra banda 1’algorisme v — §).

En aquest cas, els nodes de la particié disponible del
clister Wilma amb el que em pogut treballar (particié no-
do.q) disposen d’una memoria RAM de 8GB i de 12 cores
que poden executar 1 thread/core. Amb aquests valors, des-
prés d’investigar una mica més quin era el tamany Optim
que necessitava Kraken2 per funcionar amb la millor fia-
bilitat i completitud possible, ens adonem de que Kraken2
normalment necessita +45GB aproximadament de memoria
RAM (tamany de la taula hash, tot i que en espai en disc
aquest valor s’incrementa per poder guardar altres dades ne-
cessaries a I’hora de generar aquesta base de dades).

Per aquest motiu, es decideix generar dos pipelines ba-
sats en la utilitzacié de Kraken?2 diferents, de manera que un
pugui ser executat completament en els nodes més senzills
(partici6 nodo.q), generant aix{ una taula hash de 5GB (con-
siderant que només tenim 8GB de memoria RAM) mentre
que el segon pipeline, executi la part de Kraken2 en una par-
tici6 diferent (particié research.q, molt més potent, que uti-
litzen els alumnes de master) disposant aixi d’'una memoria
RAM de 64GB que ens ha permes generar una taula hash
de 50GB.
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A mode de sintesi, finalment s’han executat tres pipeli-
nes diferents (original, Kraken 5G + BWA + ~ — § i final-
ment Kraken 50G + BWA + v — §) per poder extreure una
série de conclusions relacionades amb el seu comportament
(nimero de mostres assignades, temps d’execucions...).

Per una altra banda, s han realitzat dos experiments ad-
dicionals que han consistit en variar el nimero de mostres
inicials que s’introdueixen al pipeline original per compro-
var com afecta aquest canvi al temps d’execucid final.

I finalment, s’ha realitzat 1’execucié del pipeline de
Bracken per poder comparar I’abundancia d’especies obtin-
guda en cada cas (i poder determinar quin algorisme és més
o menys fiable).

5.3 Comparativa i Resultats

Un cop realitzades totes les execucions necessaries per po-
der extreure els resultats pertinents s’han generat una serie
de grafics i taules per visualitzar-los de forma més visual i
senzilla a I’hora de fer qualsevol tipus d’analisi.

Tant la primera figura (figura 5) com les taules 1, 3 i
4 (aquestes dues ultimes afegides a I’apendix degut al ta-
many que requereixen) contenen dades relacionades amb el
nimero de reads assignats en els diferents pipelines, tant
per a les llibreries Single-Species, com per a les llibreries
Mixed-Species.

Si ens hi fixem a la figura 5 es pot observar de quina
manera afecta el fet d’utilitzar una base de dades de Kraken
més o menys gran. Tal i com s’observa en aquesta figura,
és interessant poder utilitzar una base de dades quant més
completa millor, tot i que aixd impliqui haver de requerir un
equip de qualitat superior.

Tot i que el nimero de reads classificats final pugui sem-
blar que no varia gaire (un 5,4% en el cas de les Single-
Species i un 6,53% en el cas de les Mixed-Species), fixant-
nos en les taules amb els valors absoluts, es pot comprovar
com realment no son poques les mostres de diferencia, les
que s’arriben a assignar finalment per 1’algorisme v — § en
cada cas.

Percentatge de reads assignats (Respecte a la versié original)

B Kraken50GE [ Kraken 5GB
100,00%

99,50% 9927%

94,07%

75,00%

50,00%

25 00%

0,00%

Single Spp Lib Mixed Spp Lib

Llibreries

Fig. 5: Numero de reads assignats [%]

TAULA 1: DIFERENCIA DE READS ASSIGNATS PER L’ AL-
GORISME 7 — ¢ RESPECTE DE LA VERSIO ORIGINAL

Diferencia de reads assignats
LLibreries | Kraken 5GB | Kraken 50GB
SingleSpp 667442 55815
MixedSpp 388152 38981

A continuacid, a les dues figures segiients (figura 6 i fi-
gura 7) s’hi troben els temps d’execuci6 dels diferents pipe-
lines per als dos tipus de llibreries.

Tal i com es podia esperar inicialment, el temps d’exe-
cuci6 dels pipelines varia en funcié del nombre de mostres
d’entrades (sortida de I’alineador kraken) amb les que ha
de treballar I’algorisme BWA. Per aquest motiu, el pipeli-
ne que treballa amb Kraken i utilitza una base de dades de
5GB triga menys temps en executar-se que la resta de pi-
pelines (recordem que com que la Base de dades de SGB
és més reduida, el nimero de mostres classificades per taxé
per aquest alineador és reduit respecte la versié que utilitza
la base de dades de S0GB).

S’ha de considerar, que les llibreries Mixed Species tenen
un temps d’execuci6 inferior (20,41h, 17,42h i 20h) respec-
te al temps obtinguts en executar els pipelines amb les 1li-
breries Single-Species (46,93h, 43,02h i 44,05h) degut a la
diferencia de reads inicials totals que existeix.

Es important comentar, que els temps obtinguts per al
pipeline que fa servir la base de dades de 50GB son una
mica orientatius i poden variar lleugerament. Aixo es deu
principalment a que ’accés a les maquines de la particié
research.q és limitat i per tant el temps corresponent a la part
de I’execuci6 de kraken2 s’ha obtingut en fer una estimaci6
considerant el temps que triga kraken?2 utilitzant la base de
dades de 5GB i en funci6 del nimero de mostres d’entrada.

Temps d'execucié dels diferents
pipelines (MixedSppLib)

25

20 B Pipeline
Original

B Kraken
15 (5GE) +

Kraken
10 (50GB) +
EWA +gd

Temps [h]

o

=

Mixed Species

Fig. 6: Temps d’execucid (en hores) dels diferents pipelines
(MixedSppLib)

Temps d'execucié dels diferents
pipelines (SingleSppLib)
50

46,93
0 FETR 44,05 B Fipeline
original
B Kraken
(5GE) +
30 BWA + 0d
= Kraken
= (50GB) +
E BWA + od

Single Species

Fig. 7: Temps d’execuci6 (en hores) dels diferents pipelines
(SingleSppLib)
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Un dels dltims experiments realitzats ha consistit en va-
riar el nimero de mostres d’entrada de 1’algorisme BWA
(utilitzant en aquest cas el pipeline original) per tal de com-
provar si el temps d’execuci6 augmenta linealment a mesura
que s’incrementa el nimero de mostres d’entrada o no.

Es important deixar constancia de que el temps d’execu-
ci6 del pipeline per a una tinica mostra pot variar en funcié
del que trigui ’algorisme v — & en assignar-la a una especie
en concret. Aix0 es deu principalment a que la mostra en
un primer moment podria pertanyer a més d’una especie i
per tant ’algorisme ha de continuar aplicant certs criteris
per veure si hi realment pot ser classificada en una dnica
especie o si realment no la pot classificar per falta de deter-
minisme.

A la figura segiient (figura 8) es pot observar com el
temps d’execucié augmenta linealment (tret de petites per-
torbacions degut al que s’ha comentat en el paragraf anteri-
or) a mesura que el nimero de mostres d’entrada creix.

Temps d'execucié (BWA + gd) variant les mostres inicials
125

-

A 1DV
A 2DMe
3DMo
A 5LH
A 78T
— 8-AM

Temps d'execucio [h]
<
o
3

50k 100k 200k 300k 400k 500k

Mostres inicials (classificades amb kraken2)

Fig. 8: Temps d’execuci6 del pipeline original variant les
mostres inicials

Finalment i per acabar amb la part d’experimentacid, s’-
han implementat una serie d’scripts (que es poden trobar
al repositori de GitHub del projecte [11]) per tal de poder
extreure I’abundancia de les diferents especies un cop s’-
han classificat un cop executats el diferents pipelines. Per
a aquest experiment, també s’ha executat el pipeline de
Bracken per poder-lo comparar (en quant a temps i fiabi-
litat) amb la resta de pipelines.

Si ens hi fixem a la taula 2, es poden observar les especies
més abundants dintre de les llibreries de Mixed-Species un
cop executats els diferents pipelines. Es important tenir pre-
sent que s’ha pres com a referéncia les abundancies obtin-
gudes en executar el pipeline original per tal de comparar
de quina manera afecta 1’ds de kraken i bracken respecte
a la versi6 original. I finalment, s’ha de comentar que les
especies que apareixen com a referéncia (pipeline original)
son especies que han superat el 1imit de deteccié establert,
e =0.01.

Un aspecte important a considerar és el fet de que
Bracken és una eina que encara esta en constant desenvo-
lupament i que en alguns casos es poden arribar a produir
alguns bugs, per tant encara és una eina poc fiable per in-
tentar calcular I’abundancia d’especies en una mostra.

Observant la taula 2, a grans trets es pot observar que tret
d’alguns casos, el pipeline que més s’assembla al resultat
obtingut pel pipeline original, és la versié que utilitza la
base de dades de Kraken de 50GB. Tot i aix0, el pipeline
que utilitza la base de dades de 5GB també aconsegueix uns

resultats forga interessants, considerant el temps d’execucid
que s’ha pogut estalviar a I’hora d’utilitzar aquest pipeline.

Es cert que Bracken, és una eina que ha permes executar
el pipeline en poc menys de 30 minuts (en el cas de les
llibreries Mixed-Species). Si més no, amb aquest pipeline
si que es perd una part més important d’informacio (arribant
fins a perdre el 10% de les mostres d’una especie), i per tant,
de moment és una eina que €s recomana utilitzar inicament
si es pot permetre la perdua d’informacié per algun motiu
en concret.

6 CONCLUSIONS

Finalment, ara que ja s’ha acabat aquest treball de final de
grau, se’n poden extreure una serie de conclusions.

Per una banda, en quant als objectius proposats inicial-
ment, es pot considerar que s han assolit si no tots, la gran
majoria d’aquests. Per una banda, ha estat un treball forca
educatiu, que ens ha permes creixer com a professionals.

Per una altra banda, es poden considerar els objectius
més especifics del treball (intentar trobar alguna alternati-
va per intentar quantificar mostres d’ADN de la forma més
eficient possible i sintetitzar la feina i els resultats obtin-
guts) com a forca assolits ja que tot i no haver aconseguit
una millora substancial en la reducci6 del temps d’execucid,
si que s’ha pogut reduir lleugerament i entendre tant el per
que, com el funcionament dels diferents algorismes i eines
que han intervingut.

En quant als resultats obtinguts, s’ha pogut comprovar,
que I'ds de Kraken pot ajudar a incrementar lleugerament
I’eficiencia del pipeline original. Malgrat aquesta petita mi-
llora, s’ha pogut observar que realment 1’estrategia d’utilit-
zar kraken2 per reduir les mostres d’entrada, no és la millor
opcio, ja que arribara un punt en que kraken classificara una
quantitat molt semblant de mostres a 1’original.

Per aquest motiu, de cara a un futur, a mesura que va-
gin treballant en I’eina Bracken, seria interessant tornar a
executar aquest pipeline i observar quina quantitat d’infor-
maci6 s’arriba a perdre amb les noves versions, ja que de
no ser molta, es podria eliminar 1’ds dels algorismes BWA i
~ — J i obtenir resultats en un temps molt inferior a I’actual.

6.1 Futures linies d’investigacio

De cara a un futur, hi ha varies coses que es podrien intentar
millorar (ja sigui a nivell d’implementacié d’un algorisme,
com a nivell d’utilitzaci6 d’altres maquines).

Un aspecte interessant que s’hauria d’intentar, és execu-
tar els pipelines en maquines més potents, amb més RAM
disponible, i amb capacitat per utilitzar més threads de ma-
nera que I’efecte d’haver de carregar la taula hash que ne-
cessita I’alineador Kraken per funcionar, sigui menor i aixo
es trobi reflectit en els temps d’execucio finals.

Un altre aspecte que es podria intentar, és buscar la mane-
ra de dividir el pipeline en tantes parts com nodes es vulguin
utilitzar per reduir el tamany del problema i que cada node
pugui executar una part més petita del pipeline en qiiestid
(aplicant la tecnica de “Divide & Conquer”).

De cara a treballs futurs relacionats amb aquesta
tematica, s’ha generat un repositori de Github[11] en el que
s’hi troben els scripts més importants generats al llarg d’a-
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quest treball, de manera que pugui servir de guia a altres
persones en cas de necessitar-ho.
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APENDIX

A.1 Taules completes

der entendre els resultats obtinguts en executar
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TAULA 3: COMPARATIVA ENTRE PIPELINES EN FUNCIO DELS READS ASSIGNATS (SINGLE SPECIES)

Comparativa entre pipelines en funci6 dels reads assignats (Single Spp lib)

Reads inicials

Reads Classificats (kraken2)

Reads Assignats (7 — §)

Pipeline Original
Kraken2 5G + bwa + gd
Kraken2 50G + bwa + gd

24771346
24771346
24771346

20132549
23038511

11256431
10588989
11200616

TAULA 4: COMPARATIVA ENTRE PIPELINES EN FUNCIO DELS READS ASSIGNATS (MIXED SPECIES)

Comparativa entre pipelines en funcié dels reads assignats (Mixed Spp lib)

Reads inicials

Reads Classificats (kraken2)

Reads Assignats (v — )

Pipeline Original
Kraken2 5G + bwa + gd
Kraken2 50G + bwa + gd

10100512
10100512
10100512

8493665
9685751

5344702
4956550
5305721

TAULA 5: TEMPS D’EXECUCIO DELS DIFERENTS PIPELINES I LLIBRERIES (EN HORES)

Temps execucid pipeline complet [en hores]

Llibreries Pipeline original | Kraken (5GB) + BWA + gd | Kraken (50GB) + BWA + gd | Kraken (5GB) + Bracken
Single Species 46,93 43,02 44,05 0,754024
Mixed Species 20,41 17,42 20 0,371




