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Popularvetenskaplig presentation

I miljén som vi lever i finns en méngd icke-naturliga &mnen som kommer fran anvindning
av diverse produkter i var vardag. Substansernas effekt pa mé&nniskor och andra organismer
ar ofta inte fullstdndigt kartlagd och det &r dérfor viktigt att utveckla metoder for att kunna
undersoka vilken effekt dessa &mnen har, bade ur hélso- och miljéperspektiv. Ett &mne som
flitigt har anvénts i exempelvis tandkrdm for att forhindra bakterietillvixt ar triclosan. Det
har visats att &mnet inte enbart har bakteridédande effekt utan kan dven utgora en hélsorisk
vilket gjort att &mnet nu har férbjudits i en méngd olika produkter. Trots att konsumtionen
av triclosan nu kraftigt har reducerats aterfinns &mnet i naturen dar det kan paverka bade
djur- och vaxtliv. Till f6ljd av den bakteriedédande effekten hos triclosan paverkar dmnet
mikroorganismer i exempelvis havsmiljo. Detta kan ge effekter i form av fordndringar i den
biologiska méngfalden vilket i sin tur kan paverka hela ekosystem och ddrmed f& stora kon-
sekvenser i miljon.

I det hér projektet utvecklades en statistisk metod for att studera prov av havsvatten som
hémtats fran den svenska véastkusten. Havsvatten innehaller en stor méngd olika mikroor-
ganismer i komplexa sammansittningar och for att studera hur triclosan péaverkar dessa
samhéllen av mikroorganismer behandlades proven med olika méngd av &mnet. Studiens ena
syfte var att forsoka hitta samband mellan artsammanséttning och funktionalitet i proven
och fran dessa dra slutsatser om associationer mellan arter och gener. For att studera dessa
samband undersoktes hur férekomsten av gener och arter péaverkas av triclosan. Den data
som ligger till grund for studien bestar av den kvantifierade méngden av arter och gener i
de olika proven. Denna typ av data, som erhallits genom att extrahera och kartligga allt
genetiskt material i prov hdmtade direkt fran miljon, bendmns som metagenomikdata. Den
stora méngd information som aterfinns i metagenomikdata kan nu i storre utstrickning &n
tidigare undersokas till foljd av nya sekvenseringsmetoder vilket gor att mikrobsamhéllen kan
studeras pa en niva som tidigare varit omojlig.

Studiens andra syfte var att undersoka sjdlva metoden som tillimpades for att bedéma hur
val den lampar sig for att analysera hér typen av data. Metoden baseras pa att identifiera
grupper av arter som vissa funktioner dr associerade med. De konstellationer som bildas pa
detta sitt bestar av arter och gener som paverkas pa samma satt av triclosan. Mojliga asso-



ciationer mellan en grupp arter och en funktionalitet kan ddrmed erhallas men det gar inte
att med sdkerhet faststélla vilka gener och ddrmed funktioner som finns i en viss grupp av
arter. Resultaten visar pa vilka gener som kan vara sammankopplade med funktioner som
gor att vissa organismer klarar av att hantera triclosan medan andra gener visar pa det
motsatta. Gener som kodar fér proteiner involverade i bakteriers immunforsvar observerades
bland arter som Overlever i triclosan och dessa gener kan dérfér antas kunna bidra till att
arterna har formaga att etablera sig i hga koncentrationer av triclosan. I grupper av arter
som inte har formaga att Gverleva i triclosan hittades gener som kodar for DNA-6verforing
mellan organismer. Denna funktion skulle darfér kunna bidra till att arter som har dessa
gener inte lyckas etablera sig i triclosan.

De samband mellan gener och arter som observerats i denna studie kan utgdra en viktig
utgangspunkt for fortsatta studier av hur triclosan och andra substanser paverkar mikroor-
ganismer i den naturliga miljén och kan bidra till férstaelse om tidigare okdnda relationer.
Vidare ger studien en indikation pa att en metod som bygger pa associationer mellan gener
och arter i prov av denna typ kan anvindas for att hitta komplexa samband i samhéllen av
mikroorganismer. Genom att som i denna utforskande studie kombinera olika dataset i den
statistiska analysen kan nya sdtt att analysera data av olika slag utvecklas och den har ty-
pen av metoder for att extrahera information fran olika dataset har stor potential att kunna
anvandas inom méanga olika omraden.



Sammanfattning

I takt med att nya DNA-sekvenseringsmetoder utvecklas kan den stora méngd in-
formation som aterfinns i metagenomikdata i stérre utstrickning an tidigare undersckas
vilket 6ppnar upp for nya mojligheter att studera mikrobsamhéllen. I det har projektet
har vi undersékt hur relationer och samband mellan arter och gener kan hittas baserat
enbart pa information om deras respektive forekomst i tva separata dataset. De aktu-
ella dataseten innehaller férekomst av gener och arter fran 16 olika mikrobsamhillen
bestaende av havsvatten som behandlats med olika koncentrationer av den antibakte-
riella substansen triclosan. Gener och arter som svarar pa samma séitt vid dndringar i
koncentrationen av triclosan grupperades och dessa konstellationer analyserades vidare.
Metoden for att skapa konstellationerna bygger i ett forsta steg pa hierarkisk klustring
av gener respektive arter baserat pa korrelationen mellan férekomsten i proverna. I nés-
ta steg i analysen identifierades till varje kluster av arter gener med stark korrelation
till arterna och till varje kluster av gener identifierades arter med stark korrelation till
generna. De bildade konstellationerna av arter och gener visade pa hog stabilitet vid
variationer av olika parametrar i metoden och var i stort sett oberoende av om klust-
ringen baserades pa arter eller gener. Konstellationerna hade &ven stor homogenitet i
avseende pa arter och genfunktionalitet vilket vi tolkar som att sannolikheten &r stor att
verkliga samband kan identifieras. Sanna associationer mellan gener och arter kan med
sikerhet inte konstateras med denna metod men flera intressanta moénster och samband
i konstellationerna observerades och bor understkas vidare. Exempelvis hittades gener
som kodar for DNA-6verforing mellan bakterier i konstellationer som inte &verlever i
triclosan medan gener associerade med bakteriers immunférsvar aterfanns i konstella-
tioner som har forméga att etablera sig i triclosan. Analyser dar data for bade gener och
arter kombineras utgor ett omrade som inte dr vil studerat men déar det troligen finns
mycket ny information att extrahera. Statistiska analyser av associationer mellan gener
och arter kan bidra till 6kad forstaelse for tidigare okdnda samband mellan dessa samt
ge upphov till nya idéer och hypoteser viarda att testas ytterligare.

Abstract

As new extreme high throughput DNA sequencing methods continue to develop the
large amounts of information that they give rise to in terms of metagenomic data opens
the way for completely novel approaches to the study of microbial ecosystems. In this
project we have investigated how relationships and connections between microbial genes
and species that carry them can be found based entirely on their appearance in two
separate datasets accumulated from the same samples using metagenomic analysis. The
dataset used in the study consists of abundance of genes and species derived from DNA
isolated from microbial communities in biofilms formed in seawater treated with different
concentrations of the antimicrobial agent triclosan. Genes and species that responded
in the same way to changes in the concentration of triclosan were grouped together for
further analysis. The method used for creating the different constellations consisted
of a first step where genes and species were clustered based on their abundance in the
samples. In the next step genes with strong correlations to each cluster of species and
species with strong correlations to each cluster of genes were identified. These constel-
lations based on species and genes were robust appearing not to vary with variations in
the parameters of the analysis and not to be dependent on whether the clustering was
based on associations of genes or vice versa. The constellations were also homogeneous
with respect to species and gene functionality (the same genes clustering with the same
species) which we interpret as meaning that the likelihood of a tangible connection be-
tween them being identified is high. Clearly, concrete conclusions regarding the species
and the genes they carry cannot me made using the methods we present here, but sev-
eral interesting patterns have emerged that would bare further scrutiny. For example,
genes involved with the horizontal transfer of DNA between species do not appear to
survive in triclosan whereas genes associated with the bacterial immune system were
highly associated with bacteria that were able to establish themselves in the presence of
triclosan. Few analyses have been done in which information about the species present
in a studied niche or ecosystem and the genes that they collectively contain are com-
bined and there is much new information to be derived from such studies. Statistical
approaches to the analysis of species and their collective genome has the potential to
give new insights into previously unknown associations and to develop hypotheses that
can be further tested experimentally.
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Forord

Projektet genomférdes i en grupp av tva utan uppdelning av sérskilda ansvarsomraden mellan
personerna. Planeringen av projektet och samtliga beslut togs gemensamt och det praktiska
arbetet med projektet utfordes till storsta delen tillsammans. Hela projektet utférdes i R och
utveckling av programkod for de olika analyserna gjordes tillsammans. Vissa mindre praktiska
delar genomfordes var for sig men alltid i nira samrad med den andra personen. Aven viss
inldsning pa bakgrund och metoder gjordes individuellt. Metoder och erhallna resultat har
under projektets gang kontinuerligt diskuterats inom gruppen och med handledaren for att
driva projektet framat. Detta har resulterat i manga nya fragestéllningar och idéer som
undersokts vidare. I slutskedet av projektet lades mycket tid pa att diskutera resultaten
som erhallits for att dra slutsatser om hur metoder som de som anvéints i detta projekt kan
tillampas pa metagenomikdata men ocksa vilken problematik som uppkommer i och med
komplexiteten i datan.

Rapporten har till stor del skrivits tillsammans. I arbetet med rapporten skrev Emma grunden
till Introduktion och Metod och implementering och Sofia skrev grunden till Diskussion, men
dérefter bearbetades texten grundligt av bada personerna vilket resulterat i att ingen varit
huvudansvarig for olika avsnitt. Ovriga delar skrevs av bada personerna.

En loggbok dér aktivitet samt varje persons spenderade tid dokumenterats har forts under
projektet.



1 Inledning

1.1 Metagenomik

Metagenomik &r ett relativt nytt omrade dér genetiskt material fran prover himtade direkt
fran den naturliga miljon sekvenseras och studeras (1, 2). Tidigare har studier utforts genom
att enskilda stammar av mikroorganismer isolerats och odlats i laboratoriemiljé och dérefter
har DNA sekvenserats fran arter som isolerats ur dessa. Da mikroorganismer i naturen bildar
komplexa samhéllen av en stor méngd olika arter (3) och d majoriteten av mikroorganismer
dessutom &r svara att kultivera i laboratoriet (4) ger de traditionella metoderna inte svar
pé hur mikrobsamhéllena egentligen ser ut och den mikrobiologiska biodiversiteten missas
saledes.

Metagenomik baseras pa att allt DNA fran samtliga celler i ett prov forst extraheras och
dérefter slumpmaéssigt klyvs vilket resulterar i ett stort antal mindre fragment. Fragmenten
utgdr ett slumpmaéssigt prov fran metagenomet, det totala genomet som representerar den
totala méangden DNA i provet. Fragmenten sekvenseras dérefter for att kartlagga ordningen
av nukleotiderna i sekvenserna. Snabbare och mer kostnadseffektiva sekvenseringsmetoder
har pa senare ar utvecklats vilket resulterat i att mikrobiologiska samhéllen kan undersokas i
en mycket storre skala dn nagonsin tidigare. De moderna metoderna mojliggor sekvensering
av allt genetiskt material i ett prov och ger pa sa séitt en mer komplett bild av vilka arter
som finns och fran informationen om vilka gener som férekommer kan man dra slutsatser
om metabolism och annan aktivitet i mikrobsamhéllet. Storskaliga projekt med syfte att
identifiera exempelvis mikroorganismer associerade med olika hélso- och sjukdomstillstand
(Human Microbiome Project (5, 6)) och mikrobsamhéllen i olika miljoer pa jorden (Earth
Microbiome Project (7)) resulterar i miljarder DNA-fragment som nu dr mdojliga att sekven-
sera tack vare nya metoder. Anvindningsomraden for metagenomik dr omfattande och i det
medicinska omréadet har studier genomforts for att identifiera mikrobsamhéllen associerade
med exempelvis inflammatoriska tarmsjukdomar (8, 9). Liknande studier har genomforts
pa prov fran individer med typ 2-diabetes dar bade arter och de funktioner som kodas av
genomen hos organismerna i samhéllen associerade till sjukdomen identifierats (10, 11). Me-
tagenomik har dven anvénts for att kartligga tidigare okéinda virus (12) och gener (13), samt
kan ge information om milj6éférhallanden associerade med gener vars funktioner tidigare varit
okéinda (14).

Tva aspekter av mikrobsamhéllen, ndmligen vilka arter som finns dér och vilka funktioner
de bidrar med, kan undersékas med hjilp av metagenomikdata (15). Detta dr mojligt till
foljd av att vissa DNA-fragment hdrstammar fran kodande regioner (gener) av genomet som
ger information om taxonomisk tillhérighet medan andra fragment harstammar fran regioner
som ger information om biologiska funktioner hos organismerna. Fragmenten jamférs mot en
referenssekvens som innehéller redan identifierade regioner och generna kvantifieras genom
att summera antalet fragment som matchar varje region. For att bestdmma den taxonomis-
ka tillhorigheten anviinds som referens den gen som kodar for 16S ribosomalt RNA (rRNA)
som utgdr en del av den prokaryota ribosomen. Motsvarande gen som kodar for 18S rRNA
finns i eukaryoter. Vissa regioner av 16S/18S rRNA-generna &r starkt konserverade eftersom
de &r viktiga for att uppréatthélla cellens funktion medan andra regioner skiljer sig mycket
mellan olika arter vilket gor att de kan anvindas f6r att bestdmma arttillhorighet. Databaser
innehallande sekvenser for 16S/18S rRNA-generna i olika arter anvinds for att tillskriva ett
sekvenserat fragment till en viss art och databaser fér proteinfamiljer anvinds for att klassi-
ficera ett fragment till en viss funktion. En proteinfamilj dr en grupp evolutionért relaterade
proteinsekvenser som kodar for gener som antas ha samma biologiska funktion.

Denna typ av genbaserad metagenomikdata kan anvindas for att underscka skillnader i re-
lativ gen- och artférekomst under olika experimentella forhallanden som exempelvis olika
sjukdomstillstand eller vid tillsatser av antibakteriella substanser. En statistisk analys ge-
nomfors for att identifiera gener och arter vars relativa forekomst dndras mellan mikrob-
samhéllena i proven. P4 grund av storleken och komplexiteten hos sekvenserade metagenom



ar den statistiska analysen dock komplicerad. Metagenomikdata &r ofta hégdimensionell ef-
tersom forekomsten av flera tusen gener testas samtidigt. Dessutom innebér varje test en risk
att felaktigt forkasta nollhypotesen om att férekomsten inte dndras mellan olika prov och
dérfor kravs korrigering for multipla test for att kontrollera typ-I fel och i och med det ¢ka
styrkan pé testet for att detektera verkliga skillnader mellan prov (16). Trots att kostnaden
for DNA-sekvensering gatt ned med utvecklingen av nya metoder &ar det fortfarande dyrt att
sekvensera den stora mingd DNA som finns i ett metagenomikprov och dérfor &r antalet
biologiska replikat i allménhet litet i den hir typen av studier. Biologisk och teknisk varia-
tion paverkar ocksa i hog grad metagenomikdata. Biologisk variation hénror fran naturliga
skillnader i genforekomst mellan mikrobsamhéllen medan teknisk variation uppkommer vid
den experimentella bearbetningen av prover. Kallor till teknisk variation kan vara exempelvis
processen for férbehandling av prover (17) samt sekvenseringsfel (18). DNA-fragment kan
ocksa felaktigt matchas till en viss kodande region i en referenssekvens (19). Det sistndmnda
kan delvis vara ett resultat av att databaserna som anvénds for att tillskriva ett sekvenserat
fragment till en viss gen enbart innehaller gener som tidigare identifierats. Det &r viktigt att
i detta sammanhang poéngtera att hela genom tidigare endast sekvenserats for en liten andel
av det totala antalet mikroorganismer (20) och d&rfor saknas en stor del av informationen
som kravs for att korrekt identifiera samtliga gener i ett metagenom. For att kunna utféra en
statistisk analys av metagenomikdata krévs att metoderna som anvinds kan hantera kom-
plexiteten i datan. Manga metoder har utvecklats med syfte att identifiera gener som &ndras
mellan prov fran olika mikrobsamhéllen. I en nyligen publicerad studie baserad pa data in-
nehallande férekomst av gener i tva typer av metagenom jamfordes en méngd olika metoder
for detta dndamal (21). Metoderna presterade olika pa olika dataset och stora skillnader i
prestation observerades generellt till f6ljd av exempelvis antalet prov.

I detta projekt kommer metagenomikdata fran samhéllen av mikroorganismer som hérstam-
mar fran Gullmarsfjorden utanfor Lysekil att undersékas med hjélp av statistiska metoder.
Den experimentella delen av projektet genomférdes vid Sven Lovén Center for marin infra-
struktur (for experimentella detaljer se (22)). Havsvatten pumpades kontinuerligt in i 16
stycken 20 liter stora akvarium till vilka den kemiska substansen triclosan tillsattes i olika
méangd. Mikrobsamhéllen som bildats pa glaset i akvarierna togs om hand efter 18 dagar
och varje prov sekvenserades med Illumina-metoden. DNA-fragmenten klassificerades daref-
ter taxonomiskt med 16S/18S rRNA och for att identifiera biologiska funktioner anvindes
TIGRFAM-databasen (23) som utnyttjar en dold Markovmodell f6r klassificering av prote-
insekvenser.

1.2 Triclosan

Triclosan (5-chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy)phenol) dr en organisk forening som verkar bade
péa bakterier och svamp. Substansen &r vanligt férekommande i tval, tandkriam, kosmetika
och schampo. Aven i leksaker, klidder och skor finns triclosan for att forhindra bakteritill-
véixt. Triclosan verkar genom att binda till och inhibera ett enzym som é&r essentiellt for
fettsyrasyntesen i bakterier och kloroplaster (24). Bristen pa fettsyror paverkar stabiliteten
pé cellmembranet som dr avgorande for cellens Gverlevnad. En stor del av &mnet hamnar i
naturen eftersom vattenreningsverk inte kan avldgsna all triclosan (25) och dérfér har d&mnet
detekterats 1 hoga halter i sjoar, hav och vattendrag 6ver hela vérlden (26-29). Triclosan &r
giftigt for vattenlevande organismer och studier visar att mikroalger dr de kéinsligaste organis-
merna (30-33). Pa den svenska vistkusten har koncentrationer p& upp till 0,55 nM uppmétts
(34). I Sverige har triclosan hittats bade i human plasma och brostmjolk (35, 86). Anvin-
dandet av triclosan och andra substanser som verkar som biocider kan ocksa ge upphov till
att bakterier utvecklar korsresistens mot antimikrobiella lakemedel (37). Studier visar ocksa
att triclosan kan paskynda cancertillvixt (38, 39) och att &mnet har hormonstorande effekt
(40). Sedan 2016 ar triclosan forbjuden att anvindas i ett stort antal produkter inom EU

(41).



1.3 Syfte

Syftet med studien &r att studera samband mellan gener och arter i metagenomikdata och till
grund for studien ligger kvantifierad forekomst av gener och arter i prov av havsvatten som
behandlats med olika koncentration av triclosan. Datan kommer inledningsvis att analyseras
for att identifiera gener respektive arter vars forekomst paverkas av triclosan. Vidare &ar
syftet att studera vilka fordndringar i biologisk funktion mellan olika metagenom som &r
associerade med fordndringar i artsammanséttningen mellan prover. Statistiska studier pa
metagenomikdata utfors ofta genom att undersoka hur forekomsten av antingen gener (21)
eller arter (42) skiljer sig 4t mellan prov fran olika miljéer, men denna analys syftar till
att undersbka hur korrelationen mellan gener och arter i proven kan analyseras. Genom
att studera bade gener och arter tillsammans kan en ckad forstaelse for tidigare okdnda
samband mellan dessa erhallas. Hela genom hos enbart en liten andel av det totala antalet
mikroorganismer har fardigstéllts vilket innebér att den hir typen av statistiska analyser
kan bidra till observationer om samband mellan gener och arter som kan Sppna upp for
tillampningar inom en lang rad olika omraden.



2 Metod och implementering

2.1 Forbehandling och inledande analys av data

2.1.1 Data

Studien utférdes pa tva olika dataset med férekomst av gener respektive arter. Férekomsten
av en gen eller art anger antalet DNA-fragment som matchar respektive gen eller art i ett
visst prov. Varje dataset bestar av en matris dér raderna representerar gener/arter och ko-
lumnerna representerar de 16 prov som behandlats med olika koncentrationer av triclosan.
Totalt innehéller datan forekomst av 3676 gener och 6186 arter. Bade prokaryoter (bakterier)
och eukaryoter finns i artdatan. I denna rapport anvinds hérefter ordet gen for att represen-
tera nagot element identifierat i TIGRFAM-databasen, vilket kan vara en genfamilj eller en
enskild gen. Tabell 1 visar antal prov som behandlats med olika koncentrationer av triclo-
san. Notera att de angivna koncentrationerna genom hela denna rapport avser den méngd
triclosan som adderades till de olika akvariumen under experimentet och den ursprungliga
koncentrationen triclosan i havsvattnet dr darfér inte inrdknad i dessa.

Analysen av de tva dataseten genomfordes i R (43) och beskrivs nedan.

Tabell 1: Antal prov som behandlats med olika koncentrationer av triclosan.

Triclosan konc (nM)  Antal prov

0
0,316
1
3,16
10
31,6
100
316
1000

>~

e I S e N R e

2.1.2 Filtrering av data

Dataseten filtrerades inledningsvis genom att ta bort arter och gener vars totala foérekomst
6ver samtliga prov var mindre &n 10. Denna filtrering gjordes for att reducera antalet gener
och arter med mycket lag forekomst vilket kan hirstamma fran exempelvis felaktig klassi-
ficering av DNA-fragment. Artdatan innehéller férekomst av mitokondrier och kloroplaster
eftersom 16S/18S rRNA-genen som anvénds for taxonomisk klassificering &ven finns i dessa
och de togs dérfor bort, tillsammans med en grupp som klassificerats som okénda. Dataseten
som anvindes i den foljande analysen innehaller 3498 gener och 1963 arter.

2.1.3 Normalisering av data

Normalisering av den hér typen av data ar viktigt eftersom det reducerar tekniska skillnader
mellan prov s att dessa har minimal paverkan pa de statistiska resultaten. Provet som be-
handlats med 31,6 nM triclosan &r djupare sekvenserat &n de Gvriga proven och férekomsten
av gener och arter i detta prov ar darfor generellt hogre. Normalisering gor att denna och lik-
nande tekniska skillnader inte kommer att spela in i den statistiska analysen. Normalisering
av datan i denna studie utfordes genom att dividera forekomsten av varje gen och art med
den totala forekomsten av gener respektive arter i det aktuella provet, om inget annat anges
nedan. Denna typ av normalisering resulterar i relativ férekomst som motsvarar proportio-
nen av varje gen respektive art av den totala férekomsten i ett prov. Summan av den totala
férekomsten i varje prov ar darfor 1. D& ordet forekomst hérefter anvinds i denna rapport
menas relativ forekomst efter normalisering.
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2.1.4 Inledande analys av data

Principalkomponentanalys genomfordes for att hitta monster i datan och visualisera generella
skillnader mellan proven. Genom att beskriva alla gener respektive arter i form av linjarkom-
binationer kan dimensionen p& datan minimeras for att underldtta analys och visualisering.
De p generna eller arterna transformeras till M nya variabler, dir M < p. De nya variablerna
ar linjarkombinationer av de ursprungliga variablerna (gener eller arter) och kan skrivas som

p
T = ¢imX;, m=1,..M (1)
j=1

for konstanterna @1y, Pam, .., ¢pm. Den forsta principalkomponenten definieras som den lin-
jarkombination av variabler for vilken variansen &r som storst. Denna linjadrkombination be-
skriver riktningen i vilken datan varierar som mest. Den andra principalkomponenten defi-
nieras darefter som den linjarkombination av variabler som har storst varians bland de lin-
jarkombinationer som &r okorrelerade med den forsta, och beskriver darfér en riktning som
ar ortogonal mot den forsta. Efterfoljande principalkomponenter definieras pa motsvarande
sétt. Analysen utférdes med prcomp i stats-paketet i R pa bada dataseten innehallande
forekomst av gener respektive arter. Datan normaliserades inte men skalades och centrerades
fére analysen.

2.2 Del 1 och 2 - Undersékning av gener och arter i de individuella
dataseten

For att inledningsvis fa en bild av hur triclosan paverkar gener plottades forekomsten av
varje gen i proven som inte behandlats med triclosan (kontroll) mot samma gens férekomst i
prov som behandlats med fyra olika koncentrationer (0,316, 3,16, 31,6 och 316 nM) av triclo-
san. Fyra kontrollprov fanns i dataseten men eftersom ett av dessa visar ett nagot avvikande
monster i forekomsten av gener och arter plottades medelvirdet av forekomsten i de tre andra
kontrollproven. For koncentrationerna 0,316 och 31,6 nM fanns enbart ett prov av varje, men
fér proven som behandlats med 3,16 och 316 nM triclosan fanns tre replikat och medelvardet
av forekomsten i dessa anvindes i plottarna. Déarefter gjordes samma plottar fér férekomsten
av arter. Datan normaliserades inledningsvis genom att dividera férekomsten av varje gen
och art med den totala féorekomsten av gener och arter i respektive prov.

Efter denna parvisa jamforelse genomfordes en statistisk analys i edgeR (44) i R for att
identifiera gener och arter som &ndras signifikant med triclosan-koncentrationen. I en studie
med syfte att jamfora olika metoder for att identifiera gener som &ndras signifikant mellan
metagenom var edgeR en av de metoder som presterade 6verlag bist (21). Forekomsten av en
gen eller art i prov ar diskret och kan antas vara Poisson-férdelad, men till {6ljd av biologisk
variation mellan replikat dr variansen storre &n véintevirdet. edgeR modellerar dérfor datan
som Overspridd (overdispersed) med hjalp av en negativ binomialférdelning. En generalized
linear model (GLM) (45) baserad pé en negativ binomialférdelning anvindes for att testa
om forekomsten varje gen respektive art dndras signifikant med koncentrationen triclosan.
GLM kan ses som en forlangning av klassiska linjira regressionsmodeller och anvéinds for
icke-normalférdelad data. Modellen specificerar en viss sannolikhetsférdelning med hjélp av
fordelningens forhallande mellan vintevirde och varians. For en negativ binomialférdelning
definieras vintevérdet for en gen/art ¢ i prov j som E[Y;;] = p; och variansen som var[Y;;] =
wi+¢ip? dir ¢; ér sa kallad dispersion som inkluderar alla typer av variation mellan replikat,
bade sddan som uppkommer till f6ljd av tekniska och biologiska skillnader. Linkfunktionen i
GLM-modellen fér denna férdelning definieras som logaritmen av vintevéirdet av férekomsten
av en gen eller art. For att ta hdnsyn till att datan innehéaller teknisk variation mellan prov
maste &ven en normaliseringfaktor inkluderas i modellen i form av log(N;). En log-linjar
modell kan dérefter anpassas for varje gen respektive art ¢ enligt

log(E[Y;;]) = a; + Bizj + ¢ + log(N;) (2)
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dér z; beskriver koncentrationen (log) av triclosan som prov j behandlats med och j; &r
regressionskoefficienten for gen/art 7. For att testa om forekomsten av genen eller arten dnd-
ras mellan prov som behandlats med olika koncentration triclosan testas nollhypotesen att
B; = 0. I denna analys normaliserades datan med trimmed mean of M-values (TMM) (46)
som visats vara en metod som konsekvent presterar bra pa denna typ av dataset (47). TMM
utvecklades som ett alternativ till metoden som anvénder den totala férekomsten i varje prov
som normaliseringsfaktor. TMM utgar fran en normaliseringsfaktor som anger produkten
mellan den totala férekomsten i provet och en skalningsfaktor. Skalningsfaktorn baseras pa
varje par av prov och beriiknas genom att anvinda log-fold change (férhallandet mellan fore-
komsten i de tva proven) och absolut intensitet fran vilka de mest extrema virdena tas bort
(trimming).

I fallet med multipla test da flera hypoteser testas samtidigt maste p-vardena korrigeras for
antalet hypotestest som utférs for att kontrollera fel av typ I och dédrmed minimera anta-
let falska forkastanden. I denna analys gjordes ett hypotestest per gen respektive art dar
nollhypotesen ar att genen eller arten inte &ndras med koncentrationen triclosan. Korrigera-
de p-virden baserade pa Benjamini-Hochberg-metoden (48) kontrollerar false discovery rate
(FDR) och berdknades med edgeR. FDR ér den forvintade andelen felaktiga forkastanden
(false positives) bland de gener/arter for vilka nollhypotesen forkastats. Samtliga metoder
for att korrigera p-virden kréiver att de m p-virdena initialt ordnas enligt p1) < ... < p(p)-
Foér Benjamini-Hochberg-metoden multipliceras dérefter varje p-vérde p;) med a; = m/i
dir ¢ = 1,...,m sa att p'(l.) = a;p(;)- Om denna multiplikation gor att p-véirdena inte ldng-
re foljer samma ordning som tidigare minskas det storsta vérdet i varje par dér ordning-
en #dndrats, enligt p(;) = maxj—; . m p'(i). Dérefter definieras de korrigerade p-viardena som
Pi) = min(p(;, 1) for alla 4. Genom att de korrigerade p-virdena &r stérre &n de ursprung-
liga forkastas ett mindre antal hypoteser for en forbestdmd signifikansniva och resulterar i
ett mindre antal signifikanta gener/arter. I denna studie anvindes en signifikansniva pa 5 %
vilket ocksé motsvarar den FDR som de korrigerade p-viardena férviantas generera.

2.3 Del 3 - Korrelation mellan gener och arter

2.3.1 Framtagande av korrelationsmatris

En korrelationskoefficient ger ett matt pa hur starkt relaterade tva variabler &r till varandra.
Pearsons korrelationskoefficienter for samtliga kombinationer av férekomst av gener och arter
i proven berdknades och sparades i en matris dér arter aterfinns som rader och gener som
kolumner. Datan normaliserades forst genom att dividera forekomsten av varje gen och art
med den totala foérekomsten av gener och arter i respektive prov. En hég korrelation mellan
en gen och en art indikerar att forekomsten av genen och arten varierar pa liknande sétt med
fordndringar i koncentrationen av triclosan. For tva variabler dér X och Y kan representeras
av en gen respektive en art i populationen beréknas Pearsons korrelationskoefficient p enligt

PX)Yy = M (3)
OxXO0Oy
dar
cov(X,Y) = E[(X — pux)(Y — py)] (4)

ox och oy &r standardavvikelsen for X respektive Y, och px och py dr deras véntevirden.
For att berdkna korrelationskoefficienten baserad péa ett stickprov uppskattas kovariansen
och variansen utifran provet. Korrelationskoeflicienten r for genen {z1,...,z,} och arten
{y1, ..., yn} 1 n prov berdknas da enligt

Yoy (i — 7)(yi — 9)

- 5
V@ — 0P (i — 0 (5)

XY
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For varje korrelationskoeflicient genomfordes ett hypotestest som testar avsaknaden av kor-
relation med nollhypotesen Hy : p = 0 och den tvasidiga alternativa hypotesen Hy : p # 0.
En teststatistika baserad pa korrelationskoefficienten r for stickprovet berdknades enligt

(6)

som under nollhypotesen féljer en t-fordelning med n — 2 frihetsgrader, dér n ar antalet prov,
16 i detta fall. p-viarden fér samtliga korrelationskoefficienter mellan gener och arter berdkna-
des, och korrigerades déarefter med Benjamini-Hochberg-metoden (48) som beskrivits ovan.
Dessa p-varden korrigerades per rad i korrelationsmatrisen.

2.3.2 Analys av korrelationsmatris
2.3.2.1 Inledande analys av korrelation mellan gener och arter

Bland de gener och arter som identifierats som sddana vars forekomst dndras signifikant med
koncentrationen triclosan berdknades antalet arter som varje gen dr starkt korrelerad med
och antalet gener som varje art dr starkt korrelerad med. Korrelationskoefficienter éver 0,95
undersdktes. En korrelationskoefficient pa 0,95 motsvarar ett korrigerat p-virde pa 3 -1076.
En gen starkt korrelerad med ett stort antal arter kan antas vara en vanligt férekommande
gen bland arter som adndras pa samma sitt som genen i triclosan-gradienten. For de gener
och arter till vilka flest starka korrelationer hittades understktes hur dessa varierar med kon-
centrationen triclosan.

2.3.2.2 Klustring av gener/arter
2.3.2.2.1 Hierarkisk klustring

Baserat pa matrisen av korrelationskoefficienter for korrelationen mellan samtliga gener och
arter anvindes hierarkisk klustring for att hitta grupper av arter respektive gener. Arterna
representeras av rader i korrelationsmatrien och sddana som uppvisar liknande korrelation
till samtliga gener (kolumner) i matrisen grupperades. Grupper av gener med liknande kor-
relation till samtliga arter bildades pad motsvarande sitt genom att klustra kolumner med
liknande korrelationsmonster. Hierarkisk klustring bygger pa att varje observation (art eller
gen) initialt tillhor ett separat kluster, varefter de observationer for vilka avstandet &r kortast
grupperas. Déarefter identifieras det kortaste avstandet mellan tva ytterligare observationer
eller mellan det befintliga klustret och en observation. Processen fortgar fram till att alla ob-
servationer tillhor ett kluster. Hierarkisk klustring genererar ett dendrogram som kan liknas
vid ett uppochnedvint trdd med grenar som representeras av kluster i vilka bladen utgor
de enskilda observationerna och dar lingden pa grenarna representerar hur olika klustren
ar. BEuklidiskt avstand mellan observationer tillimpades eftersom detta ger ett matt pa hur
lika korrelationsmonstren for gener alternativt arter ar. For att uppskatta avstandet mellan
tva kluster anviandes det léngsta avstandet mellan observationerna i klustren. Klustringen
genomfordes med hclust i stats-paketet i R.

2.3.2.2.2 Identifiering av kluster

For att identifiera enskilda kluster i ett dendrogram kan olika metoder tillimpas. Ofta klipps
dendrogrammet péa en konstant héjd alternativt klipps for att generera ett forutbestdmt antal
kluster. Dessa metoder &r inte optimala for att identifiera samtliga kluster korrekt eftersom
det ar svart att bestdmma lampliga varden pa héjden eller antal kluster, sérskilt om klustring-
en resulterar i komplicerade dendrogram. For att identifiera kluster av gener respektive arter i
denna studie anvéndes cutreeDynamic i dynamicTreeCut-paketet (49). Denna metod tilldm-
par en dynamisk process baserad pa en analys av hur grenarna ser ut och har visat sig kunna
identifiera biologiskt relevanta genkluster (49). Processen bérjar i botten av dendrogrammet
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och i varje forgrening bedéms de tva underliggande grenarna utifran kriterier baserade pa
deras struktur. Kriterierna baseras bland annat pa avstandet mellan férgreningen i fraga och
forgreningarna langst ned i det eventuella klustret, avstandet fran toppen av dendrogrammet
till observationerna ldangst ned i klustret, samt det totala antalet observationer i klustret. Om
bada grenarna uppfyller kraven for att utgora enskilda kluster klipps dendrogrammet i for-
greningen, och om inte fortsétter processen uppéat i dendrogrammet till nésta férgrening som
bedéms pa samma sétt. Observationer som inte verkar tillhéra nagot kluster kan tillskrivas
det nidrmaste klustret genom en process liknande partitioning around medoids (PAM), men
denna funktion anvindes inte vilket leder till att vissa observationer kan lamnas utan nagot
kluster (pamStage=FALSE). Olika vérden p& parametern som kontrollerar hur smé klustren
kan bli (deepSplit) testades och for dendrogrammen som genererades for gener respektive
arter gav detta inga storre variationer i de identifierade klustren. For samtliga analyser an-
viandes darfor deepSplit=2.

2.3.2.2.3 Analys av klustringsresultat

De identifierade klustren innehallande gener respektive arter analyserades i tva steg. Nedan
foljer en beskrivning av analysen av klustren innehallande arter. Motsvarande analys gjor-
des for de identifierade klustren av gener. I det forsta steget identifierades vilka arter som
aterfinns i respektive kluster. Arter i samma kluster har liknande korrelation till samtliga
gener i datasetet, och dessa arter varierar diarfér med triclosan-koncentrationen pé liknande
sitt. For att bestdmma hur arterna paverkas av triclosan berdknades korrelationskoefficien-
ter (Pearson) mellan forekomsten av varje art och triclosan-koncentrationen. I varje kluster
togs dérefter arter som &ndras signifikant med triclosan-koncentrationen ut. Arter och gener
som #ndras signifikant identifierades i den tidigare genomférda edgeR-analysen (sektion 2.2).
I nésta steg i analysen undersdktes varje kluster av signifikanta arter separat. Gener som
andras signifikant med koncentrationen triclosan och som &r starkt korrelerade till arterna i
respektive kluster identifierades dérefter.

For att en gen ska anses vara starkt korrelerad med arterna i ett kluster sattes ett villkor pa
att summan av samtliga korrelationer mellan den genen och samtliga arter i klustret skulle
Overstiga (antal arter i klustret) x x, dir z kan ses som en genomsnittlig korrelation mellan
genen i fraga och arterna i klustret. Tva virden péa villkoret z, 0,80 och 0,85, anvéndes for
att studera hur olika grader av korrelation paverkar generna som ar sammanlidnkade med
arterna i ett kluster. En korrelationskoefficient pa 0,80 motsvarar ett korrigerat p-virde pa
2-1072 och 0,85 motsvarar ett korrigerat p-virde pa 8 - 1073, Det mer restriktiva fallet dér
ett hogt genomsnittligt virde pa korrelationen mellan en gen och arterna i klustret kravs ger
ett mindre antal gener som uppfyller villkoret och kan ge en indikation pa vilka gener som
kan antas vara starkast ssmmankopplade med arterna i klustret. For att visualisera klustren
och generna som #r starkt korrelerade med dessa anvindes igraph-paketet (50). Denna typ
av graf ger dven information om gener som &r starkt korrelerade med arter i flera kluster.

For varje identifierat kluster resulterar analysen i en lista av signifikanta arter som utgor
klustret och en lista av signifikanta gener starkt korrelerade med dessa arter. De gener som
uppfyllde villkoret p& en genomsnittlig korrelation Gver 0,85 undersoktes vidare genom att
identifiera deras funktionalitet. Vissa konstellationer bestaende av artkluster och gener som
arterna Kkorrelerar starkt till valdes ut for en mer detaljerad analys dar potentiella samband
mellan generna och arterna utforskades.

I den motsvarande analysen av kluster av gener identifierades de gener i varje kluster som
dndras signifikant med koncentrationen triclosan samt deras funktion. Signifikanta arter som
ar starkt korrelerade med generna i respektive kluster underséktes med samma villkor pa
den genomsnittliga korrelationen som for klustren av arter. Klustren visualiserades genom
att rita upp arter starkt korrelerade med generna i varje kluster. Arter korrelerade med en
genomsnittlig korrelation 6ver 0,85 med generna i varje kluster identifierades och utvalda
konstellationer bestaende av genkluster och arter starkt korrelerade till dessa undersoktes.
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3 Resultat

3.1 Inledande analys av data

Principalkomponentanalys utfordes pa bada dataseten for att visualisera proven som be-
handlats med olika koncentration av triclosan. Majoriteten av variansen beskrivs av de forsta
principalkomponenterna och dessa kan darfor anvindas for att visualisera datan. De tva fors-
ta principalkomponenterna for geners forekomst i proven beskriver 83 % av variansen i datan.
I Figur la visas de tva forsta principalkomponenterna for varje prov baserat pa forekomsten
av gener i proven. Figuren visar att proven som behandlats med de laga koncentrationerna
av triclosan aterfinns nira varandra medan proven med de hogsta koncentrationerna bildar
en separat grupp, men dock inte lika tét. Provet som behandlats med 31,6 nM triclosan be-
finner sig langt fran de Ovriga proven vilket tyder pa att det skiljer sig fran de andra. For
de koncentrationer for vilka replikat finns kan en en viss variation observeras mellan dessa.
Storst variation mellan replikat observeras fér proven som behandlats med 316 nM triclosan.
Sammanfattningsvis kan det noteras att den andra principalkomponenten separerar proven
i tva grupper baserade pa om de behandlats med nagon av de tva hogsta koncentrationer-
na av triclosan eller nagon av de lidgre koncentrationerna. Den forsta principalkomponenten
déremot separerar proven inom de tva grupperna, dvs prov som har mer lika koncentration.
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Figur 1: Visulisering av de tva forsta principalkomponenterna for prov med olika koncentra-
tion triclosan baserat pa forekomsten av (a) gener och (b) arter i proven. Prov som behandlats
med olika koncentration av triclosan representeras av olika firg.

Motsvarande principalkomponenter baserade pé forekomsten av arter i proven visas i Figur
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1b. De tva forsta principalkomponenterna for arters forekomst i proven forklarar endast 44
% av variansen. Trots detta tycks den andra principalkomponenten dven har separera proven
i tva distinkta grupper, men hér aterfinns de prov som behandlats med de fyra hogsta kon-
centrationerna av triclosan i den ena gruppen. Den férsta principalkomponenten separerar
dven i detta fall proven inom respektive grupp som identifierats av den andra komponenten.
Provet som behandlats med 31,6 nM triclosan ar dven hér mycket olikt de Gvriga proven.

3.2 Analys del 1 - Undersokning av geners variation med koncent-
rationen triclosan

For att understka hur férekomsten av varje gen varierar med triclosan-koncentrationen plot-
tades forst medelvirdet av forekomsten i prov som inte behandlats med triclosan (kontroll)
mot forekomsten i fyra prov som behandlats med olika koncentration av triclosan. For de
koncentrationer for vilka replikat finns plottades medelvéirden. Figur 2 visar de fyra plot-
tarna med triclosan-koncentrationerna 0,316, 3,16, 31,6 och 316 nM. Punkter som ligger
under den 45-gradiga linjen representerar gener vars férekomst minskar med 6kad triclosan-
koncentration och punkter ovanfor linjen &r gener som 6kar med 6kad triclosan-koncentration.

Vid de tva ldgsta koncentrationerna av triclosan syns inga stora avvikelser fran linjen, men
vid koncentrationen 31,6 nM syns tydliga trender. Vid denna koncentration har ett stort
antal geners forekomst minskat jamfort med forekomsten i proven som inte behandlats med
triclosan medan ett stort antal andra geners forekomst har 6kat. Bland de gener som &kat i
férekomst ar majoriteten gener som kodar fér diverse proteiner som transporterar &mnen in
och ut ur cellen. Proteiner kan bidra till att arter som innehaller dessa klarar av triclosan
genom att effektivt transportera ut &mnet innan det hinner skada cellen. Vid &nnu hogre
koncentration av triclosan minskar dock forekomsten av dessa gener men méanga av dem &r
fortfarande hogre dn i proven som inte behandlats med triclosan.

Att en kraftig 6kning i férekomst av vissa gener observeras vid en koncentration pa 31,6 nM
och att forekomsten av dessa gener vid hogre koncentration generellt ar ldgre indikerar att
upp till en viss koncentration triclosan finns det arter som kan hantera &mnet och som okar
i forekomst till foljd av att manga andra arter dér ut. Forekomsten av de gener som finns
i arterna som Okar 6kar ddrmed ocksé. Vid hogre koncentrationer av triclosan har inte alla
dessa arter forméaga att Gverleva och forekomsten av generna minskar darfor. Det kan ocksa
noteras att flera gener vars férekomst var mycket lag i provet som behandlats med 31,6 nM
triclosan har 6kat i féorekomst i proven med 316 nM triclosan. Dessa gener kodar for prote-
iner som ocksa exporterar &mnen ut ur cellen men &ven enzym involverade i fotosyntesen.
Generna kan finnas i arter som tal triclosan men vars tillvixt vid de lagre koncentrationerna
hdmmats av manga andra arter som frodats men nir de arterna minskar i forekomst kan de
hér arterna borja vixa igen.

Signifikansen mellan proverna som behandlats med olika koncentration av triclosan testa-
des genom att anpassa en GLM-modell till datan for varje gen respektive art. Korrigerade
p-virden (FDR) berdknades och for en signifikansniva pa 5 % kunde 923 gener klassificeras
som signfikanta vilket innebar att deras forekomst dndras signifikant med koncentrationen
triclosan. Bade gener vars férekomst 6kar och minskar med 6kad koncentration triclosan iden-
tifieras med denna metod. Om férekomsten av en gen ékar monotont med 6kad koncentration
av triclosan identifieras den som Skande, medan om férekomsten av en gen minskar monotont
identifieras den som minskande. Det dr dock viktigt att poéngtera att gener vars forekomst
Okar vid laga koncentrationer av triclosan jamfort med kontrollen men déarefter minskar even-
tuellt inte identifieras som signifikanta i denna analys. Ett exempel p& en gen som inte &r
signifikant till f6ljd av detta &r genen som kodar for det enzym som triclosan antas inhibe-
ra (enoyl-acyl carrier protein reductase; TIGR03151). I Figur 3 visas genens forekomst mot
koncentrationen triclosan (log+1). Férekomsten av denna gen kar inledningsvis med dkad
koncentration av triclosan men efter 100 nM minskar dess férekomst. Detta resultat visar pa
att arter som innehaller denna gen inte klarar av hoga koncentrationer av triclosan. Bland

16



o
N
o °
g °
3
TN ° o
£ &8+ <
= © o
=
©
5 3 %
e o o o
B e
o o
£
o
o
S 4
o T T T T T
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020
Foérekomst i 0 nM triclosan
(a) 0,316 nM triclosan
<3
N
8
c ©
IS
0
o
[=} -
2 8
s o
[=
e g
d 8
— o
@
E 3 .
4 S —
[} d o ©
s © ° e
[ig $ oo
S oo ¥
] o 8 L ° °
3 - ® oo oo o °
c T T T T T
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020

Forekomst i 0 nM triclosan

(c) 31,6 nM triclosan

0.015 0.020

Forekomst i 3,16 nM triclosan
0.010

0.000 0.005

0.015 0.020

Forekomst i 316 nM triclosan
0.010

0.000 0.005

o
o
o 22
e &
o e ©
o
o
T T T T T
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020
Forekomst i 0 nM triclosan
(b) 3,16 nM triclosan
K A
50
% 00° £XY
8
T T T T T
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020

Forekomst i 0 nM triclosan

(d) 316 nM
triclosan

Figur 2: Scatter plots som visar hur férekomsten av gener dndras med 6kad koncentration av
triclosan jamfoért med prov som inte behandlats med triclosan (pé x-axeln). Medelvirdet av

férekomsten plottades for koncentrationer déar replikat finns.

de arter som har hogst korrelation till denna gen, och ddrmed varierar pa liknande sétt med
triclosan, finns enbart bakterier som tillhor klassen Flavobacteria (fylum! Bacteroidetes).
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Figur 3: Férekomst av genen som kodar for enoyl-acyl carrier protein reductase (TIGR03151)

plottad mot koncentrationen triclosan.

Lfylum #r en taxonomisk rang som i sin tur &r indelad i klasser
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3.3 Analys del 2 - Undersokning av arters variation med koncent-
rationen triclosan

Pa motsvarande sdtt som for gener plottades férekomsten av varje art i kontrollproven mot
forekomsten i fyra prov som behandlats med olika koncentration av triclosan (Figur 4). Inzoo-
made plottar finns i Figur 11 i Appendix. Liknande trender som for generna kan ses. Vid 31,6
nM triclosan har forekomsten av ett fatal arter 6kat kraftigt medan ett stort antal arter 6kat
men inte fullt s& mycket, jamfért med proven som inte behandlats med triclosan. Vid den
hogre koncentrationen triclosan minskar forkomsten fér manga arter, pa liknande sdtt som
observerats for gener. I analysen for att hitta signifikanta arter var det korrigerade p-vardet
(FDR) under 5 % for 658 arter och dessa antas darfor variera signifikant med koncentrationen
triclosan.
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Figur 4: Scatter plots som visar hur férekomsten av arter dndras med 6kad koncentration av
triclosan jamfort med prov som inte behandlats med triclosan (pé& x-axeln). Medelvirdet av
férekomsten plottades for koncentrationer dar replikat finns.

3.4 Analys del 3 - Korrelation mellan gener och arter

3.4.1 Inledande analys av korrelation mellan gener och arter

Samband mellan férekomst av gener och arter i prov déar koncentrationen triclosan varierer
undersdktes genom att korrelationskoefficienter for samtliga kombinationer av gener och arter
berdknades. Bland de gener och arter vars forekomst dndras signifikant med koncentrationen
triclosan undersoktes forst vilka gener som ar starkt korrelerade med storst antal arter. For
att anses vara starkt korrelerad sattes ett villkor pa en korrelationskoefficient Gver 0,95.
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Tabell 2 visar de 10 gener som &r starkt korrelerade med stoérst antal arter, samt respektive
gens funktion. Som mest korrelerar en gen till 25 olika arter. Forekomsten av samtliga gener i
denna lista 6kar med 6kad koncentration av triclosan. Tabell 3 visar de 10 arter som &r starkt
korrelerade (r > 0,95) med storst antal gener. Hela 43 gener &r starkt korrelerade med den
art som korrelerar till flest gener. Tre av arterna i listan ér eukaryoter (Diatomea; kiselalger)
medan resten &r bakterier som tillhér fylum Proteobacteria (klassen Gammaproteobacteria).
Forekomsten av samtliga arter i listan 6kar med okad triclosan-koncentration.

Tabell 2: Gener starkt korrelerade med storst antal arter.

Gen Funktion Antal arter
TIGR02922 TIGR02922: TIGR02922 family protein 25
TIGRO03758 conj TIGRO03758: integrating conjugative element protein, 21
PFL 4701 family
TIGRO01752 flav_long: flavodoxin 17
TIGR02205 septum_zipA: cell division protein ZipA 16
TIGRO01753 flav_short: flavodoxin 16
TIGR02548 casB_cse2: CRISPR type I-E/ECOLI-associated protein 14
CasB/Cse2
TIGR02443 TIGR02443: conserved hypothetical protein 14

TIGR01109 Na_pump decarbB: sodium ion-translocating decarboxyla- 13
se, beta subunit

TIGR00013 taut: 4-oxalocrotonate tautomerase family enzyme 13
TIGR03907 QH_beta: quinohemoprotein amine dehydrogenase, beta 13
subunit

Tabell 3: Arter starkt korrelerade med storst antal gener.

Art Antal gener

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Ocea- 43
nospirillaceae, Oceanobacter, Unclassified Oceanobacter

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Altero- 36
monadaceae, Eionea, Eionea nigra

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Ocea- 33
nospirillaceae, Oceanobacter, Thalassolituus sp. H61

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Altero- 31
monadaceae, Unclassified Alteromonadaceae,

Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, 29
Bacillariophyceae, Entomoneis

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Altero- 24
monadaceae, Candidatus Endobugula, Candidatus Endobugula glebosa
Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Altero- 24
monadaceae, Alteromonas, Unclassified Alteromonas

Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, 23
Bacillariophyceae, Placoneis
Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Un- 23
classified Alteromonadales, ,
Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, 17

Bacillariophyceae, Gomphonema
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3.4.2 Konstellationer av arter och gener skapade baserat pa klustring av arter

I syfte att kunna studera monster och samband mellan arter och gener i de tva dataseten
skapades konstellationer? av arter och gener baserat endast pa dess korrelationsménster i
triclosan-gradienten. Konstellationer av arter och gener genererade baserat pa klustring av
arter skapades i tva steg. I forsta steget skapades kluster av arter baserat pa hur de korrelerar
med samtliga gener i datasetet. I andra steget formades grupper av gener tillhérande varje
artkluster, dar gener identifierades efter kriteriet att de korrelerar starkt med samtliga arter
i respektive kluster.

I det forsta steget utfordes hierarkisk klustring i syfte att forma grupper av arter med liknande
korrelation till samtliga gener i datasetet. Arter férekommer som rader i korrelationsmatri-
sen innehallande samtliga kombinationer av korrelationskoeflicienter mellan gener och arter.
Klustringsalgoritmen identifierar rader med kortast avstand, vilket i det hér fallet innebér
mest liknande korrelationskoefficienter till generna, och skapar grupper av dessa. Arter som
aterfinns i samma kluster uppvisar saledes samma typ av korrelation till samtliga gener (ko-
lumner) i datasetet. Resultatet fran hierarkisk klustring av arter visas i Figur 5 i form av ett
dendrogram. De 43 kluster av arter som identifierades representeras av olika firg i dendo-
grammet. Dérefter sorterades icke signifikanta arter bort ur klustren. Fyra kluster innehaller
enbart signifikanta arter medan tio kluster inte innehéller nagra signifikanta arter alls. Figur
6 visar fordelningen av det totala antalet arter i varje kluster och antalet arter som &ndras
signifikant med koncentrationen av triclosan.

40

Height

20

Dynamic Tree Cut

Figur 5: Klustring av arter baserad pa korrelation till gener visualiserad i form av ett dendro-
gram. Féargblocken representerar kluster identifierade med dynamicTreeCut.

I det andra steget i skapandet av art-gen-konstellationerna identifierades gener som &ndras
signifikant med triclosan och som &r starkt korrelerade till de signifikanta arterna i respektive
kluster. Generna identifierades genom att anvinda ett villkor pa en genomsnittlig korrelation
till arterna i klustret. Tva olika virden péa villkoret for den genomsnittliga korrelationen
undersoktes for att se vilken effekt detta har pa vilka gener som kan identifieras. Figur
7 visar grafer som illustrerar gener som &r korrelerade till arterna i varje kluster med en
genomsnittlig korrelation pa 6ver 0,80 respektive 0,85. Generna lankas till respektive kluster

2en konstellation definieras hir som ett kluster av arter eller gener samt de gener eller arter som &r starkt
korrelerade till dessa
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Figur 6: Histogram som visar férdelningen av det totala antalet arter och antalet signifikanta
arter i varje kluster. Den totala hdjden av varje stapel representerar det totala antalet arter
i ett kluster och den svarta stapeln representerar andelen signifikanta arter.

med en edge. Med villkoret 0,80 innehaller nio kluster arter som dr starkt korrelerade med
minst en gen, men for det hogre villkoret minskar antalet gener som &r starkt korrelerade till
arterna och enbart fem kluster innehaller arter som ar starkt korrelerade till nagra gener. I
fallet med det lagre villkoret &r vissa gener starkt korrelerade till flera olika kluster (Figur
7a) men dessa forsvinner da villkoret hojs.

(a) (b)

Figur 7: Grafer som visualiserar gener som ar starkt korrelerade till kluster av arter med
krav pa en genomsnittlig korrelation pa minst (a) 0,80 och (b) 0,85 till arterna i ett kluster.
Figuren i (a) visar 9 kluster och (b) 5 kluster av arter.

Bland de skapade konstellationerna, bestaende av artkluster och tillhérande gener, valdes tre
ut for vidare analys. I denna analys undersoktes gener med en genomsnittlig korrelation 6ver
0,85 till arterna i respektive kluster. Konstellationerna valdes ut enligt nagot eller nagra av
foljande tre kriterier: 1) hog korrelationskoefficient mellan forekomst av arter och koncent-
ration triclosan (pga att korrelationsrelationen &r transitiv har &ven de tillhérande generna
hog korrelation mellan forekomst och koncentration triclosan), 2) stor homogenitet av arter
i klustret, eller 3) stor homogenitet bland de gener som korrelerar starkt med arterna. Arter
och gener i de tre utvalda konstellationerna anges i Tabell 4-9 i Appendix.

Den forsta konstellationen innehaller sex stycken signifikanta arter, varav tre ar prokaryoter
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(tva som tillhor fylum Lentisphaerae och en Proteobacteria) samt tre eukaryoter (tva som
tillhor fylum Metazoa och en Chromaleovata). 24 gener identifierades som starkt korreleran-
de till samtliga signifikanta arter i detta kluster. Bade arter och gener har en svag negativ
korrelation med triclosan och ett medeltal av korrelationskoefficienten med triclosan ligger
pa -0,20. Gruppen av gener i denna konstellation dr mycket homogen och kodar for funk-
tioner som &ar associerade med horisontell DNA-6verforing. Gener med denna funktionalitet
férekommer mycket sparsamt i de 6vriga konstellationerna och inte i nagon konstellation dar
arter och gener har hog korrelation med triclosan. Det faktum att manga gener av den hér
typen har en negativ korrelation med triclosan indikerar att de inte ar vanligt forekommande
hos arter som lyckas etablera sig i hga koncentrationer av triclosan. Det ligger néra till hands
att spekulera i att arter som klarar att etablera sig i hoga koncentrationer av triclosan har
energikrivande strategier for att kunna hantera triclosan, som exempelvis blockering, ned-
brytning och transport ut ur cellen. Organismerna skulle da kunna spara energi genom att
gora sig av med plasmider da horisontell 6verféring av DNA inte &r nédvéndig for éverlevnad.

Den andra konstellationen utgdrs av en homogen grupp av 40 signifikanta arter och 15 till-
horande gener. De flesta bakterier i gruppen tillhor klassen Gammaproteobacteria (fylum
Proteobacteria), och utover dessa ingar fem eukaryoter. Virt att notera hiir dr att samtliga
dessa arter aterfinns bland de tio arter som dr korrelerade med storst antal gener (Tabell 3).
Av de 15 gener som identifierades som starkt korrelerade till arterna i klustret ar sex stycken
associerade med CRISPR-systemet (clustered regularly interspaced short palindromic repe-
ats). Dessa gener kodar for proteiner involverade i bakteriers immunférsvar som exempelvis
kdnner igen och bryter ner inkommande DNA. Generna och arterna som hor till denna kon-
stellation har hoga korrelationskoefficienter till triclosan, dar CRISPR-generna ligger hogst
pa 0,98-0,99.

Den tredje konstellationen bestar av 26 arter och 12 gener. Artklustret, som dr nagot spreti-
gare i sin sammanséttning én i de tva tidigare konstellationerna, innehaller en art som tillhor
fylum Actinobacteria (klassen Actinobacteria), 3 Bacteroidetes (klassen Flavobacteria), 10
Proteobacteria (klassen Gammaproteobacteria) samt 12 eukaryoter som tillhor 5 olika fy-
la. Aven i denna gengrupp aterfinns CRISPR-gener och flera gener som kodar for transport
6ver membran. Gener och arter i konstellationen har stark korrelation till triclosan. Da &ven
dessa CRISPR-gener har mycket stark korrelation till triclosan gar det att spekulera i att
forekomsten av dessa gener kan anvindas som markor for att de associerade arterna lyckas
etablera sig i hoga koncentrationer av triclosan.

3.4.3 Konstellationer av arter och gener skapade baserat pa klustring av gener

Skapandet av konstellationer av arter och gener innehéllande kluster av gener med tillho-
rande starkt korrelerade arter genomférdes pa motsvarande sétt. Forst skapades kluster av
gener som uppvisar liknande korrelationsmonster med samtliga arter i datasetet. I Figur 8
illustreras ett dendrogram med de 61 identifierade klustren av gener representerade i olika
fiarg. I dessa 61 genkluster sorterades dérefter icke signifikanta gener bort. Da 13 kluster helt
saknade signifikanta gener erhélls totalt 48 kluster av gener. Figur 9 visar fordelningen av det
totala antalet gener i varje kluster och antalet gener som &ndras signifikant med &ndringar i
koncentrationen av triclosan. Figur 10 visar grafer som illustrerar signifikanta arter som &ar
starkt korrelerade till de signifikanta generna i varje kluster for en genomsnittlig korrelation
pa over 0,80 respektive 0,85.

Bland de bildade konstellationerna av genkluster med tillhérande arter med en genomsnittlig
korrelation 6ver 0,85 till generna, valdes tre ut for vidare analys enligt samma kriterier som
tidigare. Tva av konstellationerna valdes for att de signifikanta generna i dessa hade en hog
korrelationskoefficient till triclosan och det tredje valdes ut pa grund av homogeniteten i
genfunktionerna. I Tabell 10-15 i Appendix anges generna och arterna i de tre utvalda kon-
stellationerna.
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Figur 8: Klustring av gener baserad pa korrelation till arter visualiserad i form av ett dendro-
gram. Féargblocken representerar kluster identifierade med dynamicTreeCut.
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Figur 9: Histogram som visar foérdelningen av det totala antalet gener och antalet signifikanta
gener i varje kluster. Den totala héjden av varje stapel representerar det totala antalet gener
i ett kluster och den svarta stapeln representerar andelen signifikanta gener.

Den forsta konstellationen innehaller 47 gener vars funktioner till storsta delen &r olika ty-
per av transport 6ver membran. Tre av generna kodar for proteiner involverade i typ II-
sekretionssystemet som transporterar olika proteiner 6ver cellmembranet ut i periplasman
hos gramnegativa bakterier. Vidare forekommer gener som kodar fér enzymer som trans-
porterar metaboliter in i cellen. De 36 arter som &r starkt korrelerade till detta genkluster
bildar en mycket homogen grupp bestaende av arter som enbart tillhér klassen Gammaprote-
obacteria (fylum Proteobacteria), samt eukaryoter av klassen Diatomea. Flera av dessa arter
aterfinns i den lista av arter som har storst antal starka korrelationer till generna i datasetet
(Tabell 3). Generna och arterna i den hér konstellationen har hoga korrelationskoefficienter
till triclosan (0,71-0,89).

Den andra konstellationen bestar av 18 gener, som samtliga kodar for nagon form av horison-
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Figur 10: Grafer som visualiserar arter som &r starkt korrelerade till kluster av gener med
krav pa en genomsnittlig korrelation pa minst (a) 0,80 och (b) 0,85 till generna i ett kluster.
Figuren i (a) visar 32 kluster och (b) 21 kluster av gener.

tell DNA-6verforing, samt 9 tillhérande arter. Gener och arter i denna konstellation har en
svag negativ korrelation till triclosan och generna sitter i huvudsak pa plasmider. De 9 arter
som ar starkt korrelerade till den har gruppen av gener ar prokaryoter som tillhor tre olika
fyla (Cyanobacteria, Lentisphaerae och Proteobacteria) samt eukaryoter som tillhor fylum
Metazoa och Alveolata. Den hér konstellationen dr mycket lik den forsta av de konstellationer
som beskrivs i sektion 3.4.2. Den konstellationen bestod av ett artkluster innehallande sex
stycken arter varav alla dven ingar i denna konstellations artgrupp. Aven gengrupperna visar
pa stor likhet och de 18 gener som ingar i denna konstellation dr en delméngd av de 24 gener
som finns i den andra konstellationen.

Denna kombination av gener och arter visar alltsd pa sérskilt stor symmetri i och med att
samma, grupperingar av gener och arter observeras oberoende av om det ér gener eller arter
som Kklustras i det forsta steget i analysen. Denna symmetri beror pa att samtliga korrela-
tionskoefficienter i den delmatris som utgors av dessa arter och gener maste vara relativt
lika. Den observerade symmetrin innebér att varken gener eller arter i denna kombination
forekommer i nagon av de dvriga gen-art-konstellationerna vilket i denna analys innebér att
dessa gener endast ar relaterade till precis de hér arterna och vice versa. Da dessa arter
har en negativ korrelation till triclosan innebér det att de har svart att etablera sig i hoga
koncentrationer av triclosan vilket dven skulle kunna innebéra att den hir genfunktionen
mojligen saknas hos arter som klarar det.

Den tredje konstellationen innehaller 23 gener och 19 arter som har en hog korrelation till
triclosan (0,80-0,98). Nagra gener i denna konstellation &r associerade med lipoproteiner
men det som &r mest noterbart &r den hoga andelen CRISPR-gener. Gruppen av arter som
korrelerar starkt till generna i denna grupp bestar av 19 arter som tillhoér klassen Gammapro-
teobacteria (fylum Proteobacteria) och 4 eukaryoter. Den héir konstellationen uppvisar stor
symmetri med den tredje konstellationen som diskuterades i sektion 3.4.2, som ocksa hade
en hog andel CRISPR-gener.
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Nedan foljer en sammanfattning av observationer i de analyserade gen-art-konstellationerna
i 3.4.2 och 3.4.3.

1.

Endast ett litet antal gener i konstellationerna kodar for basala funktioner som exem-
pelvis central metabolism och DNA-replikation. De flesta gener kodar fér mer speciali-
serade funktioner som &dr specifika for vissa arter. Orsaken till detta kan vara att basala
gener forekommer hos sa manga arter att forekomsten av dessa inte &ndras signifikant
i triclosan-gradienten.

. En vanlig genfunktion i flera av konstellationerna ar olika typer av transport over

membran. Vissa konstellationer innehaller till stérsta delen gener som kodar for trans-
portrelaterade proteiner.

. I de konstellationer av gener och arter som har starkast korrelation till triclosan fore-

kommer CRISPR-gener associerade med bakteriers immunférsvar.

Det forekommer en viss symmetri mellan gen- och artklustren vilket innebér att generna
och arterna i dessa konstellationer inte ingéar i nagra andra konstellationer.

. Plasmid-DNA och gener som kodar fér proteiner involverade i horisontell 6verféring av

DNA férekommer i huvudsak endast i en konstellation. Denna konstellation har en hig
grad av symmetri och korrelationen med triclosan ar negativ.

. Grupperna av arter som férekommer i konstellationerna ar mycket homogena, och detta

oberoende av om konstellationerna skapas genom att klustra gener eller arter.
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4 Diskussion

Syftet med analysen var att studera eventuella samband mellan gener och arter i metage-
nomikdata bestaende av foérekomst av gener och arter i mikrobsamhéllen som héarstammar
fran havsvatten som behandlats med olika koncentrationer av den antibakteriella substansen
triclosan. En statistisk metod baserad pa korrelation mellan férekomsten av gener och arter
i de olika mikrobsamhéllena utvecklades. Konstellationer av gener och arter som varierar
signifikant och svarar pa samma sétt i triclosan-gradienten bildades och dessa analyserades i
syfte att identifiera genfunktionaliteter kopplade till specifika grupper av arter.

Da det genetiska materialet som ligger till grund for analysen kommer fran prov extraherade
fran miljon finns ett antal variabler som kan paverka resultaten och ddrmed de slutsatser som
bygger pa dessa. Havsvatten innehaller en viss méngd triclosan och det bor noteras att den
koncentrationen av triclosan som hénvisas till i denna rapport avser mangden som proven
behandlats med. Kontinuerliga métningar under experimentets fortgang visar ocksa att en
viss variation i koncentrationen finns till {6ljd av det kontinuerliga inflédet av havsvatten till
varje akvarium vilket gor att en konstant koncentration av triclosan &ar svar att uppratthalla
(22). Dessa faktorer bidrar till att den uppmaétta koncentrationen i de prover som behandlats
med de tva langsta koncentrationerna av triclosan 6verlappar med kontrollproverna till vilka
ingen triclosan adderats. Variationen i koncentration kan dérfor resultera i svarigheter att be-
doéma om de observerade likheterna i art- och gensammanséattning mellan dessa prover beror
péa att mikrobsamhéllena inte paverkas av laga halter av triclosan eller om koncentrationen
i sjalva verket ar mer eller mindre densamma i proven. I de prov som behandlats med hogre
koncentration triclosan noterades dock inget 6verlapp mellan de uppmétta koncentrationerna.

Ytterligare en variabel som bor tas i beaktande nér prov hdmtas direkt fran miljén &r den
biologiska variationen som naturligt paverkar forekomsten av gener och arter i vad som kan
antas vara identiska mikrobsamhéllen. Detta tillsammans med teknisk variation i form av
felkdllor exempelvis relaterade till bearbetningen av proven och DNA-sevenseringen samt
bristen pa replikat for flera av koncentrationerna gor att sdkerheten i resultaten kan disku-
teras. De analyser som genomfordes i denna studie fér att hitta trender och ménster i datan
baserades dock pa samtliga prover och det kan antas att de variationer som eventuellt ger
mindre avvikelser mellan proven inte paverkar resultaten markant. For att identifiera gener
och arter vars forekomst dndras signifikant med triclosan-koncentrationen anvindes en regres-
sionsmodell med samtliga prov och berikningarna av korrelationskoefficienter baserades pa
férekomsten av gener respektive arter i samtliga prov. Det bor dock papekas att det ar viktigt
att folja upp studier som denna med ytterligare undersékningar innehallande exempelvis fler
replikat for att bekréifta resultaten och kunna dra mer solida slutsatser.

Det centrala i det har projektet dr utvecklandet av en metod for att skapa konstellationer av
gener och arter utifran de tva dataseten med information om hur férekomst av dessa varierar
i triclosan-gradienten. Den relation som ligger till grund for vilka kombinationer av arter och
gener som bildas &r arternas och genernas korrelation till varandra i triclosan-gradienten. Ge-
ner och arter som svarar pa samma sitt vid &ndringar i triclosan-koncentrationen ar starkt
korrelerade till varandra. I det forsta steget i analysen anvindes hierarkisk klustring for att
bilda kluster av arter med liknande korrelation till samtliga gener i datasetet. P4 samma
séitt skapades kluster av gener med liknande korrelation till samtliga arter. Genom att basera
klustringen pa korrelationsmonstret till samtliga gener eller arter i datan togs all tillgidnglig
information med i berékningarna, vilket antas ge stabila kluster av gener respektive arter.
Redan i detta steg, da dessa grupper av gener respektive arter undersoks separat, fas indika-
tioner pa att metoden som anvénds resulterar i grupper dar intressanta samband eventuellt
kan pavisas. Grupperna av arter ar overlag mycket homogena. I vissa av dessa férekommer
endast arter av en taxonomisk klass medan andra innehaller arter fran ett fatal olika fyla.
Eventuella samband mellan olika taxonomiska fyla/klasser som observerades i samma grup-
per av arter studerades inte vidare men detta kan vara av intresse for fortsatta studier. I
grupperna av gener observerades spannande samband nér det géller genernas funktionalitet.
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I vissa grupper forekommer exempelvis gener som i det néstan uteslutande ar relaterade till
transport 6ver membran och i andra grupper dr samtliga gener lokaliserade pa plasmider.
Vissa gener férekommer frekvent och i hég andel i flera kluster, som exempelvis CRISPR-
gener och gener involverade i fettsyntes.

Gener som ar vanligt forekommande hos alla arter, exempelvis sddana som kodar fér prote-
iner involverade i central metabolism och DNA-replikation, férekommer mycket séllan i de
grupper som bildades. En trolig forklaring till det dr att den relativa forekomsten av van-
ligt forekommande gener inte &ndras signifikant med koncentrationen triclosan eftersom de
finns hos arter som bade 6kar och minskar i triclosan-gradienten. Vi tolkar det som att de
flesta gener som identifieras i grupperna troligen &r mer specialiserade och inte férekommer
hos manga olika arter. Vidare kan gener och arter vars forekomst initialt ckar med 6kad
koncentration av triclosan och som sedan minskar vid hégre koncentrationer vanligtvis inte
identifieras som signifikanta i analysen och darfor observeras dessa inte heller i nagra av de
bildade konstellationerna. Ett exempel pa ett sadant fall 4r den gen som kodar fér enzymet
som triclosan inhiberar. Férekomsten av denna gen 6kar upp till en koncentration pa 100 nM
men dérefter minskar férekomsten kraftigt och dérfér identifieras den inte som en gen som
dndras signifikant med triclosan. De gener och arter vars forekomst ékar eller minskar mono-
tont med Okad koncentration av triclosan &r dédrmed enklast att identifiera som signifikanta
eftersom en GLM-modell som letar efter linjara samband anpassades i denna analys.

I ett andra steg i analysen formades konstellationer av gener och arter som har hég korrela-
tion till varandra i triclosan-gradienten. Till grupperna av arter identifierades de gener som
har en stark korrelation till arterna i respektive kluster och pa samma satt bildades konstel-
lationer genom att utga ifran kluster av gener och déarefter identifiera arter som korrelerar
starkt till dessa. I urvalet av arter och gener sorterades dessa ut efter kriteriet pa hur starkt
de korrelerar till arterna respektive generna i klustret. Vid ett lagre villkor associerar flera
arter/gener med ett antal olika kluster medan vid ett hogre villkor 4r generna/arterna associ-
erade med betydligt farre kluster. Vid ett mycket hogt villkor finns inga associationer mellan
arter och gener i konstellationerna utan de individuella arterna och generna férekommer en-
dast i en konstellation. Det hade varit bekymmersamt om det motsatta hade observerats.
Till f6ljd av transitiviteten i korrelationsrelationen skulle det innebéra att om en art korrele-
rar starkt med tva olika genkluster maste samtliga arter som korrelerar starkt med nagot av
dessa tva dven korrelera starkt med det andra, dvs de tva klustrena skulle d& vara mycket lika.

Flera av de konstellationer som bildats uppfor sig symmetriskt i det avseende att samma
kombinationer mellan grupper av gener och grupper av arter hittas oberoende av om gener
eller arter klustras i det forsta steget. Detta betyder att de individuella arterna och generna
inte forekommer i flera olika konstellationer. Symmetrin innebér &ven att de arter som véljs
ut till ett genkluster har mycket lika korrelationskoefficienter till samtliga gener i klustret
och vice versa. Hade arterna haft varierande koefficienter hade de antagligen hamnat i olika
grupper nar klustringen utférts med avseende péa dessa. Det faktum att det endast verkar
finnas en association mellan en viss grupp arter och en viss grupp gener vid ett hogre villkor
och att konstellationerna uppfor sig symmetriskt indikerar att arter och gener som korrele-
rar starkt till varandra formar “slutna” system, dvs system dér arter och gener relateras till
varandra i hogst en konstellation (1:1 férhallande).

En annan intressant observation ar att de konstellationer av arter och gener som bildas fore-
faller vara mycket stabila. Ménga olika parametrar i metoden testades under projektets gang.
Exempelvis klipptes dendogrammen péa olika sétt, arter och gener som inte korrelerar starkt
till nagra andra gener och arter samt icke-signifikanta gener och arter filtrerades bort i olika
skeden av processen. Kombinationerna av gener och arter i de resulterande konstellationerna
foréandrades inte mérkvart och inte heller de trender och moénster som observerades. Mycket
talar for att den metod som utvecklats for att skapa konstellationer av gener och arter for
att hitta samband verkar resultera i stabila grupper som skulle kunna innehélla sanna asso-
ciationer vilka kan vara virda att undersdka vidare.
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Sammanfattningsvis kan vi stélla oss foljande fragor: Vilka sékra slutsater kan vi dra av de
samband vi ser? Vad kan vi siga om generna och arterna som ingar i en viss konstellation?
Gar det att sdga nagot om hurvida det foreligger en sann association eller &r den enda sdkra
slutsaten vi kan dra angaende gener och arter i en viss konstellation att de uppfor sig pa ett
liknande sétt i den aktuella triclosan-gradienten?

Vi kan med sikerhet sidga att de arter som &r associerade med ett visst genkluster i en kon-
stellation inte behover innehalla en enda av generna i klustret. Ett exempel pa det sag vi i
en av konstellationerna som innehdll CRIPSR-gener. Bland de arter som ingick i konstella-
tionen férekom det eukaryota arter och dessa innehaller inte CRISPR-gener. Vidare ar det
sd att arter som inte ingar i en konstellation mycket véil kan ha en sann association till nagon
eller nagra av generna i densamma. Ett mojligt scenario for detta skulle kunna representeras
av en gen som finns i en art som inte lyckas etablera sig i de hogsta koncentrationerna av
triclosan, men samtidigt finns genen &ven i en annan art som istéllet tar 6ver i de hogre
koncentrationerna. Da kan det se ut som att bada arterna har en lag korrelation med genen
och med triclosan, medan genen har en hog korrelation med triclosan.

Vi har inte kunnat visa att det gar att dra nagra absolut sidkra slutsatser om vilka gener
och arter som har sanna associationer men trots det innehaller de resulterande konstellatio-
nerna, framtagna endast baserat pa korrelation, intressanta samband och monster som kan
vara viarda att studera ytterligare. Att konstellationerna upptriader symmetriskt, dvs att vi
formar samma grupper oavsett om vi borjar med att klustra gener eller arter, indikerar att
det kan finnas stabila relationer som kan tyda pa sanna associationer. Grader av symmetri
varierade bland konstellationerna. Mest symmetrisk var den konstellation med gener som
kodar fér horisontell DNA-Gverforing dér néistan helt identiska grupper bildades. Aven den
konstellation dar en hég andel av generna bestod av CRISPR-gener uppvisade stor symme-
tri. Vi skulle kunna tolka den hér symmetrin som att associationerna ar extra starka i dessa
grupper. Det ar ocksa i just dessa grupper som vi har hittat det vi tolkar som de mest in-
tressanta sambanden. De CRISPR-gener som finns i dessa konstellationer har mycket hoga
korrelationskoefficienter med triclosan vilket innebér att arterna som férekommer i samma
konstellationer klarar att etablera sig i hoga koncentrationer av triclosan. Eventuellt skulle
CRISPR-genernas forekomst kunna anvindas som markor f6r konstellationer vars arter lyc-
kas etablera sig i triclosan. Bade nér det géller horisontell 6verforing av DNA och transport
Over membran ser vi att dessa genfunktionaliteter &ndras Gver triclosan-gradienten. Nar det
géller 6verforing av DNA minskar den funktionaliteten i triclosan-gradienten vilket innebér
att arterna som associeras med den funktionaliteten skulle ha svart att etablera sig i hoga
koncentrationer. Man skulle kunna spekulera vidare i att arter som lyckas etablera sig i hoga
koncentrationer av triclosan har gjort sig av med plasmid-DNA i syfte att spara energi. Det
kan spekuleras i om detta i s& fall saktar ner evolutionen sé att resistens mot triclosan tar
langre tid for arterna att utveckla.

Flera aspekter relaterade till detta projekt har inte undersokts men skulle vara intressant
att studera narmare. I studien undersoktes exempelvis nédstan enbart trender i grupper av
gener och arter som 6kar med 6kad koncentration av triclosan. Eventuellt skulle andra intres-
santa samband kunna hittas da kluster av gener och arter som minskar med 6kad triclosan-
koncentration undersoks. Vidare analyserades endast relativt stora kluster d& det var ett
mycket litet antal gener och arter associerade med mindre kluster. Riktigt smé kluster och
féorhallandet och samband mellan arter och gener i dessa skulle vara intressant analysera.
Aven gener och arter som inte klassificeras till nagot kluster, till f6ljd av att deras korrela-
tionsmonster till generna/arterna skiljer sig mycket &t fran de andra, skulle kunna analyseras
ndrmare. Metoder for att berdkna sannolikheter for sanna associationer mellan data i olika
dataset skulle ocksa kunna studeras.

Slutligen kan vi séga att den framtagna metoden for att koppla ihop information fran tva
dataset, med separat data om arter och geners forekomst i en triclosan-gradient, resultera-
de i vad vi uppfattar som stabila konstellationer av arter och gener. Det vi kunde hitta i
konstellationerna var genfunktionaliteter som &dndrades signifikant med triclosan, kopplade
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till artgrupper som &ndrades pa samma sitt. Det hir projektet kan ddrmed ses som en ut-
forskande studie dér metoder for att kombinera information fran olika dataset utvecklas och
evalueras. I takt med att nya sekvenseringsmetoder kontinuerligt utvecklas produceras allt
storre méangder data och ddrmed finns ett behov av metoder som kan analysera denna sa
effektivt som mojligt. I syfte att extrahera sd mycket information som mojligt fran datan
kan déarfor metoder for att undersdka olika kombinationer av dataset undersokas vilket skulle
kunna 6ppna upp fér upptéickter om olika typer av samband som tidigare varit okénda.
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Appendix

Undersokning av arters variation med koncentrationen triclosan
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Figur 11: Scatter plots som visar hur forekomsten av arter &ndras med Skad koncentration av
triclosan jamfort med prov som inte behandlats med triclosan (pé& x-axeln). Medelviirdet av
férekomsten plottades for koncentrationer dar replikat finns. Plottarna &r inzoomade jamfort
med Figur 4.
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Konstellationer av arter och gener skapade baserat pa klustring av
arter

Tabell 4: Arter i konstellation 1.

Arter

Bacteria, Lentisphaerae, Lentisphaeria, Lentisphaerales, Lentisphaeraceae, Lentisphaera, Unclas-
sified Lentisphaera

Bacteria, Lentisphaerae, Lentisphaeria, Lentisphaerales, Lentisphaeraceae, Unclassified Lentis-
phaeraceae,

Bacteria, Proteobacteria, Alphaproteobacteria, Rhizobiales, Rhizobiaceae, Rhizobium, Unclassifi-
ed Rhizobium

Eukaryota, Chromalveolata, Hacrobia, Centrohelida, Acanthocystidae, Pterocystis, Chlamydaster

Eukaryota, Metazoa, Mollusca, Bivalvia, Mytiloida, Unclassified Mytiloida,
Eukaryota, Metazoa, Platyhelminthes, Turbellaria, Rhabdocoela, Unclassified Rhabdocoela,

Tabell 5: Gener i konstellation 1.

Gen Funktion Antal i genfamilj Korr med triclosan

TIGR02768 TraA Ti: Ti-type conjugative transfer relax- 751 -0.22
ase TraA

TIGR02760 Tral TIGR: conjugative transfer relaxase 1960 -0.23
protein Tral

TIGR02767 TraG-Ti: Ti-type conjugative transfer system 623 -0.27
protein TraG

TIGR02739 TraF: type-F conjugative transfer system 256 -0.14
pilin assembly protein TraF

TIGR02738 TrbB: type-F conjugative transfer system 153 -0.15
pilin assembly thiol-disulfide isomerase TrbB

TIGR00590 pcna: proliferating cell nuclear antigen (pc- 259 -0.16
na)

TIGR01971 Nuol: NADH-quinone oxidoreductase, chain 121 -0.27
I

TIGR01030 rpmH _bact: ribosomal protein L34 44 -0.10

TIGR03738 PRTRC_C: PRTRC system protein C 66 -0.28

TIGR02920 acc sec_ Y2: accessory Sec system transloca- 395 -0.14
se SecY?2

TIGR02791 VirB5: P-type DNA transfer protein VirB5 220 -0.14

TIGR02781 VirB9: P-type conjugative transfer protein 248 -0.16
VirB9

TIGR02686 relax trwC: conjugative relaxase domain 286 -0.21

TIGR04332 gamma Glu_sys: poly-gamma-glutamate 307 -0.19
system protein

TIGR03741 PRTRC _E: PRTRC system protein E 106 -0.22

TIGR03743 SXT _TraD: conjugative coupling factor 636 0.07
TraD, SXT/TOL subfamily

TIGRO03744 traC_PFL_4706: conjugative transfer AT- 892 -0.09
Pase, PFL_ 4706 family

TIGR02759 TraD_Ftype: type IV conjugative transfer 566 -0.16
system coupling protein TraD

TIGR02743 TraW: type-F conjugative transfer system 202 -0.15
protein TraW

TIGR02740 TraF-like: TraF-like protein 276 -0.15

TIGR02746 TraC-F-type: type-IV secretion system prote- 800 -0.34

in TraC
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Gen Funktion Antal i genfamilj Korr med triclosan

TIGR02747 TraV: type IV conjugative transfer system 145 -0.14
protein TraV

TIGR01912 TatC-Arch: Sec-independent protein 234 -0.27
translocase TatC

TIGR02775 TrbG_Ti: P-type conjugative transfer prote- 206 -0.16
in TrbG

Tabell 6: Arter i1 konstellation 2.

Arter

Bacteria, Bacteroidetes, Flavobacteria, Flavobacteriales, Flavobacteriaceae, Kordia, Bacteroide-
tes bacterium SOVtol0

Bacteria, Bacteroidetes, Flavobacteria, Flavobacteriales, Flavobacteriaceae, Kordia, Unclassified
Kordia

Bacteria, Firmicutes, Bacilli, Bacillales, Paenibacillaceae, Ammoniphilus, Unclassified Ammonip-
hilus

Bacteria, Fusobacteria, Fusobacteria, Fusobacteriales, Leptotrichiaceae, Unclassified Leptotrichia-
ceae,

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Aestuarii-
bacter, Aestuariibacter salexigens

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Aestuarii-
bacter, Alteromonas sp. S89

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Aestuarii-
bacter, bacterium 1H105

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Alteromo-
nas, Alteromonas genovensis

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-
la, Glaciecola pallidula

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-
la, Glaciecola sp. S577

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-
la, gas vacuolate str. 206

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Porticoc-
cus, gamma proteobacterium IMCC2136

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Saccha-
rophagus, Saccharophagus degradans 2-40

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Simiduia,
Simiduia agarivorans

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Simiduia,
Simiduia areninigrae

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Simiduia,
Simiduia sp. KLE1111

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Teredini-
bacter, Teredinibacter turnerae T7901

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Unclassifi-
ed Alteromonadaceae,

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Colwelliaceae, Colwellia,
Colwellia psychrerythraea 34H

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Colwelliaceae, Colwellia,
Colwellia sp. STAB404

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Colwelliaceae, Thalassomo-
nas, Thalassomonas sp. Za6a-12

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Shewanellaceae, Shewanella,
Shewanella putrefaciens
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Arter

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Unclassified Alteromonadales,
Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Enterobacteriales, Enterobacteriaceae,
Escherichia-Shigella, Unclassified Escherichia-Shigella

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Hahellaceae, Hahella, Hahella
chejuensis KCTC 2396

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Oceanospirillaceae, Amphri-
tea, Amphritea japonica

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Oceanospirillaceae, Amphri-
tea, Unclassified Amphritea

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Oceanospirillaceae, Oceano-
bacter, Thalassolituus sp. H61

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Oceanospirillaceae, Oceano-
bacter, Unclassified Oceanobacter

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Oceanospirillaceae, Thalasso-
lituus, Thalassolituus sp. IMCC1883

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Order Incertae Sedis, Family Incertae Sedis,
Arenicella, Stilbonema sp. associated bacterium 8 II 6

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Pasteurellales, Pasteurellaceae, Aggregatibac-
ter, Unclassified Aggregatibacter

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Pseudomonadales, Unclassified Pseudomonada-
les, ,

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Vibrionales, Unclassified Vibrionales, ,
Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, Bacillariophyceae, Eo-
limna

Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, Bacillariophyceae, Rho-
palodia

Eukaryota, Rhizaria, Cercozoa, Granofilosea, Massisteria, Massisteria marina, Unclassified Mas-
sisteria marina

Eukaryota, Rhizaria, Cercozoa, Granofilosea, Unclassified Granofilosea, ,

Eukaryota, Unikonta, Amoebozoa, Discosea, Flabellinia, Vannellida, Platyamoeba

Eukaryota, Unikonta, Choanomonada, Craspedida, Salpingoeca, Salpingoeca tuba, Unclassified
Salpingoeca tuba

Tabell 7: Gener i konstellation 2.

Gen Funktion Antal i genfamilj Korr med triclosan

TIGR03703 plsB: glycerol-3-phosphate O-acyltransferase 799 0.93

TIGR03822 AblA like 2: lysine-2,3-aminomutase- 321 0.92
related protein

TIGR00238 TIGR00238: KamA family protein 331 0.91

TIGR03820 lys 2 3 AblA: lysine-2,3-aminomutase 417 0.90

TIGR03821 AblA like 1: lysine-2,3-aminomutase-like 321 0.92
protein

TIGR02317 prpB: methylisocitrate lyase 285 0.94

TIGRO1527 arch NMN Atrans: nicotinamide-nucleotide 167 0.95
adenylyltransferase

TIGR03890 nifll cupin: nifll domain/cupin domain 171 0.98
protein

TIGRO1873 cas_CT1978: CRISPR-associated endori- 87 0.96
bonuclease Cas2, subtype I-E/ECOLI

TIGRO01907 casE_Cse3: CRISPR-associated protein 208 0.97
Cas6/Cse3/CasE, subtype I-E/ECOLI

TIGR04211 SH3 and anchor: SH3 domain protein 198 0.92
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Gen Funktion Antal i genfamilj Korr med triclosan

TIGR02103 pullul _strch: alpha-1,6-glucosidases, 900 0.93
pullulanase-type

TIGR02816 pfaB fam: PfaB family protein 534 0.95

TIGRO01868 casD_Casbe: CRISPR~associated protein 230 0.96
Casb/CasD, subtype I-E/ECOLI

TIGR01869 casC Csed: CRISPR-associated protein 325 0.97

Cas7/Cse4/CasC, subtype I-E/ECOLI

Tabell 8: Arter i konstellation 3.

Arter

Bacteria, Actinobacteria, Actinobacteria, Micrococcales, Microbacteriaceae, Microbacterium, Un-
classified Microbacterium

Bacteria, Bacteroidetes, Flavobacteria, Flavobacteriales, Flavobacteriaceae, Flavobacterium, Fla-
vobacterium kamogawaensis

Bacteria, Bacteroidetes, Flavobacteria, Flavobacteriales, Flavobacteriaceae, Flavobacterium, Fla-
vobacterium sp. GSW-R14

Bacteria, Bacteroidetes, Flavobacteria, Flavobacteriales, Flavobacteriaceae, Winogradskyella,
Bacteroidetes bacterium E42

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Aestuarii-
bacter, Aestuariibacter litoralis

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-
la, Glaciecola nitratireducens

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-
la, Glaciecola nitratireducens FR1064

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Haliea,
Haliea mediterranea

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Porticoc-
cus, Porticoccus litoralis

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Colwelliaceae, Colwellia,
Colwellia demingiae

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Oceanospirillaceae, Amphri-
tea, Amphritea sp. MEBiC05461T

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Oceanospirillaceae, Oceano-
spirillum, Unclassified Oceanospirillum

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Oleiphilaceae, Oleiphilus,
Oleiphilus messinensis

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Thiotrichales, Family Incertae Sedis, Caedibac-
ter, Caedibacter taeniospiralis

Eukaryota, Alveolata, Ciliophora, Intramacronucleata, Conthreep, Phyllopharyngea, Suctoria
Eukaryota, Alveolata, Ciliophora, Intramacronucleata, Spirotrichea, Euplotia, Euplotes
Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, Bacillariophyceae, Cra-
ticula

Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Dictyochophyceae, Pedinellales, Dictyochophyceae,
Pteridomonas

Eukaryota, Excavata, Euglenozoa, Kinetoplastea, Metakinetoplastina, Neobodonida, Neobodo
Eukaryota, Excavata, Euglenozoa, Kinetoplastea, Metakinetoplastina, Neobodonida, Unclassified
Neobodonida

Eukaryota, Excavata, Euglenozoa, Kinetoplastea, Metakinetoplastina, Trypanosomatida, Trypa-
nosoma

Eukaryota, Excavata, Euglenozoa, Kinetoplastea, Metakinetoplastina, Trypanosomatida, Unclas-
sified Trypanosomatida

Eukaryota, Excavata, Euglenozoa, Kinetoplastea, Metakinetoplastina, Unclassified Metakine-
toplastina,
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Arter

Eukaryota, Rhizaria, Cercozoa, 7-2.3, Gymnophrys sp. COHH 17, Unclassified Gymnophrys sp.

COHH 17,

Eukaryota, Unikonta, Amoebozoa, Discosea, Flabellinia, Dactylopodida, Unclassified Dactylopo-

dida

Eukaryota, Unikonta, Amoebozoa, Discosea, Flabellinia, Vannellida, Unclassified Vannellida

Tabell 9: Gener i konstellation 3.

Gen Funktion Antal i genfamilj Korr med triclosan

TIGR02548 casB_cse2: CRISPR type I-E/ECOLI- 159 0.95
associated protein CasB/Cse2

TIGR03907 QH _beta: quinohemoprotein amine dehydro- 338 0.88
genase, beta subunit

TIGR01503 MthylAspMut E: methylaspartate mutase, 480 0.89
E subunit

TIGRO0816  tdt: C4-dicarboxylate transporter/malic acid 320 0.91
transport protein

TIGR02922 TIGR02922: TIGR02922 family protein 67 0.96

TIGR02910 sulfite red A: sulfite reductase, subunit A 334 0.86

TIGR02680 TIGR02680: TIGR02680 family protein 1356 0.89

TIGR03908 QH _alpha: quinohemoprotein amine dehyd- 510 0.88
rogenase, alpha subunit

TIGRO03758 conj TIGRO03758: integrating conjugative 76 0.95
element protein, PFL 4701 family

TIGR03295 frhA: coenzyme F420 hydrogenase, subunit 412 0.84
alpha

TIGR00142 hycl: hydrogenase maturation peptidase Hy- 146 0.85
cl

TIGR03993 hydrog HybE: [NiFe| hydrogenase assembly 143 0.87

chaperone, HybE family
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Konstellationer av arter och gener skapade baserat pa klustring av

gener
Tabell 10: Gener i konstellation 1.

Gen Funktion Antal i genfamilj Korr med triclosan

TIGR00540 TPR_ hemY coli: heme biosynthesis- 385 0.83
associated TPR protein

TIGR01848 PHA reg PhaR: polyhydroxyalkanoate 107 0.80
synthesis repressor PhaR

TIGR03010 sulf tusC_dsrF: sulfur relay protein 116 0.81
TusC/DsrF

TIGR03012 sulf tusD dsrE: sulfur relay protein 127 0.78
TusD/DsrE

TIGR01935 NOT-MenG: RraA family 150 0.88

TIGRO01434 glu cys_ligase: glutamate—cysteine ligase 512 0.90

TIGR03822 AblA like 2: lysine-2,3-aminomutase- 321 0.92
related protein

TIGR02449 TIGR02449: TIGR02449 family protein 65 0.68

TIGR02443 TIGR02443: conserved hypothetical protein 59 0.83

TIGR00148 TIGR00148: UbiD family decarboxylase 438 0.81

TIGR02451 anti_sig ChrR: anti-sigma factor, putative, 216 0.91
ChrR family

TIGR02998 RraA entero: regulator of ribonuclease acti- 161 0.90
vity A

TIGRO1709 typell sec gspL: type II secretion system 389 0.87
protein L

TIGRO01345 malate syn G: malate synthase G 721 0.91

TIGRO01344 malate syn A: malate synthase A 511 0.91

TIGR02518 EutH ACDH: acetaldehyde dehydrogenase 488 0.78
(acetylating)

TIGR00238 TIGR00238: KamA family protein 331 0.91

TIGR03138 QueF: queuine synthase 275 0.84

TIGRO03136 malonate biotin: Na+-transporting malona- 399 0.71
te decarboxylase, carboxybiotin decarboxyla-
se subunit

TIGRO01752 flav_long: flavodoxin 167 0.74

TIGRO01753 flav_short: flavodoxin 140 0.82

TIGRO03820 lys 2 3 ADIA: lysine-2,3-aminomutase 417 0.90

TIGR03821 AblA like 1: lysine-2,3-aminomutase-like 321 0.92
protein

TIGRO1711 gspJ: type II secretion system protein J 192 0.88

TIGRO1713  typell sec gspC: type II secretion system 259 0.82
protein C

TIGR00481 TIGRO00481: Raf kinase inhibitor-like prote- 142 0.70
in, YbhB/YbcL family

TIGR00484 EF-G: translation elongation factor G 691 0.61

TIGR00312 cbiD: cobalamin biosynthesis protein CbiD 347 0.82

TIGR01300 CPA3 mnhG_phaG: monovalent ca- 97 0.77
tion/proton antiporter, MnhG/PhaG subunit

TIGRO01834 PHA synth III E: poly(R)- 324 0.62
hydroxyalkanoic acid synthase, class III,
PhaE subunit

TIGR02334 prpF: probable AcnD-accessory protein PrpF 390 0.89

TIGR00013 taut: 4-oxalocrotonate tautomerase family 64 0.69

enzyme
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Gen Funktion Antal i genfamilj Korr med triclosan

TIGR01109 Na_ pump decarbB: sodium ion- 354 0.72
translocating decarboxylase, beta subunit

TIGR02205 septum_ zipA: cell division protein ZipA 284 0.83

TIGR02804 ExbD _2: TonB system transport protein 121 0.84
ExbD

TIGRO00190 thiC: thiamine biosynthesis protein ThiC 423 0.74

TIGR01298 RNaseT: ribonuclease T 200 0.82

TIGR00452 TIGR00452: tRNA (mo5U34)- 314 0.73
methyltransferase

TIGRO01195 oadG_fam: sodium pump decarboxylases, 84 0.77
gamma subunit

TIGRO01594 holin lambda: phage holin, lambda family 107 0.80

TIGR03503 TIGR03503: TIGR03503 family protein 374 0.64

TIGR00230 sfsA: sugar fermentation stimulation protein 234 0.83

TIGR02364 dha_pts: dihydroxyacetone kinase, phospho- 125 0.64
transfer subunit

TIGR01450 recC: exodeoxyribonuclease V, gamma subu- 1063 0.91
nit

TIGR00942 2a6301s05: multicomponent Na-:H-+ anti- 144 0.76
porter

TIGR00941 2a6301s03: multicomponent Na+:H+ anti- 104 0.76
porter, MnhC subunit

TIGRO1707 gspl: type II secretion system protein I 101 0.87

Tabell 11: Arter i konstellation 1.
Arter

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Alteromo-
nas, Alteromonas macleodii

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Alteromo-
nas, Alteromonas sp. SN2

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Alteromo-
nas, Unclassified Alteromonas

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Candida-
tus Endobugula, Candidatus Endobugula glebosa

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Eionea,
Eionea nigra

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-
la, Alteromonas macleodii

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-
la, Glaciecola pallidula

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-
la, Glaciecola punicea

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-
la, Glaciecola punicea DSM 14233 = ACAM 611

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-
la, Glaciecola siphonariae

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-
la, Pseudoalteromonas atlantica T6c

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-
la, Unclassified Glaciecola

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-
la, bacterium QM22

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Saccha-
rophagus, Saccharophagus degradans 2-40
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Arter

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Simiduia,
Simiduia sp. KLE1111
Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Unclassifi-
ed Alteromonadaceae,
Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Unclassified Alteromonadales,

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Enterobacteriales, Enterobacteriaceae, Crono-
bacter, Cronobacter turicensis z3032

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Enterobacteriales, Enterobacteriaceae, Entero-
bacter, Unclassified Enterobacter

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Enterobacteriales, Enterobacteriaceae, Erwinia,
Erwinia tasmaniensis

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Enterobacteriales, Enterobacteriaceae,
Escherichia-Shigella, Unclassified Escherichia-Shigella

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Oceanospirillaceae, Oceano-
bacter, Thalassolituus sp. H61

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Oceanospirillaceae, Oceano-
bacter, Unclassified Oceanobacter

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Oceanospirillaceae, Thalasso-
lituus, Thalassolituus sp. IMCC1883

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Pasteurellales, Pasteurellaceae, Aggregatibac-
ter, Unclassified Aggregatibacter

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Pasteurellales, Pasteurellaceae, Unclassified Pa-
steurellaceae,

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Pseudomonadales, Pseudomonadaceae, Cellvi-
brio, Cellvibrio japonicus Uedal07

Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, Bacillariophyceae,
Amphiprora

Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, Bacillariophyceae, En-
cyonema

Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, Bacillariophyceae, En-
tomoneis

Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, Bacillariophyceae,
Gomphonema

Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, Bacillariophyceae,
Lemnicula

Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, Bacillariophyceae,
Placoneis

Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, Bacillariophyceae, Rho-
palodia

Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, Bacillariophyceae, Suri-
rella

Eukaryota, Unikonta, Amoebozoa, Discosea, Flabellinia, Dactylopodida, Vexillifera

Tabell 12: Gener i konstellation 2.

Gen Funktion Antal i genfamilj Korr med triclosan
TIGRO01448 recD _rel: helicase, RecD/TraA family 720 -0.05
TIGR02768 TraA Ti: Ti-type conjugative transfer relax- 751 -0.22
ase TraA
TIGR02760 Tral TIGR: conjugative transfer relaxase 1960 -0.23
protein Tral
TIGR02739 TraF: type-F conjugative transfer system 256 -0.14

pilin assembly protein TraF
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Gen

Funktion

Antal i genfamilj

Korr med triclosan

TIGR02738 TrbB: type-F conjugative transfer system 153 -0.15
pilin assembly thiol-disulfide isomerase TrbB

TIGR00590 pcna: proliferating cell nuclear antigen (pc- 259 -0.16
na)

TIGR01030 rpmH _bact: ribosomal protein L34 44 -0.10

TIGR02791 VirB5: P-type DNA transfer protein VirB5 220 -0.14

TIGR02781 VirB9: P-type conjugative transfer protein 248 -0.16
VirB9

TIGR02686 relax trwC: conjugative relaxase domain 286 -0.21

TIGR03743 SXT _TraD: conjugative coupling factor 636 0.07
TraD, SXT/TOL subfamily

TIGRO03744 traC_PFL_4706: conjugative transfer AT- 892 -0.09
Pase, PFL_ 4706 family

TIGR03674 fen arch: flap structure-specific endonuclease 338 -0.18

TIGR02759 TraD_Ftype: type IV conjugative transfer 566 -0.16
system coupling protein TraD

TIGR02743 TraW: type-F conjugative transfer system 202 -0.15
protein TraW

TIGR02740 TraF-like: TraF-like protein 276 -0.15

TIGR02747 TraV: type IV conjugative transfer system 145 -0.14
protein TraV

TIGRO02775 TrbG_Ti: P-type conjugative transfer prote- 206 -0.16
in TrbG

Tabell 13: Arter i konstellation 2.
Arter

Bacteria, Cyanobacteria, Cyanobacteria, SubsectionlIl, Familyl, Oscillatoria, Phormidium sp.

MBIC10210

Bacteria, Lentisphaerae, Lentisphaeria, Lentisphaerales, Lentisphaeraceae, Lentisphaera, Unclas-
sified Lentisphaera
Bacteria, Lentisphaerae, Lentisphaeria, Lentisphaerales, Lentisphaeraceae, Unclassified Lentis-

phaeraceae,

Bacteria, Proteobacteria, Alphaproteobacteria, Rhizobiales, Rhizobiaceae, Rhizobium, Unclassifi-

ed Rhizobium

Eukaryota, Alveolata, Ciliophora, Intramacronucleata, Conthreep, Phyllopharyngea, Ephelota
Eukaryota, Alveolata, Protalveolata, Syndiniales, Syndiniales, Syndiniales Group I, Syndiniales
Eukaryota, Chromalveolata, Hacrobia, Centrohelida, Acanthocystidae, Pterocystis, Chlamydaster
Eukaryota, Metazoa, Mollusca, Bivalvia, Mytiloida, Unclassified Mytiloida,
Eukaryota, Metazoa, Platyhelminthes, Turbellaria, Rhabdocoela, Unclassified Rhabdocoela,

Tabell 14: Gener i konstellation 3.

Gen Funktion Antal i genfamilj Korr med triclosan

TIGR03703 plsB: glycerol-3-phosphate O-acyltransferase 799 0.93

TIGR01435 glu cys_lig rel: glutamate—cysteine 719 0.84
ligase/gamma-glutamylcysteine synthetase

TIGRO01346 isocit_lyase: isocitrate lyase 527 0.95

TIGRO1190 ccmB: heme exporter protein CcmB 211 0.82

TIGR00254 GGDEF: diguanylate cyclase (GGDEF) do- 168 0.89
main

TIGR02319 CPEP_Pphonmut: carboxyvinyl- 294 0.85
carboxyphosphonate phosphorylmutase

TIGR02317 prpB: methylisocitrate lyase 285 0.94
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Gen Funktion Antal i genfamilj Korr med triclosan

TIGRO01527 arch NMN Atrans: nicotinamide-nucleotide 167 0.95
adenylyltransferase

TIGR02798 ligK PcmE: 4-carboxy-4-hydroxy-2- 222 0.83
oxoadipate aldolase/oxaloacetate decarboxy-
lase

TIGR03890 nifll cupin: nifll domain/cupin domain 171 0.98
protein

TIGRO1705 MTA/SAH-nuc-hyp: putati- 212 0.86
ve 5-methylthioadenosine/S-
adenosylhomocysteine nucleosidase

TIGR02320 PEP _mutase: phosphoenolpyruvate phos- 284 0.84
phomutase

TIGR02321 Pphn_pyruv_hyd: phosphonopyruvate hyd- 290 0.88
rolase

TIGR02911 sulfite _red B: sulfite reductase, subunit B 261 0.85

TIGR02547 casA_csel: CRISPR type I-E/ECOLI- 504 0.96
associated protein CasA/Csel

TIGRO1873 cas CT1978: CRISPR-associated endori- 87 0.96
bonuclease Cas2, subtype I-E/ECOLI

TIGR01907 casE_Cse3: CRISPR~associated protein 208 0.97
Cas6/Cse3/CasE, subtype I-E/ECOLI

TIGR04211 SH3 and anchor: SH3 domain protein 198 0.92

TIGR02103 pullul strch: alpha-1,6-glucosidases, 900 0.93
pullulanase-type

TIGR02816 pfaB fam: PfaB family protein 534 0.95

TIGRO01868 casD_Casbe: CRISPR~associated protein 230 0.96
Casb/CasD, subtype I-E/ECOLI

TIGRO01869 casC Csed: CRISPR-associated protein 325 0.97
Cas7/Cse4/CasC, subtype I-E/ECOLI

TIGR03948 butyr acet CoA: butyryl-CoA:acetate CoA- 445 0.91
transferase

Tabell 15: Arter i konstellation 3.
Arter

Bacteria, Bacteroidetes, Flavobacteria, Flavobacteriales, Flavobacteriaceae, Kordia, Unclassified

Kordia

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Aestuarii-

bacter, bacterium 1H105

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Candida-

tus Endobugula, Candidatus Endobugula glebosa

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Dasania,

marine gamma proteobacterium HTCC2143

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-

la, Alteromonas macleodii

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-

la, Glaciecola pallidula

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-

la, Glaciecola siphonariae

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Glacieco-

la, Unclassified Glaciecola

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Melitea,

Alteromonadaceae bacterium HB10001

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Saccha-

rophagus, Saccharophagus degradans 2-40
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Arter

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Simiduia,
Simiduia sp. KLE1111

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Alteromonadaceae, Unclassifi-
ed Alteromonadaceae,

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Colwelliaceae, Colwellia,
Colwellia psychrerythraea 34H

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Alteromonadales, Unclassified Alteromonadales,
Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Enterobacteriales, Enterobacteriaceae,
Escherichia-Shigella, Unclassified Escherichia-Shigella

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Oceanospirillaceae, Oceano-
bacter, Thalassolituus sp. H61

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Oceanospirillaceae, Oceano-
bacter, Unclassified Oceanobacter

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Oceanospirillales, Oceanospirillaceae, Thalasso-
lituus, Thalassolituus sp. IMCC1883

Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Unclassified Gammaproteobacteria, , ,
Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, Bacillariophyceae, Eo-
limna

Eukaryota, Chromalveolata, Stramenopiles, Diatomea, Bacillariophytina, Bacillariophyceae, Rho-
palodia

Eukaryota, Rhizaria, Cercozoa, Granofilosea, Massisteria, Massisteria marina, Unclassified Mas-
sisteria marina

Eukaryota, Rhizaria, Cercozoa, Granofilosea, Unclassified Granofilosea, ,
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