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Abstrakt prace

Bakalafska prace se vénuje problematice horizontalniho ptenosu genetickych elementt
mezi bakteriemi riznych kment a implementaci softwarové analyzy, ktera umozni
identifikaci gent, pfenesenych horizontalné. Pouzité bali¢ky a nastroje byly testovany na
datasetu genomu bakterii nékolika kmenti. Teoreticka ¢ast prace je vénovana detailnimu
popisu pienosu genetickych elementi mezi bakteriemi a také jsou v ni popsany nékteré
moderni laboratorni techniky umoznujici sekvenaci genomi riznymi zpusoby.
V praktické Casti se prace zabyva predzpracovanim genomickych soubori za ucelem
ziskani vhodného formatu dat pro naslednou anotaci. Pro detekci horizontalniho pfenosu
genetickych komponent mezi jednotlivymi bakteriemi je pfedstaven vlastni skript, ktery
anotované baktérie sefazuje do tabulek a hleda v jejich genomech stejné geny, které dle
teoretickych predpokladi byli pfeneseny horizontalnim zptisobem. Dale je detekovany
pfenos gent vizualizovan pomoci nastroji, které graficky znazoriuji fylogenetické
vztahy mezi bakteriemi. V poslednim kroku jsou mobilni genetické elementy
vizualizovany pomoci siti a na zakladé¢ jejich statické analyzy je provedena diskuse k
vysledkim pfesnosti a uspeéSnosti navrhnuté analyzy.

Klicova slova

Anotace, Fylogeneticka analyza, Horizontalni pfenos gent, Sekvenace, Sitova analyza

Abstract

The bachelor's thesis focuses on the issue of horizontal genetic elements transfer between
bacteria of different strains and the software analysis implementation that enables
horizontally transferred genes identification. The packages and tools used were tested on
a dataset of bacterial genomes from several strains. The thesis’ theoretical part provides
a detailed description of the genetic components transfer between bacteria and describes
modern laboratory techniques that enable genome sequencing in various ways. In the
practical part, the thesis deals with the preprocessing of genomic files to obtain suitable
data for annotation. To detect the horizontal transfer of genetic elements between bacteria,
a script is introduced, which organizes annotated bacteria to tables and searches for the
same genes in their genomes that, under theoretical assumptions, were horizontally
transferred. Furthermore, the gene transfer is visualized using tools that graphically
represent phylogenetic relations between bacteria. In the final step, bacterial genomes are
connected into networks, and based on their static analysis, a discussion is conducted on
the results accuracy and the success of the proposed analysis.

Keywords

Annotation, Phylogenetic analysis, Horizontal gene transfer, Sequencing, Network
analysis
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UvoD

Horizontalni pfenos genetickych elementd mezi bakteriemi hraje vyznamnou roli
Vv jejich evoluci a podili se na Sifeni patogend a rezistenci na antimikrobialni latky.
Horizontalni pfenos gent je tedy dilezity pro udrzeni genetické rozmanitosti
v bakterilnich populacich a mize pfispét k adaptaci bakterii na nové prostredi. Bakterie
tak mohou ziskat geny pro produkci enzymt, které jim umoznuji zpracovavat nové zdroje
energie nebo substraty. Dale mohou bakterie ziskat geny pro produkci toxini a také geny
zvySujici virulenci. Horizontalni pfenos gent proto piedstavuje dulezity mechanismus
v evoluci bakterii, které tak mohou ziskavat nové genetické informace a vylepSovat své
schopnosti. Tento proces, avsak také prispiva k Sifeni patogent a mize vést az k selekci
novych kmenu bakterii, které do svého genomu zaclenily rizné geny rezistence. To pak
Casto vede az kabsolutni odolnosti bakterie vi¢i vSem znamym a pouzivanym
medikamentim.

Bakalaiskd prace se zabyva spravnou implementaci jiz dostupnych softwari
a nastroju, kterymi lze analyzovat genomy bakterii riznych kment a porovnavat je mezi
sebou, za ucelem vyhledani spolecnych genl. Zejména téch, které byly pfeneseny
horizontaln€. V prvni ¢asti bakalaiské prace jsou popsany zptisoby pienosu genetickych
komponent mezi bakteriemi a jejich vyznam. Druha ¢ast prace se zabyva popisem
nckolika nyni dostupnych sekvenaénich technik, umoZnujicich sekvenaci genomi
riznymi zpisoby a technologiemi.

Ve tieti kapitole nasleduje navrh postupu zpracovani genomt, jejich fylogeneticka
analyza, anotace, a grafické zndzornéni obsahu genomu pro jejich nasledné porovnani.
Déle se préce zabyva aplikaci dostupnych balickt a online-nastroji, jmenovité: balickem
UBCG pro fylogenetickou analyzu, nastrojem Prokka pro anotaci genomd, nastrojem
DNAPIotter pro grafické znazornéni anotovanych ¢asti genomu a online-nastrojem iTOL,
ktery umoznuje sestavit fylogeneticky strom na zakladé podobnosti zkoumanych
genomu. Také nezbytnou ¢asti této kapitoly je navrh vlastni funkce pro identifikaci
mobilnich genetickych elementd a nalezeni podobnosti mezi genomy. Pro grafické
znazornéni této podobnosti se v praci pouziva nastroj Cytoscape, umoziujici genomy
jednoho kmenu zobrazit v podobg siti a propojit je na zakladé sdilenych gent.
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1. PRENOS GENETICKE INFORMACE

Genetické komponenty se mohou mezi buiikami pienaset riznymi zpasoby, které 1ze
rozdélit do dvou zakladnich kategorii: na horizontalni a vertikalni ptenos. Vertikalni
prenos je proces pienosu genetické informace, ve kterém se dana informace pfenese
z rodi¢e na potomka, viz Obrézek 1A. Naopak, horizontélni ptenos je proces prenosu
genetické informace mezi jedinci neptibuznych generaci, viz Obrazek 1B. [1]

A) Vertikalni pienos genu | B) Horizontalni pfenos gend

1. Transformace

r\ - pfenaseny gen

/
/N I\ ‘
: CA

3. Konjugace

Obrézek 1: Vertikalni pfenos genti nebo dédi¢nost (1A), horizontalni pfenos gent a jeho
typy (1B). Upraveno a ptevzato z [1]

1.1 Vertikalni pFenos genii

Vertikalnim pfenosem genetické informace nazyvame pienos, pfi kterém rodicovska
buiika predava své geny dcefiné buiice. Tento proces se fidi Mendelovymi zakony
a principy o dédi¢nosti [1]:

1. Princip uniformity — tento princip fika, ze pii vzajemném kiizeni dvou
homozygotl jsou vSichni potomci takového kiiZzeni genotypové a fenotypoveé
identicti.

2. Princip segregace — alely urlujici pfiznaky se rozdéluji v gametech b&hem
meiozy, a tak vznika stejny pocet pohlavnich buné¢k.

3. Princip nezavislé segregace — alely jednoho lokusu segreguji do gamet
nezavislych na alelach jinych lokusi.

Tyto tii zakladni principy znac¢né ovlivnily celkovy vyzkum spojeny s genetikou.

V soucasnosti tyto principy stale slouzi pro popsani zakladnich jeva dédi¢nosti a detekci
gent, které byly pfeneseny od rodict k potomkim neboli vertikalnim pienosem genetické
informace. [1]
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1.2 Horizontalni pfenos geni

Horizontalni pfenos genu (angl. horizontal gene transfer (HGT)) je proces, kdy
organismus pienasi geneticky materidl do jiného organismu bez geneticky ptibuzenského
vztahu napf. v ramci stejné generace. Tento proces je zndm a pfevazné zkouman
u bakterii. [1]

Pravé schopnost bakterii piizplsobit se novému prostiedi v ramci evoluce je
nejcastéji vysledkem ziskdvani novych genti prostfednictvim HGT, nikoli mutacemi.
Bakterie poskytovatele genu se nazyva darcovska neboli donor, bakterie piijimajici gen
nazyvame piijemcem neboli recipientem. Bakterie mohou obsahovat kromé bakterialniho
chromozomu i malé nechromozomalni molekuly DNA, které se nazyvaji plazmidy.
Plazmidy jsou tvofeny obvykle 5 az 100 geny a nejsou pro zivot bakterii nezbytné. Avsak,
praveé plazmidy uchovavaji evoluéné vyhodné bakterialni geny, jako naptiklad geny
rezistence k antibiotiktim. [1]

Horizontalni pfenos genl lze obecné rozdélit do tii zdkladnich typl: konjugace,
transdukce a naturalni neboli pfirozend transformace. Konjugace je proces genetické
rekombinace, pii které dochazi k pienosu DNA z donoru do recipientu kontaktem mezi
bunikami. Transdukce je pienos fragmentu bakteridlni DNA z jedné bakterie do druhé
pomoci bakteriofaga. Pfirozena transformace je piijem neboli integrace extracelularni
DNA, ke které muze dojit za ptirozenych podminek zivota bakterii.

1.2.1 Konjugace

Konjugace je mechanismus horizontalniho pfenosu genid mezi bakteriemi, ktery
zahrnuje pfimy kontakt mezi dvéma buinkami, béhem néhoZ se ptfenasi geneticky
material. Tento proces umoziuje pienos plazmidd, kruhovych molekul DNA
obsahujicich genetické informace, mezi bakteriemi.

Pro konjugaci jsou dulezité dva hlavni prvky: oriT (origin of transfer) a tra geny. oriT
je specificka sekvence DNA na plazmidu, ktera funguje jako misto, ze kterého zacina
ptenos genetického materialu. oriT obsahuje informace, které jsou rozpoznany
konjugativnim aparatem bakterie, ktery je zapojen do pfenosu plazmidu. Tra geny jsou
geny kddované na plazmidu, které jsou zapojeny do procesu konjugace. Tyto geny
obsahuji informace pro tvorbu struktur a enzymd, které jsou nezbytné pro konjugaci. [1]

Prvnim krokem konjugace je vazba konjugativnim pilem?!, ktery je vytvofen
konjugativnimi proteiny kédovanymi tra geny. Pilus umoziuje kontakt mezi bunikami
a vytvari kanal pro pfenos plazmidu, viz Obrazek 2A. Jakmile je vytvofen kontakt, pfenos
plazmidu probiha rozvolnénim plazmidové DNA, kdy je jeden fetézec plazmidu pfenesen
na recipienta. Po pfenosu je druhy fetézec syntetizovan v recipientovi, pak je plazmid
kompletni v obou burkach, viz Obrdzek 2B. [1]

1 Konjugativni pilus — vlasovity Gtvar na povrchu bakterif, slouzici ke spojeni dvou bakterii pti
konjugaci [3].
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DNA donorské
DNA donorské burky tra geny

bunky P
tra geny oriT oriT sekvence

Konjugativni plazmid

DNA prijimaci bunky
Konjugatlvm Moblllzovatelny
plazmid plazmid

Konjugativni pilus —
DNA prijimaci bunky

Obrézek 2:Schématické zobrazeni procesu konjugace: v ¢asti (A) jsou zobrazeny
bakterie spojené pilem, v ¢asti (B) jsou zobrazeny vysledné bakterie obsahujici
konjugativni plazmid. Pievzato a upraveno z [1]

1.2.2 Transdukce

Transdukce je jeden z mechanismu horizontdlniho pienosu genii mezi bakteriemi, pfi
kterém jsou geny piendSeny z jedné bakterie do druhé prostiednictvim bakteridlnich viri
nazyvanych bakteriofagy. Bakteriofagy jsou viry, které infikuji bakterie a reprodukuji se
v jejich hostitelskych bunikdch. Béhem tohoto procesu mohou bakteriofagy nahodné
zachytit geny z genetického materialu hostitelské bakterie. Zakladni princip transdukce
spoc¢iva v nekolika krocich. Zaprvé se bakteriofag pfipojuje k povrchu hostitelské
bakterie pomoci specifické signalizace mezi fagem a receptory na povrchu bakterie.
Nekteré fagy injektuji sviyj geneticky material pies bunéénou sténu do hostitelské buiiky,
zatimco jiné se celé vstiebaji do builky. Po proniknuti dovniti hostitelské buniky se
geneticky material faga replikuje. To zahrnuje kopirovani DNA faga a syntézu novych
fagovych proteint, viz Obréazek 3 [1]. Existuji dvé formy transdukce: obecna a specificka.

( ) (4 \ )

b @ 2 :
Q Q@@ E— CD Pekombineon O
a’ =@ @ “:‘

bakteriofag

Produkce
normalnich fagu
a (velmi vzacne) Infekce recipientni
Infekce donorove abnormalnich fagu bakterie abnormalnim
bakterie fagem s bakterialni DNA (27 Q fagem s (a) Rekombinant

Obrazek 3: Schéma obecné transdukce u bakterii [3]
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Obecna transdukce je nahodny proces, pii kterém jsou geny nahodné zachyceny z
genomu hostitelské bakterie a pfeneseny do genomu bakteriofagu. Tyto zachycené geny
jsou poté pieneseny do nové bakterie, pokud je fag infikuje. Konkrétnim ptikladem
obecné transdukce je mozné uvést tvorbu virovych ¢astic, kdy fag zachyti ¢ast darcovské
DNA a muze piedat cizi geny jingym bunkam, ¢imz je infikuje. Jakmile je recepientni
burika infikovana ¢astici faga, je do ni zaveden geneticky material darcovské bunky, ktery
se rekombinuje s homologni €asti chromozomu od piijemce a vytvoii stabilniho
rekombinanta. [1]

Specifické transdukce je dé&j, pii kterém jsou specifické geny pienaseny z jedné
bakterie na druhou pomoci specializovanych bakteriofagi. Tyto fagy jsou schopny
pienaset pouze urcité geny nebo sekvence z hostitelského genomu. Vzhledem Kk tomu, ze
ve veétSin¢ stiedné aktivnich bakteriofagli se integruje genetické informace do
bakteridlniho chromozomu na specifickych usecich, ptenaseji pouze specifickou ¢ast
bakterialni DNA. DNA defektniho faga se rekombinuje s DNA piijimajici buiky pomoci
rekombinace specifické pro dané misto a rekombinant se diky vnesenému genu stane
merodiploidem?. Tento proces miizeme pozorovat napiiklad pii prenosu genu gal P1
fagem do Escherichia coli za u¢elem piedani schopnosti modifikace galaktozy, jak se
popisuje ve studii Waldora a spol. [5]

1.2.3 Prirozena transformace

Jedné se o jedinou formu genetické rekombinace, pii které se fragment z mrtvé
rozloZené bakterie dostane do jiné kompetentni recipientni bakterie a je vyménén za ¢ast
DNA recipienta. Transformace zahrnuje pouze rekombinaci homolognich Gsekii DNA,
které maji témér stejné sekvence nukleotidii. Obvykle se jedna o podobné bakterialni
kmeny. [1]

Za ucelem piirozené transformace, se bakteridlni bunice musi nejprve vyvinout
regulovany fyziologicky stav, ktery zahrnuje ptiblizné 20 az 50 proteinii. Kompetence
tohoto stavu pak zéavisi na pfitomnosti specifickych proteinii v bunééné membrané, které
jsou afinitni k DNA. Transformacni aktivitu ma pouze dvoufetézcova molekula DNA,
jelikoz do ptijemce pronika pouze jedno vlakno DNA. Druhé vldkno podléha degradaci
na bunééné membrang. Tato degradace uvolni dostatek energie k tomu, aby se prvni
vldkno dostalo do buiiky. Vysoka molekulovd hmotnost transformacni DNA zvySuje
pravdépodobnost rekombinace. Integrace s chromozomem nasledné vyzaduje homologni
mista v transformujici se DNA. K vysledné rekombinaci dochazi na jednom vlakng, ¢imz
vznika heteroduplexni molekula, jejiz jedno vlakno ma genotyp piijemce a druhé vliakno
genotyp rekombinanta. [5]

2 Merodiploid — je ¢aste¢né diploidni bakterie, kterd ma vlastni chromozomovy komplement a
fragment vneseny konjugaci, transformaci nebo transdukci. [6]
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1.3 Soucasny vyzkum v oblasti HGT

Rozpoznani mobilizovatelnych elementi se stalo vychozim bodem pro soucasny
vyzkum ptenosu genetickych komponent. Jak jiz bylo vySe zminéno, HGT je hlavnim
zdrojem fenotypovych zmén u bakterii. Do genomu se vmisi radikalné odlisné genotypy
ze vzdalenych populaci obsazujicich stejnou niku®, nebo dokonce nové geny s novymi
funkcemi. Navic horizontalni pfenos genid u bakterii, které nesou rezistentni informaci
vuci antibiotikim, je jednim z piiklada majici velky dopad na oblast vyzkumu pro lidské
zdravi[8] [9].

Studie od Gary Kaisera [1] uvadi, ze pokud je v prostiedi piitomno specifické
antibiotikum, bakterie nesouci gen jeji rezistence maji evolu¢ni vyhodu vici ostatnim
bakteriim. Navic, multirezistentni bakterie mohou byt odolné vuc¢i fadé znamych
antibiotik, napiiklad Staphylococcus aureus rezistentni va¢i meticilinu a Enterococcus
faecalis rezistentni vic¢i vankomycinu ptedstavuji jedno z hlavnich rizik pro vefejné
zdravi.

Schwarzerova J. a spol. [10] uvadi novou metodologii pro identifikaci gen,
prispivajici k identifikaci HGT mezi organismy osidlujici stfevni trakt kufete. Zminéna
analyza pomaha objevit a 1épe pochopit vlastnosti gent piedavanych horizontalné.

Ve studii J. Huanga [11] o horizontalnim pienosu gend je popsan model slabého
spojeni (angl. weak-link model), ktery naznacuje, ze HGT se pravdépodobnéji vyskytuje
mezi blizce piibuznymi organismy. Tento model se zaklada na predpokladu, ze v populaci
mikroorganismii existuji jedinci, kteti maji "slabé vazby* (weak links), tedy maji vétsi
pravdépodobnost piijeti ciziho genetického materidlu a jeho nasledného preneseni na
dal$i jedince v populaci. Tato schopnost muze byt dana riznymi faktory, jako jsou
pritomnost specifickych receptori na povrchu buiiky, ptitomnost specifickych enzymt
nebo defekti v mechanismech, které by jinak branily pfenosu ciziho genetického
materialu.

Model slabych vazeb piedpoklada, ze HGT se s vétsi pravdépodobnosti vyskytuje
mezi organismy, které maji neddvného spolecného predka nebo se vyvinuly v uzkém
symbiotickem vztahu. HGT se tim padem muze s vétsi pravdépodobnosti vyskytovat v
prostfedich, kde je vysokd rozmanitost mikroorganismi, naptiklad v padé nebo ve
stfevnim mikrobiomu eukaryot. Model slabych vazeb je sice jednou z teorii, které byly
navrzeny k vysvétleni vzorci HGT, neni vSak jedinou. V soucasnosti v této oblasti
probiha vyzkum a diskuse o faktorech, které ovliviiuji HGT, a 0 mechanismech, kterymi
k nému dochézi. Tento model mlze byt uziteCny pii studiu evoluce bakterii a Sifeni
rezistence na antibiotika, protoze umoziiuje 1épe porozumét procesim horizontalniho
pfenosu genu a identifikovat faktory, které ovliviuji jejich rozsifeni v populaci. [11]

3 Nika — souhrn podminek prostiedi nutnych k peziti a rozmnoZzovani jedincd.[8]
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2. LABORATORNI DATA

Dana kapitola popisuje sekvenacni techniky, které se v dnesni dobé vyuzivaji pro
ziskani dat v oblasti vyzkumu horizontalného genového pienosu. V prvni &asti této
kapitoly jsou popsané metody sekvenovani. Jedna se o metody nové generace, mezi které
patii [llumina, Ion Torrent a metoda treti generace Oxford Nanopore technologie (ONT).
Pomoci techniky Illumina-NextSeq 500 byla sekvenovana data, pouzita v praktické ¢asti
této bakalaiské prace [12]. V druhé ¢asti této kapitoly, je dale uveden podrobnéjsi popis
téchto dat.

2.1 Sekvena¢ni metody a jejich zakladni principy

Sekvenace DNA je metoda ur¢ovani pofadi nukleotidi v molekule DNA a je
nepostradatelnym krokem v bioinformatickych analyzach. Sekvenacni technologie se
béhem posledniho desetileti staly dostupnéj$im piedevsim diky snizeni naklada a zvySeni
rychlosti sekvenace kompletnich genomd.

Zakladem pro rozvoj dneSnich technik slouZilo Sangerovo sekvenovani vyvinuté
Frederikem Sangerem a jeho kolegy. Dand metoda sekvenovani je zaloZena na reakci
polymerizace a kapilarni elektroforéze a pouzivala se pro sekvenaci kratSich tisekiit DNA
¢lovéka [13]. V soucasnosti se do poptedi sekvenacnich technik dostaly metody nové
generace (angl. Next Generation Sequencing (NGS) [14]). Tyto sekvenacni techniky
umoznuji sekvenaci nékolika riznych fetézci DNA souéasné [15].

2.1.1 lllumina sekvenovani

Jedna se o technologii vyvinutou v roce 2006 a jeji zakladem je princip sekvenace
syntézou ssSDNA [16]. Na zac¢atku jsou fragmenty vychozi DNA hybridizovany v reakéni
komofte na povrchu opticky prithledné pevné latky. BéZné sekvenovani syntézou vyuziva
DNA polymerazu k paralelnimu prodluzovani nékolika fetézct ssDNA, tim se vytvari
shluk (angl. cluster), viz Obrazek 4. Nukleotidy nebo kratké oligonukleotidy jsou
dodavany po jednom, nebo modifikovany identifika¢nimi markery tak, aby typ baze bylo
mozné urcit v pribéhu prodluzovani sekvence. [17]

Illumina NextSeq500
NextSeq 500 je vysoce vykonnym pocitacovym sekvenatorem, ktery nabizi
sekvenovani celého genomu a transkriptomu. NextSeq 500 ma pokrocilé funkce jako

moznost vzdaleného nastavovani experimentu, vlozeni a odebirani reagentti, jednoduché
uzivatelské rozhrani a pirednastaveny algoritmus sekvenace.
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Retézce sSDNA jsou amplifikovany na povrchu pritokové desticky NextSeq
procesem zvanym mistkovd PCR?. Kazdé vlakno je amplifikovdno vicekrat, a timto
vznikaji miliony klonalnich shluki. Béhem jednoho sekvenaéniho cyklu jsou vzorky
DNA c¢teny zaclenénim jednoho znac¢eného nukleotidu. Po kazdém cyklu zde zdroj svétla
excituje zna¢eny nukleotid a tim zplsobi vyzafeni fluorescenéniho signalu. Uzivatel
muze urcit pocet cykli, aby bylo dosazeno vhodné délky c¢teni pro jeho experiment.
V tomto paralelnim procesu se provadéji stovky milionti ¢teni najednou. [18]

Integrované pocitace provadéji primarni analyzu dat véetné volani bazi a hodnoceni
kvality. Sekvenacni data jsou pak okamzit¢ prenesena, analyzovana a uloZena
v BaseSpace — genomickém vypocetnim prostfedi Illumina [20]. Analyza dat zahrnuje
aplikaci vyvinuté spole¢nosti pro zarovnavani a detekci variability, anotaci, vizualizaci
a interpretaci. [18]

Priprava knihoven Prodlou%gnl Sekvenace
shiluku

Ghaaar e

i 3 i
DNA (< 1 pg)

5

1 2 3 4 6
o —_— TGCT C
4-channel o Volani bazi
1 2 3 4 5 =
b.:' O' - TGCTAC

Obrézek 4: Sekvenace Illumina. Pfevzato a modifikovano z [21]

YOR 4

2.1.2 lon Torrent

Ion Torrent je metoda vyvinuta spole¢nosti Life Technologies. Chemie sekvenovani
Ion Torrent je zalozena na konceptu, ze DNA polymeraza katalyzuje syntézu
kovalentnich vazeb prodluzujiciho se vlakna DNA, ¢imz se uvoliuje pyrofosfat a proton
vodiku. S uvolfiovanim protonu vodiku klesa pH prostfedi a tato zména je nasledné
detekovana za t¢elem stanoveni nukleotidi v sekvenci. [22]

Sekvenator ma na polovodiCovém c¢ipu mikrojamky, z kterych kazda obsahuje
molekulu ssDNA a je pfipravena k sekvenovani. Poté se do jamek opakované piidaji
nemodifikované deoxynukleosidtrifosfaty (ANTP) a DNA polymerdza. Pfi piidani

4 PCR (angl. Polymerase Chain Reaction) — enzymatick4 metoda pouzivana k amplifikaci
(namnozeni) sekvence DNA za kratkou dobu. [19]
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jednoho druhu dANTP dojde k biologické odezvé, pokud se nukleotid zacleni do
prodluzujiciho se fetézce s uvolnénim vodikovych iontu, viz Obrézek 5. V kazdém cyklu
se do vznikajiciho fetézce muze zaclenit vice nez jeden nukleotid. Pod kazdou
mikrojamkou je umistén iontové selektivni sensor, ktery detekuje zmény pH vyvolané
uvolnovanim vodikovych iontl prostiednictvim rozdild potencialii a také zaznamenéava
kazdé zaclenéni nukleotidu. Nepiipojené molekuly dNTP se pied zahdjenim dalSiho
cyklu odstranuji. Cyklus se pak opakuje s nasledujicimi fetézci ANTP. [23]
dNTP

Snimaci vrstva

Deska senzoru

Source

Obrézek 5: Proces ¢teni nukleotidii pomoci sekvena¢ni metody Ion Torrent.
Pievzato a modifikovano z [24]

2.1.3 Sekvenace Oxford Nanopore

Oxford Nanopore sekvenace je unikatni, Skalovatelna technologie, ktera umoziuje
pfimou analyzu dlouhych fragmenti DNA nebo RNA v realném Case [25]. Nanopdry jsou
kanaly o $ifce nanometrd, které mohou byt tii typt [26]:

e Biologické — pory tvofeny proteinem formujicim pory v membrang, jako
naptiklad alfa-hemolysin,

e Pevné latky — pory tvofené syntetickym materidlem nebo odvozené
chemickou cestou,

e Hybridni — pory tvofené biologickym materidlem, ktery je zapouzdieny
v syntetickém materialu.

Oznacovani nebo identifikace nukleotidi neni u nanoporového sekvenatoru DNA
nutnd. Podstatou této metody je kontrola iontového proudu, ktery vznika pti pohybu
molekuly DNA nanoporem, viz Obrédzek 6. Tento postup pomaha mimo jiné urcit délku,
pramér a tvar molekuly. Zpocatku se nanoporem propousti znamé hodnota iontového
proudu. Vzhledem k tomu, ze rizné nukleotidy blokuji proud po rizné dlouhou dobu diky
svému proménlivému odporu, je mozné méfenim této doby urcit sekvenci dané molekuly.
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Metoda mutze byt podrobena dalSimu zdokonaleni, které povede k vytvoreni rychlé
metody sekvenovani DNA zalozené na nanoporech. [15]
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membranovy protein
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membréna

®

Obrézek 6: Proces sekvenace nanoporem. Pievzato a modifikovano z [27]

2.2 Stievni mikrobiom hospodarskych zvirat

Dataset, ktery je pouzit v této bakalarské praci, se sestavuje ze 275 genomu bakterii.
204 genomy byli publikovany ve studii Medveckého a spol. [28], a od té doby je tato
sbirka neustale rozsifovana. Ve studii se kultivovaly stovky izolati anaerobi z kuteciho
slepého streva. Kufata v komer¢ni produkei se lihnou v ¢istém prostiedi bez kontaktu s
dospélymi slepicemi a jejich kolonizace je zavisla na zdrojich prostiedi.

Komeréné vylihnutd kufata jsou velmi citlivd na kolonizaci riznymi patogennimi
organismy, napt. Salmonella Enteritidis, nicméné¢ jejich odolnost 1ze zvysit tim, ze se jim
poskytne komplexni mikrobiota dospélych kufat [29]. VSechny analyzované genomy
izolati Vv této bakalarské praci byly sekvenovany pomoci platformy Illumina
NextSeq 500. Jelikoz nékteré izolaty vykazovaly skoro absolutni identitu jejich genomd,
proto konec¢ny pocet izolatd klesl na identifikovanych 275 (publikované v Bioprojektu
PRJINA377666 — Whole genome sequencing of chicken gut anaerobes, registrovaném dne
2.3.2017 a stale dopliiovaném) kmenu patficich do osmi riznych kment — Firmicutes,
Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Fucobacteria, Verrucomicrobia,
Elusimicrobia a Synergistetes.
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3. METODY ANALYZY HORIZONTALNIHO
GENOVEHO PRENOSU

Pro celkovou analyzu v této praci byla pouzita fada nastroja sefazenych do funk¢éniho
postupu analyzy dat, viz Obrazek 7. Piedzpracovani genomovych sekvenci bylo
provedeno pomoci shell-skripta (viz Ptiloha A -), spousténych na vypocetnich zdrojich
dostupnych na portadlu Metacentrum VO - virtudlni organizace [30]. Pro nalezeni
konzervovanych genti a selekci gent pienesenych vertikalnim genetickym pfenosem, v
prvni Casti prace (sekce A) byla provedena anotace genomi pomoci nastroje Prokka
v1.14.5 [32] a nasledné vizualizovana v programu DNA plotter v18.2.0 [47]. Ve druhé
Casti (sekce B) byla provedena fylogeneticka analyza genomt pomoci UBCG v3.0 (angl.
Up-to-date bacterial core gene pipeline) [33] sady nastroju, které umoziuji zarovnat a
vizualizovat genomické sekvence do fylogenetického stromu. Fylogeneticky strom byl
zrekonstruovan pomoci online nastroje iTOL v6.7.5 [31]. V posledni ¢asti (sekce C) byly
identifikovany mobilni genetické komponenty pomoci vlastniho skriptu a jejich nasledné
zobrazeni pomoci néastroje Cytoscape v3.9.1 [51].

1
! Surova data 1
: (Bakterialni genomy ve formatu "fasta") 1

I

A l l B
NG R\
UBCG pipeli
Prokka = p'Pe_me
NG NS J

DNAPIotter

Identifikace MGE v
bakterialnich

.....................................

Obrézek 7: Schematické zobrazeni navrhnutého funkéniho postupu analyzy
horizontalniho genového pienosu. Anotace (A), fylogeneticka analyza (B), sitova
analyza (C)
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3.1 Anota¢ni metody

Pro vlastni anotaci genomu byl v této praci pouzit nastroj Prokka v1.14.5 [32]. Prokka
zahrnuje fadu softwarovych metod pro ziskani detailni a davéryhodné anotace
genomovych sekvenci bakterii. Nastroj Prokka je vhodny pro integraci do pipeliny
genomického softwaru a modelt sekven¢ni analyzy. Vstupem tohoto nastroje jsou
assemblované sekvence DNA ¢&i scaffoldy® ve forméatu fasta. Prokka se pii anotovani
genomickych vlastnosti v scaffoldech spoléha na externi nastroje pro predikci, které jsou
vypsany v Tabulka 1.

Prvni nastroj Prodigal v2.6.3 [34] je urcen k identifikaci mikrobialnich gent. Cilem
tohoto nastroje je zvysit citlivost pii detekci existujicich gend, tj. pfedpovidat mista
iniciace translace a snizit ¢etnost faleSné pozitivnich pifedpovédi. Princip dalsiho nastroje
RNAmmer [42] spociva v analyze sekvenci DNA s cilem identifikovat a lokalizovat geny
kodujici  ribosomalni RNA (rRNA). Vystupem nastroje  RNAmmer je seznam
predikovanych rRNA genti a informace o jejich umisténi v sekvenci DNA.

Aragorn [43] ptedpovida sekundarni strukturu tRNA a tmRNA na zakladé homologie
s rozpoznanymi konsenzudlnimi sekvencemi pomoci heuristickych algoritmi. Dalsi
nastroj SignalP v4.0 [44] se pouzivé na predikci primiku signalnich peptidii® v proteinech.
Béhem analyzy program vyhodnocuje rizné vlastnosti a charakteristiky proteint, jako je
pfitomnost hydrofobnich oblasti a specifickych aminokyselin. Na zéklad¢ téchto
informaci SignalP pfifazuje pravdépodobnostni skore pro pfitomnost signalnich peptidi.
Jeho pouziti pfispiva k porozuméni struktufe a funkci proteinti a poskytuje dilezité
informace pro studium bunétného metabolismu a signalizace. Nastroj Infernal v1.0 [46]
ma za cel vyhledavani a analyzu struktur RNA pomoci sekvenacnich dat. Jeho princip
je zalozen na porovnani zadanych sekvenci RNA s databdzemi existujicich struktur RNA,
znam¢ jako kovariacni modely (CM). Tento princip umoznuje zjistit, jaké funkce miize
RNA plnit v butice a jak se li$i mezi riznymi organismy.

Tabulka 1: Seznam nastroji, které vyuziva program Prokka

Nasrtoj Princip
Prodigal Identifikace genti kodujicich proteiny
RNAmmer Predikce rRNA gent
Aragorn Identifikace genii tRNA a tmRNA
SignalP Predikce signalnich peptida
Infernal Vyhledavani a analyza struktur RNA

® Scaffoldy — uspofadana fada ¢teni odd€lenych mezerami, jejich piiblizna délka je zndma. [41]
& Signalni peptidy — kratké sekvence aminokyselin v proteinech, slouZici jako znaky pro transport
proteinll pfes membrany bunéénych organel nebo pro jejich transport ven z buiiky. [45]

27



Vystupem anota¢niho nastroje Prokka jsou anotované genomy v rizném datovém
formatu. Piehled dokument a jejich obsah jsou popsany v Tabulka 2.

Tabulka 2: Vystupni soubory z programu Prokka

Zkratka
forméatu

off

.gbk
fna

faa
ffn

sgn
fsa
bl

err
log

Ixt
tsv

Vizualizace

Popis obsahu

Hlavni vystup anotace obsahujici sekvence a jejich popis. Lze ho

zobrazit v programu Artemis nebo DNA Plotter

Standardni soubor Genbank odvozeny z hlavniho souboru
Soubor FASTA obsahujici nukleotidy vstupnich kontigh

Soubor FASTA obsahujici proteiny pielozenych CDS
Soubor se vSemi predikovanymi transkripty (CDS, rRNA, tRNA,

tmMRNA)

Soubor ,,Sequin® pro ulozeni do Genbank

Vétsinou ma stejny obsah jako .fna, ale pouziva se k vytvofeni .sqn
Podili se na vytvofeni souboru .sgn

Seznam neprovedenych anotaci — zprava NCBI o nesrovnalostech
Zaznam celého procesu anotace vcetné piipadnych chyb

Statistické udaje o nalezenych anotovanych prvcich

Soubor se v§emi prvky anotace, rozdélenymi tabulatory

vysledné anotace se dale provadi pomoci  néstroje

DNAPIotter v18.2.0 [47]. DNAPIotter umozinuje zobrazit genomické tdaje ve formé
cirkularniho grafu, ktery umoziuje snadné porovnavani genomu riznych organismi a
vyhledavani specifickych oblasti v sekvencich DNA. Vhodnymi vstupnimi daty pro
DNAPIotter jsou hlavni vystupni soubory nastroje Prokka forméatu .gff, které jsou
hlavnimi vystupnimi soubory obsahujici sekvence a jejich kompletni anotace.
Vizualizace dané anotace je dale provedena v podkapitole 4.1
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3.2 Metody fylogeneticke analyzy

Pro fylogenetickou analyzu dat byl pouzit bali¢ek nastroja UBCG pipeliny. Jedna se
o sadu nastroji pro zakladni analyzu, ktera umoznuje vygenerovat a vyhodnotit
fylogenetické stromy bakterialnich sekvenci. Metoda byla difive pouzita k odvozeni
fylogenomickych vztahi Escherichii spp. a jejich pfibuznych taxont [33]. Obecné ji lze
pouzit pro analyzu souboru bakterialnich genomu na jakémkoli taxonomickém ranku.
Nastroje obsaieny v této pipelin€ jsou uvedeny ve schématu, viz Obrazek 8.

Prod\gal

CDS (angl. Protein Aktualni zakladnf V‘(e,n?mbne, , i
Sekvence - - - oy — - - » zarovnani pro kazdy |- - =¥ Fylogeneticky strom
Coding Sequence) bakterialni geny sen
FastTree / RAXML

Obrézek 8: Schéma nastroju pipeliny UBCG. Ptevzato a modifikovano z [33]

Prvni pouzity nastroj Prodigal v2.6.3 [34] byl podrobnéji popsan v podkapitole 3.1,
jelikoz je obsazen i vramci sady ndstroji Prokka. Jeho ucelem je identifikace
mikrobialnich gent. Cilem tohoto nastroje je zvysit citlivost pti detekci existujicich gend,
tj. pfedpovidat mista iniciace translace a snizit Cetnost faleSné pozitivnich predpovédi.

Dalsi nastroj je HMMsearch v3.1b2 [35]. Jedna se o softwarovy toolbox, ktery
poskytuje ndastroje pro vytvafeni pravdépodobnostnich modeld doménovych rodin
proteinli a DNA sekvenci. Tyto pravdépodobnostni modely jsou dale pouZity napiiklad k
anotaci novych sekvenci a k provadéni hloubkovych vicenasobnych zarovnani sekvenci.

Pro vicenasobné zarovnani byl dale pouzit nastroj MAFFT v7.310 [36]. MAFFT
vychazi z pfedpokladu, ze zarovnavané sekvence sdileji jednu spole¢nou sekvenci
predka. MAFFT vzdy sestavi vicenasobné zarovnani, které obsahuje vSechny znaky
vstupnich sekvenci. Potadi znakl v kazdé sekvenci je shodné s pofadim vstupni sekvence,
ackoli sekvence mohou byt sefazeny podle podobnosti.

Nastroj RAXML v8 [37] je popularni program pouzivany pro fylogenetickou analyzu
velkych souborii dat podle maximélni podobnosti. Nejvétsi vyhodou tohoto nastroje je
rychly algoritmus, ktery objevi podobnosti, jeZz ptedstavuji fylogenetické stromy.
Implementuje  standardni  neparametricky  bootstrap [38] a také rychly
bootstrap [39]. Kromé dat o DNA a proteinech podporuje RAXML také binarni,
vicevrstevna morfologicka data a data o sekundarni strukture RNA. U vSech vySe
uvedenych typt dat dokaze korigovat zkresleni pii ur¢ovani.

Néstroj FastTree v2.1.10 [40] je zaloZzen na principu ,,minimalni evoluce®,
tzn. provadi optimalizaci, kterd minimalizuje soucet délek vétvi. FastTree pouziva
heuristickou variantu spojovani sousedii k rychlému nalezeni pocatecniho stromu a ke
zptesnéni topologie pouziva vymény nejblizSich sousedi. S piistupem maximalni
pravdépodobnosti je evoluce explicitné modelovana pomoci matice rychlosti pfechodu
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a pomoci stromu, ktery nejlépe vizualizuje shluky v stromové struktuie pouzitych dat, tj
strom s nejvyssi pravdépodobnosti — je vybrén jako nejlepsi strom.

3.3 Popis implementovaneé funkce identifikace MGE

K identifikaci horizontaln¢ pfenesenych genti byl vytvofen skript v programovacim
jazyce Python v online-prostiedi Google Colab [48], pfiloZzeny k praci v ramci
elektronické prilohy (B). Dany skript 1ze rozdélit na nékolik sekci, viz Obrazek 9. Na
zacatku byly importovany bali¢ky a moduly pandas v2.0.1 [49] a pathlib v1.0.1 [50]
nezbytné pro préaci s tabulkami a pro rychlou manipulaci s adresafi. Jako vychozi data
byla pouzita hlavni vystupni anotace ve formatu ,,.zsv, které jsou popsany
v podkapitole 3.1 a se kterymi dale pracuje cely implementovany skript. Soubory byly
rozdéleny na vhodné vstupni datasety pro analyzu HGT na ziklad€ rozdélni kment
bakterii — Actinobacteria, Bacter0|detes a Firmicutes, viz Obrazek 11.

Import pandas a pathlib, nahrani ".tsv" Souboru
: do Google Colabu :

Funkce 1: VytvoFeni seznamu s CDS
-Nacteni viech ".tsv" souborid s
anotacemi pro kazdou bakterif

i -Vypsani pouze fadkd s CDS a sestaveni :
i jejich seznami se smazanim duplikatda | i
H opakujicich se CDS i

-Ukladani seznamu pro dal3f praci

Funkce 2: Vyskyt CDS v bakteriich
-Naéteni ".tsv" z datasetu a vyplnéni
levého sloupcu tabulky jejich nazvy
-Kontrola vyskytu CDS v genomech
-Vyplfiovani tabulky hodnotami "1" nebo
' : "0"na zakladé vyskytu CDS v genomech

Funkce 3: Volani funkci 1. a 2. zvlast pro kazdy
H dataset a zobrazeni vyslednych tabulek i

Funkce 4: Pocitani podobnych CDS na zakladé
i vyslednych tabulek zvIa3t pro kaZdy dataset i
-Vytvoreni tabulky genomickych vztahd mezi

i bakteriemi, ve které levy sloupec a horni fadek

jsou vyplnény nazvy bakterii pfislusného kmenu
{ _se¢teni hodnot z vyslednych tabulek z funkce 3. a
; jejich zapsani do tabulky 4

| I I

Tabulka spolecnych Tabulka spolecnych Tabulka spolecnych
genl pro kmen gend pro kmen gent pro kmen
Actinobacteria Bacteroidetes Firmicutes

Obrézek 9: Popis implementovaného skriptu
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Sekci A v Obrézku 9 lze rozdélit do dvou obecnych funkci. V prvni funkci se
prochazeji vSechny soubory ,,.tsv“ a vypisuji se fadky s CDS, které se nasledné zapisuji
do seznamu a ukladaji se pro dalsi praci. Ve druhé funkci se nacitaji vSechny soubory
,,.tsv* a na zakladé seznamu CDS, z prvni funkce, se identifikuje vyskyt danych CDS
Vv kazdém anotovaném souboru. Vysledkem daného kroku analyzy je bindrni klasifikace
ptitomnosti (1) nebo neptitomnosti (0) CDS v souborech. Vystup analyzy se zapisuje do
nove prazdné tabulky, ve které prvni sloupec je vyplnén nazvy bakterii zkoumaného
kmenu a prvnim fadkem tabulky je seznam CDS z vystupu prvni funkce.

V sekci B se volaji obé funkce ze sekce A, ale pfitom se nastavuje vychozi adresar
s anotovanymi soubory bakterii ptislusného kmenu, aby byl obdrzen vysledek pro kazdy
kmen zvlast'. Vysledkem trech béhu skriptu jsou tii tabulky, které obsahuji informace
0 pfitomnosti danych CDS v bakterialnich genomech, kazda v rdmci jednoho kmenu.
Déle néasleduje posledni krok analyzy, ve kterém se na zakladé¢ vystupnich tabulek
sestavuji nové kone¢né tabulky relaci mezi bakteriemi v ramci kmenu. Podkladem pro
analyzu slouzi hodnoty, které znaci ptitomnost CDS v genomech bakterii (viz sekce A).
Na zaklad¢ principu porovnani ,kazdy s kazdym® funkce prochazi tabulku po parech
bakterii, se¢ita vSechny hodnoty reprezentujici p¥itomnost CDS a zapisuje vysledné ¢islo
do nové tabulky na pozici pro porovnané genomy. Postup se opakuje pro kazdy kmen
zvlast.

Celkovym vystupem této €asti jsou ti1 tabulky relaci mezi bakteriemi kazdého kmenu.
Tyto tabulky jsou vhodné ptedzpracovany (napf. vynulovanim diagonaly reprezentujici
geny pro tentyZ genom) pro naslednou sitovou analyzu pomoci programu
Cytoscape v3.9.1 [51].

3.4 Metody sit’'ové analyzy

Horizontalni pfenos je vrdmci prace vizualizovan pomoci siti sestrojenych
v programu Cytoscape v3.9.1 [51]. Cytoscape je nastroj s otevienym piistupem pro
vizualizaci a analyzu siti. Je pouzivan ptfedevSim pro zobrazovani a analyzu biologickych
siti, jako jsou proteomové, genomové nebo sité proteinovych interakci. Cytoscape
umoziuje importovat sitova data z rtiznych zdrojii a zobrazit je ve form¢ graft s uzly a
hrany. Uzly pfedstavuji jednotlivé entity (v této praci se jednd o genomy bakterii
konkrétniho kmene) a hrany piedstavujici vztahy mezi nimi (tj. spole¢né sdilené geny,
respektive pocet pfenesenych mobilnich genetickych elementti). Cytoscape je uzitecnym
nastrojem pro biologicky vyzkum, kde byva pouzit k porozuméni slozitym biologickym
systémiim a jejich interakcim.

Pro vizualizaci siti do programu Cytoscape byly nahrany tabulky z vystupu skriptu
pomoci pluginu MatReader [52] slouzicim k naéitani biologickych dat ve formatu matice.
Jako tfada dalSich doplitkovych rozsifeni Cytoscape, tento plugin se musi stahnout pies
zalozku ,,Apps® v hornim panelu.
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4.VIZUALIZACE A INTERPRETACE VYSLEDKU
PROVEDENYCH ANALYZ

Kapitola uvadi vizualizace vSech provedenych analyz dle navrZzeného schématu
v kapitole 3. Jelikoz vyskyt HGT mutizeme ptfedpokladat s nejvétsi pravdépodobnosti u
jedinct s nejvetsim poctem idetifikovanych MGE, pro vSechny provedené analyzy byly
vybrany nejrozsahlejsi kmeny Actinobacteria, Bacteroidetes a Firmicutes. Nasledujici
podkapitoly obsahuji vysledky a diskuse k detekci MGE ve vybranych kmenech a ovéfeni
nalezeni danych MGE na zaklad¢ publikovanych biologickych védeckych studii, u
kterych jiz byl prokézan horizontalni ptenos na zakladé laboratornich experimentd.

4.1 Vizualizace anotovanych genetickych elementi

Hlavni vystupni ,,.gff** soubory reprezentujici anotaci genomi popsané v podkapitole
3.1 byly nahrany a vizualizovany pomoci néstroje DNAPIotter [47]. Béhem analyzy byla
nalezena fada spole¢né sdilenych genetickych komponent. Ve studii Lamberta P. [53] o
bakteridlni rezistenci k antibiotikiim se uvadi gen mecA, ktery se podili na rezistenci
bakterii k methicilinu. Tento gen kdduje penicilin-vazebny protein, ktery patii mezi
enzymy zapojené do syntézy peptidoglykanové slozky bakterialni bunééné stény, a
predpoklada se, ze se prenasi horizontalné. V prib¢hu anotace dany gen byl nalezen u
tiech jedinc kmene Firmicutes — Enterococcus gallinarum, Lacrimispora saccharolytica
a Hydrogenoanaerobacterium saccharovorans. Lokalizace daného genu ve vSech tiech
genomech je oznacena ¢ervené na Obrazek 10.
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Obrazek 10: Grafické zobrazeni lokalicaze genu mecA v genomech Enterococcus
gallinarum (A), Hydrogenoanaerobacterium saccharovorans (B) a Lacrimispora
saccharolytica (C)

V genomech nalezejicich do kment Bacteroidetes byly také nalezeny genetické
elementy, u kterych se podle studie Shoemakera N. B. a spol. [54] taktéz piedpoklada
horizontalni pienos. Jsou to geny tetQ (gen rezistence k tetracyklynu), ermF a ermG
(geny rezistence k erytromycinu), které se podle vyzkumu pienasi na konjugativnich
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transpozonech. U tady jedinct z kmenu Actinobacteria byl nalezen gen mepA, podilejici
se na biosyntéze melaninu podle analyzy ve vyzkumu Chizhevské a spol [55].
Zminéné bakterie, u kterych dané geny byly nalezeny, nejsou geneticky piibuzné.

Ov¢tit danou skute¢nost je mozné pomoci fylogenetické analyzy, popsané v nasledujici
podkapitole.

4.2 Fylogeneticka analyza

Zkoumani taxonomii souboru dat odhalilo spolecné genomické vlastnosti mezi vétSim
poctem sekvenci. Po aplikaci UBCG balicku na poc¢ateéni dataset genomu byly vysledné

soubory nasledné pouzity pro sestaveni fylogenetického stromu pomoci online néstroje
iITOL —angl. Interactive Tree of Life, viz Obrazek 11.
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Obrézek 11: Zobrazeni genomii izolovanych anaerobu z datasetu pomoci
fylogenetického stromu online-nastrojem iTOL

Genomy jsou rozdéleny do 8 riznych kmeni — Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes,  Fusobacteria, = Proteobacteria, = Synergystetes,  Elusimicrobia a
Verrucomicrobia byli zvlast’ zvyraznény na stromu — Akkermansia muciniphila (hnéda),
Cloacibacillus sp (rizova), Elusimicrobium sp (zluta). Ke kmenu Actinobacteria bylo
ptifazeno 40 genomi, 56 genomt k Bacteroidetes, 163 genomu k Firmicutes, 7
k Proteobacteria a 6 k Fusobacteria. Nejvyraznéjsi vétveni lze pozorovat u fylti z kment
Firmicutes, mezi kterymi se zaclenili genomy z kmenu Fusobacteria, jelikoz jsou
genomicky ptibuzni.

Dand analyza ptispiva k lepSimu pochopeni fylogenetickych vztahi mezi jedinci,
pomaha ovéfit genomickou podobnost organismti a hodnotit pravdépodobnost vyskytu
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horizontalniho pfenosu genetickych komponent. Jak jiz bylo uvedeno v podkapitole 4.1,
v ramci kazdého z nejrozsahlejSich zkoumanych kmenti byla nalezena tada spole¢né
sdilenych genetickych komponent. Hypotéza, Zze uvedena komponenta byla pienesena
horizontaln€, je mozné ovétit vyhledanim zkoumanych organismu na fylogenetickém
stromu. Genomy bakterii z kmenu Firmicutes uvedené v pfedchozi podkapitole na
Obrézek 10 byly také vyhledany na fylogenetickém stromu, viz Obréazek 12.
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Obrazek 12: Fylogeneticky vztah bakterialnich genomt kmenu Firmicutes, nesoucich
gen mecA

Podle informaci, ziskanych pomoci fylogenetické analyzy, u genu mecA je mozné
predpokladat horizontalni pfenos, jelikoZ zkoumané organismy jsou genomicky vzdalené
a nalezi do riznych podvétvi sestaveného stromu. Naopak, nékteré genomy bakterii
z kmenu Actinobacteria, u kterych byl diive nalezen gen mepA, se nachazeji té¢sné vedle
sebe a nalezi do stejné vétvi. Tato skuteGnost znamena, Ze gen mepA mezi nimi mohl byt
pfenasen od spolecného predka, av§ak hypotézu horizontalniho pienosu nelze vyloucit,
jelikoz dany gen byl také nalezen v genomech jedinci zkment Firmicutes a
Bacteriodetes spole¢né s geny tetQ, ermG a ermF, které se podileji na rezistenci
k antibiotikiim a vyskytuji se nejvic u jedinct z kmenu Bacteroidetes.

4.3 Staticka sitova analyza

Sitova analyza vramci této bakalaiské prace se zabyva propojenim genomu
organismu do Siti na zakladé spole¢né sdilenych genti. Jelikoz v ramci jednoho kmenu je
spolecné sdilenych genl vice, z diivodu vertikdlniho pfenosu pro kazdy kmen byla
vytvotena vlastni sit, viz Obrazek 13. Vizualizace byla provedena pomoci nastaveni
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parametru prithlednost hran na zakladé poctu spolecné sdilenych ptiznakl. Naptiklad u
Bifidobacterium pullorum An816 a Collinsella tanakaei An791 (na Obrazek 13 jsou
zvyraznéné zIut€) je Cislo spolecné sdilenych MGE malé, proto hrana mezi nimi je témef
neviditelna.

Enorma_%e_nsis_/xnm
Collinsellafn%g’ ignsis_An5 v \t\
= .,,,_nB!ﬂ;dSbaclenun@.«llorumiAn845 A AN NN
\ NS —— £\

V7= - —
Collinsella_tanakaei-An791

Obrézek 13: Zobrazeni genomickych vztahi v kmenu Actinobacteria pomoci siti
v Cytoscape

Pro kazdou vytvotfenou sit’ byla dale provedena statickd analyza urCena nckolika
zakladnimi parametry, viz Tabulka 3. Pocet uzli (angl. number of nodes) ur¢uje pocet
bakterialnich genomu v siti. Poc¢et hran (angl. number of edges) udava celkovy pocet
interakci mezi propojenymi genomy. Primérny pocet sousedu (angl. average number of
neighbours) uvadi primérny pocet sousednich uzlt spojenych s kazdym uzlem v siti.
Jelikoz zkoumané genomy sdili velké mnozstvi spole¢nych genti, vSechny genomy v Siti
jsou spojené mezi sebou a kazdy ma tak pocet sousedti o jeden méng¢, nez je celkovy pocet
genomu v siti. Koeficient shlukovani (angl.clustering coefficient) udava miru shlukovani
nebo vzajemné propojenosti sousednich uzli v siti.

Charakteristickd délka cesty (angl. characteristic path length) vyjadiuje primérny
pocet hran, které je tieba piekonat, aby se dosahlo z jednoho uzlu na druhy. Mensi
hodnoty charakteristické délky cesty naznacuyji, ze sit’ je dobfe propojena a informace se
mohou rychle §ifit mezi uzly. Sitova hustota (angl. network density) vyjadiuje, jaké
procento moznych hran je ve skute€nosti pfitomno v siti. Hodnota sitové hustoty se
pohybuje v rozmezi 0 az 1.
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Tabulka 3: Vysledky statické sitové analyzy

Staticka sitova analyza kmeni

Parametry sité Actinobacteria  Bacteroidetes Firmicutes
Pocet uzla 40 56 163
Pocet hran 1560 3080 26406
Primérny pocet souseda 39,000 55,000 162,000
Koeficient shlukovani 1,000 1,000 1,000
Charakteristicka délka cesty 1,000 1,000 1,000
Sitova hustota 1,000 1,000 1,000

Podle vysledkl statické sitové analyzy pocet uzli v kazdé siti odpovidd poctu
zkoumanych genomu kazdého kmenu ve vychozim datasetu. Kvili ptitomnosti velkého
mnozstvi spoleénych genetickych elementli u bakterii véetné prenesenych vertikdlnim
zpusobem, byly vsechny genomy v siti navzajem propojeny. Tuto skute¢nost udavaji
hodnoty ,,1°“ parametrti koeficientu shlukovani (kazda sit’ je jednim shlukem), sitové
hustoty a charakteristické delky cesty. Proto i pocet ptimych sousedt pro kazdy genom
odpovida poctu zbylych genomti, avsak takové rovnomérné rozloZzeni a parametry siti
neptispivaji k nalezeni specifickych vlastnosti genomi anebo k spekulaci o vyskytu
horizontalniho ptenosu MGE. Pro odhaleni danych vlastnosti se vyzaduje manualni
aplikace filtri a dal$i upravy siti pro lepsi prehlednost (napf. nastaveni prihlednosti hran
na zakladé¢ poctu sdilenych MGE). Dal§im moZznym feSenim daného problému je Giprava
vstupnich dat (tabulek relaci — viz podkapitola 3.3) takovym zptsobem, aby vyskytujici
se v kazdém genomu MGE (nebo geny zdédéné po spole¢ném predku) se neuvazovaly
pfi sestaveni siti. Po takové Upravé dat by se sit’ ndsledné sestavovala pouze na zakladé
genovych rozdili a pocet propojenych genomil by vyrazné klesl. V takovém piipadé by
hrany nesly vice konkrétnich informaci o pravdépodobném vyskyti HGT nebo jinych
genetickych zménach, které nebyly ovlivnény béznou dédicnosti.

Pomoci provedené statické sitové analyzy je mozné odhalit zkoumané vlastnosti za
pouzitim filtrace zobrazovanych dat. Kvili velkému mnoZstvi hran (tj. 26406) v rdmci
sit¢ reprezentujici nejrozsahlejsi kmen Firmicutes byl pro vizualizaci pouzit filtr
umoznujici zobrazit pouze hrany s nejveétSim poctem spolecné sdilenych MGE. Po
aplikaci filtru vétSina hran zmizela a zbyly pouze ty, u kterych pocet sdilenych MGE
odpovidal mezim filtru — 900 az 1560, viz. Obréazek 14.
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Obrézek 14: Sit’ kmenu Firmicutes po filtraci

Zaroven po filtraci byl ovéfen piedpokladany vyskyt horizontalniho pienosu genu
mecA (viz Obrazek 12) u tfech jedinct Firmicutes, ktefi ve vysledné siti ztstali propojeni
i po odstranéni vétsiho poctu hran (jsou zvyraznény zluté — Cervenou na Obrazek 14).
Obdobnym zptisobem byl nalezen vyskyt HGT geni tet(Q) a ermF u bakterii kmenu
Bacteroidetes. Tyto skute¢nosti potvrzuji spravnou identifikaci MGE mezi danymi
bakteriemi.

Na zakladé provedenych analyz a jejich vysledki je mozné konstatovat, Ze celkovy
postup navrhnuté a implementované analyzy v této bakalaiské praci je uspésny a je
mozné tuto analyzu reprodukovat na dal$ich datech pro spravnou identifikaci MGE
souvisejici s HGT.
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5.ZAVER

Bakalaiskd prace se zabyvéa problematikou horizontalniho ptenosu genetickych
komponent, ktery ma velky vyznam jak v evoluci bakterii, tak i v rozvoji bakterialnich
onemocnéni u ¢lovéka. Teoretickd ¢ast prace se zabyva popisem zpiisobl pienosu
genetickych komponent mezi bakteriemi. Nasledné se prace vénuje popisu nékolika nyni
dostupnych sekvena¢nich technik. Konkrétné jsou zde popsany techniky Illumina, Ton
Torrent a sekvenace Nanopore.

V praktické Casti prace je piedstaven navrh algoritmu zpracovani genomu bakterii
ruznych kment. Podle daného algoritmu se postupné provadély jednotlivé analyzy.

Zaprvé byla provedena anotace bakterialnich genomi pomoci softwarového balicku
nastroju Prokka a nasledné fylogeneticka analyza pomoci bali¢ku nastroja UBCG. Déle
byly vysledky provedenych analyz graficky zobrazeny pomoci pfislusnych nastroji. Pro
grafické zobrazeni genomickych struktur a porovnani genomu bakterii byl pouZit nastroj
DNAPIotter, pomoci kterého se vyhledaly specifické geny, které za teoretickych
predpokladi byly pfeneseny horizontalnim zpusobem. Nasledné pouziti online-néstroje
ITOL pro sestaveni fylogenetického stromu odhalilo skute¢nost, ze zminéné genomy
nalezi do riznych vétvi stromu, tim se potvrdila pravdépodobnost HGT.

Nezbytnou soucasti dané analyzy byl navrh vlastniho skriptu v programovacim jazyce
Python, ktery sefadil bakterialni genomy do tabulek a vyhledaval spole¢né sdilené geny.
Na zakladé vystupnich dat genomy byly roztfidény do pfislusSnych kment a byly
rekonstruovany do siti pomoci programu Cytoscape. Nasledn¢ byla provedena staticka
analyza danych siti a manualni Gpravy pro lepsi zobrazeni. Vzhledem k tomu, Ze se sité
sestavovaly na zakladé vSech spoleénych MGE v ramci kmenu vcetné pienesenych
vertikalng, vSechny bakterialni genomy byly propojené mezi sebou, a proto byly na
rekonstruované sité pouzité filtry umoznujici zobrazovani podle vybranych vlastnosti.
Dand analyza potvrdila teoretické piedpoklady horizontalniho pienosu geni
tetracyklinoveé a erytromycinove rezistence tet(Q) a ermF, u Firmicutes se potvrdil ptenos
genu mecA, podilejici se na rezistenci bakterii k methicilinu.

Celkové hodnoceni spravnosti navrzeného a implementovaného algoritmu spocivalo
v ovéieni teoretickych predpokladt vyskytu HGT u bakterialnich genomu z pouzitého
datasetu. Navrzena analyza odhalila vyskyt HGT v rdmci jednotlivych kment a umoznila
dany ptenos znazornit graficky.
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Priloha A - Shell skripty pro Metacentrum

A.1 Shell skript pro nastroj Prokka

##********************************************************************
* ok ok ok ok Kk ok

#pridat modul na condu (metacentrum)
module add conda-modules-py37
faktivace prokky v conde

conda activate prokka

#for cyklus pro cely dataset genomu
cd DatasetFaa

for i in *.faa

do

prokka --kingdom Bacteria --outdir Anotace${i%.faa} --force --prefix
${i%.faa} --addgenes --cpus 8 $i

done

A.2 Shell skript pro pipeline UBCG

##********************************************************************
* Kk kk ok k Kk

#Instalace modull poporadé

module avail prodigal

module add prodigal-2.6.3

module avail hmmer

module add hmmer-3.1lbl-intel

module avail mafft

module add mafft-7.487

module avail fasttree

module add fasttree-2.1.8

module avail raxml

module add raxml-7.3.0

module add jdk-8

#for cyklus

cd Dataset

array=($(ls -d *.fasta))

for ((i=0;i<("S${#array([@]}");i+=1));

do java -jar UBCG.Jjar extract -i Dataset/${array[i]} -bcg dir bcg files
-label S{array[i]%%.*}

done

java -jar UBCG.jar align -bcg dir bcg files -t 8
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Priloha B - Elektronicka priloha

Seznam soubort V elektronické piiloze

Vlastni skript formatu ,,.ipynb “: Skript_BP.ipynb
Slozka Cytoscape s vyslednymi sitémi formatu ,,.cyt “
Tabulka formatu ,,.csv“ se vsemi CDS nalezenymi v genomech: Lists CDS.csv
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