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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaobera sekvenaciou mikrobiému a jeho zlozenim. Zameriava
sa na Crevny mikrobiém zvierat, ktory sa liSi u zvierat s odliSnou stravou. Praca popisuje
teoretické poznatky o metagenomickej analyze mikrobiému, ako postupy pri odbere vzo-
riek, rozne metddy sekvenacie a spracovanie ziskanych dat. V praktickej Casti prace je
obsiahnuta priprava datasetu, ktord zahrna zhromazdenie dat a ich pripravu na nasledu-
jlucu metagenomickd analyzu. Vysledkom prace je taxonomické zaradenie bakterialnych
druhov vo vzorkach a analyza ich diverzity podla typu stravy jednotlivych zZivocichov.

KLUCOVE SLOVA
mikrobidém, metagendém, sekvenacia, DNA, vzorka, 16S rRNA, FastQC, Fastp, QIIME2,
taxondmia, diverzita

ABSTRACT

This bachelor's thesis deals with the sequencing of the microbiome and its composi-
tion. It focuses on the gut microbiome of animals, which differs among animals with
different diets. The work describes theoretical knowledge about metagenomic analysis
of the microbiome, such as sampling procedures, various sequencing methods and data
processing. The practical part of the work includes the preparation of the dataset, which
includes the collection of data and their preparation for the following metagenomic anal-
ysis. The result of the work is the taxonomic classification of bacterial species in the
samples and the analysis of their diversity according to the type of diet of individual
animals.
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Uvod

Vyskum ¢revnej mikroflory zvierat sa stava coraz viac popularnym, pretoze sa uka-
zuje, ze mikroorganizmy zijuce v traviacom trakte maju klucovy vplyv na zdravie
a vyzivu hostitela. Zlozenie a funkcia mikrobiémov je tizko spojend s typom stravy,
ktoru zvieratd konzumuja. Jednym z najpocetnejsich mikrobiémov je ¢revny mikro-
biom, ktory sa u organizmov vytvara uz v prenatalnom obdobi, no najvicsi rozmach
nastéva prechodom na prirodzeni stravu daného jedinca (napr. prechod z vyzivy
z materského mlieka na plnohodnotnt stravu). Crevny mikrobiém je klicovou si-
casfou tiel organizmov, pretoze sa vyznamne podiela na dolezitych metabolickych,
trofickych ¢i detoxikac¢nych procesoch.

Stadium réznych druhov mikrobiémov sa stalo neoddelitelnou stcastou vysku-
mov v oblasti mediciny, farmaceutického priemyslu ¢i ekologie. Na zistenie zlozenia
jednotlivych komunit sa pouziva Specializovand metdda sekvenacie, ktora sa zame-
riava na gén kédujuci 16S rRNA retazec. Vdaka hypervariabilnym tsekom, ktoré
tento gén obsahuje je mozné efektivne a s dostatocnou presnostou odlisit jednotlivé
druhy mikroorganizmov obsiahnuté vo vzorke.

Cielom bakalarskej prace je teoretické oboznamenie sa s tématikou a prakticka
cast, ktora spociva v priprave kvalitného datasetu a nasledujicej analyze jeho zlo-
zenia. Samotna priprava datasetu zahina zhromazdenie vhodnych volne dostupnych
dat, kontrolu ich kvality a prisposobenie na analyzu ich obsahu. V nadvazujicej
Casti sa praca venuje metagenomickej analyze vzoriek pomocou nastroja QIIME2 a
taxonomickému zaradeniu bakteridlnych druhov vo vzorkach. Z vyslednych dat je

napokon odvodena kompozi¢na diverzita vzoriek.
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1 Geném a mikrobiom

1.1 Genetika

Genetika je veda, ktora skima dedi¢nost a gény, ktorymi je podmienena. Gény st
predpokladom pre prenos genetickej informécie z generdcie na generaciu. Genetické
informacia je zakédovana poradim nukleotidov v refazci DNA, ktory sa nachadza
v kazdej bunke kazdého organizmu. Expresiou génu je tvorba proteinov, ktoré sa
podielaju na biochemickych procesoch v kazdej bunke. Nasledny efekt sa prejavi v

ramecei celého organizmu.

Genetickd charakteristika jedinca sa nazyva genotyp. Kazdy jedinec ma svoju
geneticki vybavu diploidnt (vynimkou st gaméty, ktoré st haploidné) - genotyp
kazdého génu sa sklada z dvoch alel, z ktorych jedna pochadza od materského a
druhé od otcovského jedinca. Nasledna kombinacia zdedenych alel sa charakteris-
ticky prejavi. Subor tychto charakteristickych znakov jedinca sa nazyva fenotyp,
patria sem znaky morfologické (hmotnost, vyska, tvar koncatin a i.), fyziologické
(krvny tlak, hladina glukdézy v krvi a i.) a biochemické (tvorba enzymov a i.). Plati,
ze dvaja jedinci s rovnakym genotypom nemusia mat rovnaky fenotyp a naopak,

dvaja jedinci s rovnakym fenotypom, nemusia mat rovnaky genotyp.

Napriklad u fenylketonirie, ktora patri medzi autozomalne recesivne ochorenia (k
mutécii dochadza na géne, ktorého lokus je na autozémoch a patologicka je recesivna
alela), existuju dva typy alel: fyziologickd dominantnéd (F) a patologickéd recesivna
(f). Mozu nastat tri situdcie (obr. [1.1)):

o dieta zdedi od oboch rodicov zmutovanu recesivnu alelu (ff) - ochorenie sa
prejavi,

o diefa zdedi od jedného rodic¢a zmutovani recesivnu alelu a od druhého fyziolo-
gicki dominantnu alelu (Ff) - ochorenie sa neprejavi, ale stdva sa prenasacom
ochorenia, kedze jeho genotyp obsahuje patologickou alelu,

o dieta zdedi od oboch rodic¢ov fyziologickii dominantni alelu (FF) - ochorenie

sa neprejavi a nie je ani prenasacom.
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Obr. 1.1: Priklad autozomaélne recesivneho dedenia [I]

Kedze poradie nukleotidov v DNA je u kazdého jedinca unikatne, tvorba prote-
inov sa u kazdého o nieco lisi. Preto zrejme nepozname dvoch Tudi, ktori by vyzerali
uplne rovnako, museli by mat totiz rovnaky fenotyp u vsSetkych génov, ktoré ko-
duji morfologické znaky (je to velmi nepravdepodobné). V skutoc¢nosti je ale zhoda
u dvoch nezavislych Tudi asi 99,9% v ramci celého Tudského genému, ¢o je asi 3,2

miliardy parov béz a zvysnd desatina percenta zapric¢inuje odlisnost.[§]

1.2 Genomika

Jednou z podkategorii genetiky je genomika, novodoby obor, ktory sa zacal rozvijat
az v 21. storo¢i. Rozvoju genomiky predchédzali vyznamné pokroky v sekvenac-
nych metédach (Roche 454 a nasledne Illumina), bioinformatike a analyze genému.
Odhalenie struktury celého genému pomocou tychto modernych technolégii a po-
stupov dnes uz nepredstavuje ziadny problém. Genomika je veda zaoberajuca sa
studiou genému, teda kompletného genetického materialu organizmu. Geném obsa-
huje vsetky gény, ktoré riadia dedicné vlastnosti organizmu, a tiez mnozstvo inych
sekvencii DNA, ktoré mozu ovplyvnit jeho vyvoj a funkciu. Genomika sa zaobera
nielen samotnym sekvencovanim DNA, ale aj analyzou genetickych dat, aby sme
mohli pochopit, ako sa jednotlivé gény podielaji na réznych procesoch a funkciach

organizmu. Genomika tiez zahfna vyskum koplexnych ochoreni, na ktorych vyskyt
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podla doterajsich studii vyznamne viac vplyva vzajomné posobenie prostredia a
genetickych faktorov ako samostatné gény jednotlivca. Medzi tieto ochorenia pat-
ria napriklad kardiovaskuldrne ochorenia, astma, diabetes, rakovina a i. Vysledkom
tychto studii st nové spésoby v liecbe a diagnostike komplexnych ochoreni ¢i pokroky
v umelej syntéze biologicky aktivnych latok (hormoény, neurotransmitery, protilatky,
enzymy). Je mozné, zZe moderny rozvoj genomiky ndas privedie k objavom, ktoré
budt v budtcnosti predstavovat velmi vyznamny milnik k pochopeniu jedného z

najzlozitejsich biologickych systémov, ako je mozog.[9]

1.3 Metagenomika

V porovnani s genomikou, ktora sa venuje vyskumu genému iba jedného organizmu,
predmetom vyskumu metagenomiky je subor genémov organizmov z jedneho pro-
stredia. Tento postup umoznuje presnejsie analyzovat vplyv prostredia na mikro-
bidlnu diverzitu. Postupy tohoto odvetvia genomiky maji vyznamné uplatnenie v
medicine (transplantdcia mikrobiému, analyza mikrobidlnej diverzity Iudskej po-
kozky [10]), polnohospodarstve (analyza premnozenych mikroorganizmov vo vode),

genetike ¢i vo vyvoji biotechnolégii (identifikdcia bioaktivnych molekul [11]). [12][13]

1.4 Mikrobiom

Mikrobiém je stibor vsetkych mikroorganizmov (eukaryoty, baktérie, archeény a
virusy), ktoré Ziju v urc¢itom prostredi.

Vyskyt tychto komunit je prirodzeny v kazdom zivom organizme. V pripade rov-
novahy tejto skupiny mikroorganizmov je jej vplyv na hostitela priaznivy, avsak v
pripade premnozenia ¢i vyskytu patologickych mikroorganizmov moze byt efekt pa-
tologicky, ¢o moze v horsich pripadoch viest az k rozvinutiu tazsich ochoreni. [14][15]

Pocet mikroorganizmov obsiahnutych v celom mikrobiéme tela zivocichov je pri-
blizne rovnaky ako pocet telovych buniek hostitela, no u niektorych oragnizmov
moze byt ich pocet aj desatnasobne vyssi. Absolitna vécsina je vSak stucastou ¢rev-
nej mikrofléry. Ak by sme vsak porovnavali velkost genetickej informdcie (pocet
roznych génov) medzi hostitelom a jeho mikrobiomom, pomer by sa mohol vysplhat
az na 1:100 v prospech mikrobiému.

Rozmiestnenie mikroorganizmov po tele hostitela je vyrazne heterogénne. V roz-
nych castiach tela sa vyskytuju mikroorganizmy roznych druhov a v réznom pocte.
Mikrobiém mdzeme rozdelit podla toho, v ktorej casti tela sa nachadza, napriklad

kozny, ordlny, vagindlny, najbohatsi ¢revny a i.[16]
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1.4.1 Zlozenie mikrobiomu

Tréaviaci trakt organizmov obsahuje obrovské mnozstvo mikroorganizmov. Vacsina
¢revnych mikroflér stavovcov obsahuje 500-1000 roznych druhov baktérii, z ktorych
viac ako 98% spada pod kmen Bacteroidetes alebo Firmicutes. Zretelné rozdiely v
zlozeni mikrobiémov jednotlivych stavovcov st sposobené rozdielmi pri narodeni, v
metodach kifmenia a stravovacich navykoch, v zivotnom style, vo veku, v genetike

hostitela, v antibiotikdch ¢i patogénoch, ktorym bol jedinec vystaveny.[17]

1.4.2 Mikrobiom traviaceho traktu

Traviaci trakt je dokonalé prostredie pre vznik velkej dynamickej komunity baktérii.
Najbohatsi stubor tychto komunit nazyvame ¢revna mikrofiéra. Aj ked znacnd cast
z nich este nebola podrobne preskiimand, s urcitostou mézeme povedat, ze efekt
tychto baktérii je pre spravne fungovanie hostitelského organizmu kltucovy. Medzi jej
hlavné funkcie patri podpora vstrebavania zivin, ispora energie a absorbovatelnych
zivin — metabolické procesy, pozitivne vplyva na funkénost traviaceho epitelu —
troficky efekt a celkova ochrana kolonizovaného organizmu pred cudzimi mikrébmi
— detoxikacia.[18]

1.4.3 Mikrobiéom ako sucast tiel zivocichov

Telo zivoc¢icha s jeho ¢revnou mikroflérou a ostatnymi mikroorganizmami tvori kom-
plexny ekosystém, akysi ,superorganizmus®, ktory aktivne vykonava mnohé biolo-
gické procesy [19]. Geném samotného zivocicha spolu s genémami vsetkych mikro-

organizmov v nom by sme mohli povazovat za metageném tohto zivocicha [20].
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2 Metédy analyzy mikrobiému

Komunity mikroorganizmov st neoddelitelnou sticastou kazdého ekosystému na Zemi.
Potreba ich skimania odstartovala rozvoj metod na detekciu a charakterizaciu bak-

térii, archeénov, virusov a prokaryotov.

2.1 Opticka mikroskopia

Jednou z prvych pouzivanych metdd bola optickd mikroskopia, ktora sa rozvijala
za Ucelom potreby ,videnia® tychto mikroorganizmov - obsah vzorky sa jednodu-
cho pozoroval pod mikroskopom, ktory vsak nebol dostacujici k odhaleniu Struktuar
na molekularnej irovni. To nasledne odstartovalo prudky zaujem o vyvoj dalsich
technolégii zameranych na klasifikaciu nepreskimanych druhov, ich bunkového me-

tabolizmu, vplyvu na prostredie, v ktorom zijud, a celkovo na biosféru.[21]

2.2 Hmotnostna spektroskopia

Dalsou efektivnou metédou, vyuzivanou na skiimanie zlozenia mirobiému je hmot-
nostna spetroskopia. Je to metéda analytickej chémie, ktorej proncip spociva v po-
rovnavani jednotlivych zloziek na zdklade pomeru m/Q, kde m je hmotnost a @ je
naboj zlozky. Pouziva sa na urcenie zlozenia latok, ktoré si typickymi metabolitmi

urc¢itych mikroorganizmov, ¢im sa dokazuje ich pritomnost vo vzorke.

2.3 Sekvenacia mikrobiomu

Sekvenacia je vrcholom analyzy genetickych déat. Je to proces, ktorym sme schopni
urcit primarnu struktiru biopolymérov. Vysledkom sekvendcie je symbolicky line-
arny koéd nazyvany sekvencia. Sekveniacia umoznuje presni identifikaciu poradia
nukleotidov v retazcoch nukleovych kyselin obsiahnutych vo vzorke, ktora bola zis-
kanda zo skimaného prostredia. Pomocou modernych sekvena¢nych metoéd dnes uz
dokazeme identifikovat konkrétne druhy mikroorganizmov, ktoré v tomto prostredi

Zj.

2.3.1 Uvod do sekvenacie mikrobiému

Jednou z hlavnych funkcii kazdej bunky je expresia génu - proteosyntéza. Tento
dej sa sklada z dvoch faz, a to z transkripcie a translacie.

Transkripcia je sibor procesov, pri ktorych za pritomnosti potrebnych enzy-
mov dochadza k prepisu DNA do mRNA podla pravidiel komplementarity baz a
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naslednym posttranskripénym tpravam vzniknutej mRNA (tie sa vsak vykonavaju
len u prokaryotickych buniek). Transkripcia prebieha u eukaryotickych buniek v

jadre a u prokaryotickych buniek volne v cytoplazme, kedze nemaju jadro.

Translacia je subor procesov, pri ktorych dochadza k prekladu vzniknutej mRNA
do poradia aminokyselin v polypeptidovom retazci. Vysledny produkt je protein.
Translacia prebieha na ribozémoch endoplazmatického retikula u eukaryotickych

buniek a volne v cytoplazme u prokaryotickych buniek.

Ribozém

Ribozoém je bunkova struktira zlozena zo Specializovanej rRNA a proteinov. Pomo-
cou rontgenovej krystalografie bolo zistené, ze ribozomalne proteiny sa nevyskytuju
v ribozémoch na mieste syntézy polypeptidového retazca, ¢o znamena, ze tieto pro-
teiny sa nepodielaju priamo na vzniku peptidovych vézieb, ale funguju skor ako
skelet ribozémov, ktory zvysuje schopnost rRNA syntetizovat bielkoviny. Retazce
rRNA a proteiny st usporiadané do dvoch celkov - mala a velka ribozoméalna pod-
jednotka. Tieto dve podjednotky do seba zapadajui a pracuju ako , prekladac“ mRNA
do polypeptidového retazca.

Ribozomalne podjednotky u prokaryotickych a eukaryotickych buniek st funkéne
a Strukturne velmi podobné, lisia sa len vo velkosti (pocte nukleotidov v jednotlivych
retazcoch TRNA a pocte proteinov medzi nimi). (tab. 2.1} [2.2))

Na charakterizaciu jednotlivych ribozomalnych podjednotiek a tisekov rRNA sa
pouziva Svedbergov koeficient - miera sedimentacie, ktora vyjadruje pomer medzi
rychlostou pohybu biologického materidlu v centrifugacnej skimavke a centifugac-
nym zrychlenim (velkost v nanometroch by v charakterizicii ribozomélnych pod-
jednotiek nemala dostato¢ni vypovedni hodnotu, pretoze ribozémy maji vyrazne
nepravidelni struktiru). Jednotkou tejto veliciny je S (Svedberg), je to vsak ekviva-
lent jednotky ¢asu definovany ako presne 10~!? sekundy. Hodnota sedmientaéného
koeficientu je ovplyvnena hmotnostou, hustotou a tvarom skiimaného materidlu.
Napriklad, ak bude mat ribozém hodnotu sedimentacného koeficientu 26S
(26 x 10713 5), znamen4 to, 7ze sa bude pohybovat rychlostou 26 mikrometrov za
sekundu (26 x 107 ms~2 ) pod vplyvom centrifugacného zrychlenia miliénkrat vac-

Sieho ako gravitacné zrychlenie Zeme (9,81 x 10° ms=2).[7]
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H Ribozoém | Podjednotka ‘ rRNA ‘ Pocet proteinov H

23S (2904 nt)
508 31
708 5S (120 nt)
308 16S (1542 nt) 21

Tab. 2.1: Stavba prokaryotického ribozému [7]

Ribozém | Podjednotka rRNA Pocet proteinov
28S (4718 nt)
60S 5.8S (160 nt) 49
R0S
5S (120 nt)
40S 18S (1874 nt) 33

Tab. 2.2: Stavba eukaryotického ribozému [7]

Ribozémy archeénov st rozmerovo velmi podobné prokaryotickym, avsak na sek-

vencnej urovni sa vyrazne podobaji na ribozémy eukaryotické.

16S rRNA gén

16S rRNA je nukleova kyselina, ktora je stavebnou a funkcnou sicastou malych
podjednotiek prokaryotickych ribozémov (30S). Jej hlavnymi funkciami st: urcova-
nie polohy ribozoméalnych proteinov v ribozéme, zabezpecenie vazby medzi malou a
velkou ribozomélnou podjednotkou pocas translacie (tisek 16S rRNA interaguje s 23S
rRNA) a zabezpecenie spravnej iniciacie translacie - 3’ koniec 16S rRNA obsahuje
tzv. anti-Shine-Dalgarnovi sekvenciu, komplementarnu k tzv. Shine-Dalgarnovej
sekvencii, ktord sa nachadza v mRNA pred iniciacnym kodénom AUG - pred sa-
motnou inicidciou translidcie dochadza k vzniku vodikovych vézieb medzi tymito
dvomi sekvenciami, Co je signdlom pre ribozém, ze nasleduje kodén AUG, a teda
translacia moze zacat, (Shine-Dalgarnova sekvencia tiez zabezpecuje, aby bolo odli-
sené, kedy kodon AUG koduje aminokyselinu uprostred polypeptidového retazca a
kedy vystupuje ako start-kodén).[22][23]

Samotna sekvencia 16S TRNA je zakédovana v DNA bakteridlnych buniek. Je
pritomnda takmer u vSetkych druhov baktérii, prave preto je tato oblast genetickej
vybavy baktérii cielom pri metagenomickej analyze mikrobiému. 16S rRNA gén sa
tiez nazyva ako ,molekularne hodiny“, pretoze sa vyuziva na sledovanie miery mu-

tacii v ¢ase pre odhadnutie obdobia, kedy sa dany organizmus fylogeneticky odtrhol
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od svojho predka. Tento gén ma vysoké opodstatnenie v rekonstrukcii fylogene-
tickych stromov, pretoze pocas evoltcie dochadza k zmenam v tychto tsekoch len
zriedkavo (s rastiicim po¢tom zmien rastie aj zlozitost rekonstrukcie fylogenetickych
stromov - je narocnejsie odhadnit ,,co z ¢oho vzniklo*). Priekopnikom vo vyuziti 16S
rRNA génu vo fylogenetike bol Carl Woese, ktory v roku 1977 prvykrat definoval
archeény. [24] [25]

16S rRNA gén sa skladd z 1542 nukleotidov usporiadanych do viacerych tsekov,
ktoré sa delia na dva typy: konstantné a hypervariabilné (obr. .

Konstantné tseky si velmi stale a podobné medzi roznymi druhmi baktérii.
Tato skutocnost sa vyuziva v procese amplifikacie v PCR, kde je nutné zamerat
amplifikované oblasti génu (hypervariabilné useky). KedZze tieto konstantné tseky
sa len vzacne menia u réznych druhov baktérii, v PCR je mozné vyuzivat univer-
zélne primery (primery funguji rovnako u takmer vsetkych druhov baktérii), ktoré
zaruCia pomerne presnu lokalizaciu amplifikovaného tseku - urc¢uju presné miesto

na refazci DNA, kde zacne DNA polymerédza syntetyzovat antiparalelny refazec k
obom retazcom v procese PCR (obr. 2.1)).[22]

68 136 433 576 821 980 1117 1243 1435
JJJ V2 AVBJ va AVSJVEJWJVB_L‘I
Vi-V3
8F 518R
27F
V3-v4
337F 805R
V3-V5
337F 907R
V6-V9
928F 1492R

mmm konstantny dsek
variabilny Usek
amplifikovany Gsek
primer
reverzny primer

Obr. 2.1: Schéma vyuzitia primerov k zameraniu variabilnych tsekov

Hypervariabilné tseky st v porovnani s konstantnymi velmi Specifické pre
konkrétny druh baktérie, preto sa tieto useky vyuzivaju k identifikacii konkrétneho
druhu baktérie. 16S rRNA gén obsahuje 9 hypervariabilnych usekov (zn. V1 - V9),
dlhych 30-100 parov nukleotidov. Miera variability medzi tymito tsekmi ale tiez
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nie je konstantna, medzi druhmi na vyssej taxonomickej tirovni je variabilita me-
nej vyrazna ako na nizsej. Metagenomickd analyza sa spravidla zameriava na urciti
kombinéciu hypervariabilnych tisekov, vacsinou st to dvojice alebo trojice hyperva-
riabilnych tsekov (V6-V8, V7-V8, V3-V4), no mozna je aj analyza samostatného
useku (v pripade, ze tento hypervariabilny tsek poskytuje dostatoéni informaciu k
taxonomickej charakterizacii) ¢i celogenémova sekvenacia 16S rRNA génu (je vSak
zbytoc¢ne narocna v pripade, zZe je potrebné iba charakterizovat druhy baktérii vo
vzorke). Useky V1 a V9 sa v metagenomickej analyze nevyuZivaja, pretoze v po-
cetnych vyskumoch vykazovali nadmerne vysokt variabilitu aj u druhov, kde by sa
takato variabilita neocakavala.[22] [20]

]—305 podjednotka

}SOS podjednotka

Bakterialny geném /Z | | _[5s] //
16S rRNA gén

Vi V2 V3 V4

.
1 100 200 300 400 S0 B0 T BO0D G0 1000 1100 1200 1300 1400 base
[ konstantné Useky
[ variabilné Useky

Obr. 2.2: Schéma ribozému a 16S rRNA [2]
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Obr. 2.3: Struktira 16S rRNA [3]

Aj ked moze variabilita hypervariabilnych tisekov medzi réznymi druhmi bakté-
ri{ vyrazne kolisat, v porovnani s eukaryotickym ekvivalentom 185 rRNA je dizka
sekvencie 16S rRNA génu pomerne stabilna u vSetkych druhov. Umoznuje to vyrazne

jednoduchsie sekvenéné zarovnanie v analyze podobnosti v jednotlivych sekvenciach.

2.3.2 Metody sekvenacie

Samotnému procesu sekvenacie DNA predchadza priprava knihovne. Ide o proces,
ktorého vysledkom su fragmenty, ktoré sa budu sekvenovat. Existuju dva pristupy

k priprave knihovne, a to shotgun a amplicon.

Shotgun metdda sa pouziva na sekvendciu genému alebo tsekov dlhsich ako je
dl7ka ¢itania sekvendtoru. Spoéiva v rozbiti DNA na fragmenty roznych dizok, kotré

sa podla dizky roztriedia pomocou elektroforézy a néslednom sekvenovani tychto

fragmentov (obr. [2.4)).[27] [28]
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GCATCGGAA

— CTAGCATA TCGTCGA
— GTCAGA TAGCATTA
I ACTCTACT
GCGCATTGGE GTACTACT

] ]
— — CGATTAATA  CGTACGTA
O o O — TEACGATT  acaTacca
— TTACGTTA
S — GCATGCTT  CTCATAGCTT

gendmy vo vzorke — rozbitie na f.r_‘.’gfm?ntv m=mmp sckvendcia fragmentov
(bez amplifikacie)

Obr. 2.4: Schéma pripravy knihovne metédou shotgun

Amplicon je metdda, ktora sa naopak pouziva pri sekvendcii kratsich usekov,
ktoré pokryje ¢itanie sekvendtoru. Vyuziva sa moznost vyberu konkrétneho tseku
DNA za pomoci primerov, ktoré v procese PCR vymedzia oblast sekvencie DNA,
ktortt bude DNA polymerdza syntetizovat (obr. [2.5)).[29]

- —(— ATTGTAGCACGATGCAA

o e e e ATTGTAGCACGATGCAA

- (S = ATCGTAGAACGATGCAA

O O o e S e e e ATCGTAGAACGATGCAA
- (e ATCGTAGAACGATGCAA

- (S ATCGTAGAACGATGCAA

O O O e S e e e ATCGCAGCACGATGCAA
v S e e e ATCGCAGCACGATGCAA

o (e e e ATCGCAGCACGATGCAA

o D e e e ATCGCAGCACGATGCAA

ampifikacia génu G,
==p vZnika mnozstvo DNA fragmentov, g
ktoré obsahuji len gén G

gendmy vo vzorke
(kaidy absahuje gén)

sekvenacia fragmentov
(tisicky vo vzorke)

Obr. 2.5: Schéma pripravy knihovne metédou amplicon

PCR (polymerdzova retazova reakcia) je biochemickd metéda vyuzivand v ob-
lasti genetiky na namnozenie urc¢itého tiseku molekuly DNA. Je zaloZena na principe
fungovania enzymu DNA polymeraza, ktord po denaturacii DNA syntetizuje kom-
plementarne vlakno ku vldknu templatovému vzdy v smere od 5’ konca ku 3’ koncu
retazca. DNA polymerdza vsak nedokaze nasyntetizovat komplementarne vlakno
uplne od zaciatku, potrebuje totiz primeIEL ktory jej urci, kde ma syntéza zacat.
Na zdvojenie jedného dvojvldknového retazca DNA (jeden cyklus) je teda treba 2
primery (pre obe vldkna). V pripade, Ze je v reakénej zmesi dostatotné mnozstvo
DNA polymerazy, primerov a reakéného roztoku, tento proces prebieha na vsetkych

retazcoch v reakénej zmesi naraz. Tento cyklus sa opakuje dokym nie je dosiahnuty

'Kratky tsek DNA (obvykle desiatky nukleovych baz), ktory sa priddva do reakénej zmesi
PCR. Je nutné poznat okrajové oblasti amplifikovaného tuseku, aby mohol byt primer spravne

nadizajnovany.
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potrebny poc¢et namnozenych retazcov (v kazdom cykle sa mnozstvo retazcov zdvoji,
teda s kazdym cyklom pocet retazcov exponencidlne stipa) (obr. [2.6). [30]

2. cyklus -
1. cyklus
amplifikovany 4 "'u‘ g
retazec DNA 5 3 5 3 7 ™~
o nrnml . lllﬂml g s
5 3 - bbb e
f ? ¥ v 1T 3 5 " i
5 3 hdddd,
T ~a
T - o
3 5 e -
» & bkl 5' 3 ~ 'm‘
vy £ s N e - G
¢ » LT HTTETT) —  Lhhhhhbii _ .
primer ¥ 5 E) s . el
. R TT.
nukleotid M

.
Y

Obr. 2.6: Schéma PCR [4]

Po priprave knihovne je potrebné nasekvenovat vzniknuté fragmenty. Najvyuzi-
vanejsimi sekvenacnymi platformami v analyze 16S rRNA génu st lllumina (NGSZD
a Pacific Bioscience (TGY).

Ilumina ¢ita cielové tseky DNA, ktoré boli naamplifikované pomocou mos-
tikovej PCR. Fyzykalno-chemicky princip detekcie, tzv. sekvendcia syntézoul’}
spoc¢iva v tom, ze syntéza komplementarneho vldkna k templatu prebicha zaroven
so samotnou sekvenaciou. Nukleotidy, ktoré DNA polymeraza viaze k templatu si
fluorescencne oznacené a v kazdom cykle, kedy sa prave jeden nukleotid naviaze na
templét je emtivované svetlo, ktoré pristroj zachytava (pre kazdi bézu ind farba
svetla). Nésledne je poradie zableskov pocitacovo spracované do poradia nukleoti-
dov v DNA. Zéroven sa vyuziva metéda tzv. single-end (tisek DNA sa sekvenuje
iba v jednom smere) alebo paired-end (isek DNA sa sekvenuje v oboch smeroch, v
priamom aj reverznom).[31][32]

Pacific Bioscience slizi na sekvenaciu dlhych refazcov DNA. Vyuziva princip
SMRT| Ide o SMRT ¢ip, ktory mé na svojom povrchu tisicky jamiek hlbokych
100nm s priemerom 70nm. Na dne je zachytend DNA polymeréaza, ktora syntetizuje
komplementarne vlakno k jednovldknovej DNA. Jednotlivé nukleotidy, z ktorych
je syntetizované komplementarne vlakno si fluorescencne oznacené a pri naviazani
na templat je emtivované svetlo, ktoré je detekované a spracované podobne ako v
metdde Illumina.[33]

2Druhé4 generacia sekvenatrov (Next generation sequencing).

3Tretia generdcia sekvenatrov (Third generation sequencing).

47 anglického sequencing by synthesis.

5 Single-molecule real-time (jednomolekulova sekvendcia v redlnom dase).
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Di7ka ¢itania sa u roznych sekvenaénych platforiem 1i8i, spravidla je ale kratsia
nez skimana sekvencia. Tato vysledna sekvencia sa ziskava skladanim jedntolivych
nasekvenovanych tusekov (obr. . V oblastiach, kde nasekvenované tseky obsahuju
rovnaku cast celkovej DNA, sa jednotlivé tseky ,,prekryvaju®. Jednotlivé sekvencie
a prekryvy sa analyzuju, ¢im sa ziskava celkova sekvencia DNA. V pripade, zZe sa
nasekvenované useky porovnavaju s urcitou referencnou sekvenciou, ide o mapo-
vanie na referencii. Ak sa referencna sekvencia nepouziva, vysledna sekvencia sa

vysklada len z nasekvenovanych tsekov, ide o skladanie de novo.

vyskladany geném

GCATGCTT
GCATGC
ATGCTTTAC
TTACGTAGCG
ACGTAG
TACGTAGCGAT
CGATCGTGC
GTGCTGTA
GCTGTAGCT
TGTAGCT

fragmenty

Obr. 2.7: Skladanie DNA fragmentov

V samotnej analyze mikrobiému sa vyuzivaju dva pristupy, a to amplikonova

alebo celogenémova analyza.

V amplikonovej analyze 16S rRNA génu sa vybrany hypervariabilny tisek am-
plifikuje v PCR pouzitim primerov, ktoré si navrhnuté tak, aby doslo k amplifikacii
len vybranych hypervariabilnych tsekov. Najcastejsie sa pouzivaji useky V6-V8, V7-
V8 alebo V3-V4, ich variabilita medzi réznymi druhmi baktérii je totiz dostatocénd

na ich identifikdciu. Nasleduje sekvenacia a analyza. Vyhody tejto metddy su:

e je pomerne rychla a lacna,

o presna a efektivna v pripade, ak ide o analyzu mikrobiému na kmenovej taxo-
nomickej urovni phyla,

o kedze je vo vedeckom prostredi vo velkom pouzivana, existuje obrovské mnoz-

stvo poznatkov, ktoré su dostupné pre vedcov.
Nevyhody metody:

o poskytuje len informécie na zaklade zvoleného hypervariabilného tseku,

« na druhovej taxonomickej trovni (species) presnost analyzy kles4,

o Specifické gény sa neanalyzuji samostatne, ale st aproximaciou s urcitou to-
leranciou zaradené do taxonomickej irovne (tab. ,

« jevyzadovand vysoka koncentracia génu, aby bola analyza dostatocne presna.[34]
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dokonala zhoda
ACGTAGCA

E ACCTGTTACGACACACGTAGCACAGCCTGCCTACGCATC

sekvencia z databazy GCATGCTT
nedokonala zhoda

nasekvenované fragmenty

Obr. 2.8: Porovnavanie nasekvenovanych tisekov so sekvenciami z databaz

Riesenim chybovosti amplikonovej analyzy v identifikécii baktérii na druhove;
taxonomickej irovni je celogenémova shotgun analyza. Princip spoc¢iva v ndhod-
nom rozbiti vSetkych genémov vo vzorke na fragmenty a ich naslednom sekvenovani.
Vyhody tejto metddy:

o poskytuje presné a kvalitné vysledky, pretoze sekvenacia prebieha vramci ce-
lého genému mikroorganizmu, ¢o navyse umoznuje identifikaciu vzacnych ¢i
novych druhov baktérii,

» nevyzaduje amplifikdciu cielenych tsekov.

Nevyhody metddy:

e je pomald a drahd v porovnani s amplikonovou analyzou,

o vysoké poziadavky na technické a programové vybavenie, pretoze metoda po-
skytuje obrovské mnozstvo dat za kratky cas.[34][35]

Databazy sekvenci 16S rRNA

16S rRNA gén je pouzivany ako standard v identifikacii a klasifikacii mikroorga-
nizmov, pretoze je vo vacsine z nich obsiahnuty vo velkych mnozstvach a nesie
mnohé dolezité informacie k tomuto spracovaniu. Mnohé sekvencie 16S rRNA génu
su verejne dostupné v databazach, ako napriklad NCBI (National Center for Bio-
technology Information), avsak kvalita tychto sekvenci ¢asto nie je overend. Preto
boli zalozené Specidlne databazy, ktoré s zamerané na zhromazdovanie vyhradne
sekvenci 16S rRNA génov.

EzTaxon - databaza obsahujtca priblizne 63 tisic celogenémovych sekvenci bak-
térii a archeénov, ktoré boli taxonomicky identifikované na rodovej, druhovej c¢i
poddruhovej trovni. Tato databéza je systematicky oSetrovana a aktualizovana.[36]

RDP (The Ribosomal Database Project) - udrziavana databédza, ktora
pontka fylogeneticky zarovnané sekvencie RNA (rRNA), odvodené fylogenetické
stromy ¢i rozne programové vybavenie pre zjednodusenie analyzy a zobrazenia za-

rovnani a stromov.[37]
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SILVA - obsiahla databdza s kontrolou kvality, ktora pravidelne aktualizuje
svoje datasety. Obsahuje zarovnané sekvencie ribozomalnch rRNA malych i velkych
ribozomalnych jednotiek baktérii, archeénov a eukaryotov. Obsahuje tiez nastroje
na prieskum, vyhladavanie ¢i stahovanie materidlov.[38]

GreenGenes - databaza obsahuje fylogenetické stromy zostavené automaticky
de novo zo 16S TRNA sekvencii, ktoré boli ziskané z verejnych databaz a presli
testami kvality.[39)]

2.4 Taxonomicka analyza 16S

Po spracovani nasekvenovanych dat nasleduje taxonomicka analyza, ktora vyuziva
metddu tvorby OTU alebo ASV zhlukov.

24.1 OTU

Starsou metédou analyzy je vytvaranie zhlukov OTUP} Ide o zhluky nasekvenova-
nych tsekov, ktoré sa porovnavaju s urcitou toleranciou nezhody so sekvenciami z
dostupnych databaz 16S rRNA sekvencii. Tato metdda je vypoctovo jednoduchsia
ako ASV metdda, pretoze neanalyzuje unikatne sekvencie, ale len zaraduje sekvencie
podla podobnosti s referenciou do skupin (tab. . Téato metoda sa tiez Castejsie
vyuziva v teréne. Nevyhodou je, ze metdéda funguje na vopred stanovenej tolerancii
podobnosti, ¢o sa moze negativne prejavif na analyze vzdialenejsich mikrobialnych
komunit. Kvalita analyzy takisto zalezi na vybere databazy, s ktorou sa sekvencie

budt porovnavat a samotnom zhlukovacom algoritme. [40)]

24.2 ASV

Modernejsou metédou je vytvaranie zhlukov ASV[| St to zhluky, ktoré vznikaju
podobne ako zhluky OTU, ale v tomto pripade sa sekvencie porovnavaju s referenc-
nymi na urovni jednotlivych nukleotidov. Tato metdda je sice vypoctovo narocnej-
sia ako OTU metdda, avsak presnejsia, navyse umoznuje spolahlivejsiu identifikaciu
vzacnych ¢i novych druhov mikroorganizmov. Je takisto menej nachylna na vyber
referencnej databazy ¢i zhlukovaci algoritmus, ale viac nachylna na chyby, vzniknuté
v procese PCR.[4]]

60perational taxonomic unit
" Amplicon sequence variant
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2.4.3 Taxonomické urovne

Samotna taxonomicka analyza vsak znamena, ze jednotlivé mikroorganizmy vo vzorke
dokazeme identifikovat, teda zaradit ich do prislusnych taxonomickych trovni. Ide o
hierarchicky systém, ktory sa pravidelne aktualizuje. Kompletny hierarchicky systém
je zlozity, preto mikroorganizmy z pouzitej vzorky pre tuto pracu si taxonomicky
zaradené iba do zakladnych taxonomickych trovni (tab. prvy stlpec).

Taxonom. troven Taxony
Risa Bacteria
Kmen Bacteroidetes
Trieda Bacteroidia
Rad Bacteroidales
Celad Bacteroidaceae
Rod Bacteroides
Druh Bacteroides dorei

Tab. 2.3: Priklad zaradenia do taxonomickych trovni

2.5 Analyza diverzity

Analyza diverzity je proces kvantifikacie a porovnavania diverzity biologickych spo-
loc¢enstiev, ako st mikrobidlne spolocenstva v metagenomike, rastlinné spoloc¢enstva
v ekologii alebo genetické varidcie v populéacidch. Cielom analyzy diverzity je po-
chopit procesy, ktoré diverzitu sposobuji alebo ovplyvinuju jej pocetnost v ramci
komunity ¢i medzi nimi.

Analyza diverzity v metagenomickej analyze zahina kvantifikdciu a porovnanie
diverzity mikrobidlnych spolocenstiev v roznych vzorkach alebo prostrediach. Medzi
zakladné postupy analyzy diverzity patria analyzy na roznych trovniach diverzity.

Patri sem alfa, beta ¢i gama diverzita.

2.5.1 Alfa diverzita

Alfa diverzita popisuje struktiru ekologického spolocenstva v ramci jedného biotopu,
ekosystému alebo vzorky. V ramci alfa diverzity rozlisSujeme dve zédkladné vlastnosti
biotopu, a to rozmanitost (pocet réznych taxonomickych skupin Zijicich v danom
biotope) a rovnomernost (distribtcia jednotlivych skupin v biotope). Kedze zmeny v
spolocenstve vyrazne ovplyvnuju alfa diverzitu spolocenstva, analyza alfa diverzity

je jednym z prvych pristupov pri analyze spolocenstiev a ich vyvoja.[42]
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2.5.2 Beta diverzita

Podobne ako alfa diverzita, aj beta diverzita popisuje struktiru ekologického spolo-
¢enstva, avsak v ramci roznych biotopov, ekosystémov ¢i vzoriek. Slizi na porovnanie
obsahu druhov v odlisnych podmienkach na réznych miestach. Vysoka beta diverzita

naznac¢uje, ze druhové zlozZenie sa medzi lokalitami vyrazne lisi.[43]

2.5.3 Gama diverzita

Gamma diverzita predstavuje celkovi diverzitu druhov vo vacsej geografickej oblasti
alebo krajine. Zohladnuje lokdlnu diverzitu (alfa diverzitu) i druhovi diverzitu me-

dzi jednotlivymi oblastami (beta diverzitu) v rdmci SirSej priestorovej mierky. [44]
Samotna uroven, na ktorej analyza diverzity prebieha vsak zavisi na dopredu ur-

c¢enych podmienkach. Hranica medzi alfa, beta ¢i gama diverzitou nie je striktne

stanovena.
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3 QIIME2

3.1 Vyuzitie QIIME2

QIIME?2 je vyznamny decentralizovany verejne dostupny bioinformaticky software,
zamerany na analyzu dat, ktoré boli ziskané amplikonovou sekvenaciou mikrobial-
nych komunit (najcastejsie sekvenacia génov 16S rRNA u prokaryotov a 185 rRNA
u eukaryotov). Pouzivatelovi pontika cely proces spracovania od surovych dat az
po kvalitné grafické a statistické zavery. Proces zahina demultiplexaciu a filtraciu
kvality dét, vyber OTU (pomocou UNCLUST alebo BLAST), taxonomické zarade-
nie, rekonstrukciu fylogenetickych stromov, analyzu diverzity ¢i grafické znazornenia
analyzovanych dat a ziskanych Statistickych zaverov. Vyhodou je, ze software je vy-
razne zamerany na prehladnost dat, takze vystup softwaru je vo vicsine pripadov
yuser-friendly. QIIME2 navyse poniika velké mnozstvo balickov, s ktorymi je mozné
vyznamne rozsirit funkcionalitu softwaru.[45]

Verzia QIIME2 bola vydana 1. januara 2018 ako kompletne redizajnovany na-
stupca verzie QIIME1. Dizajn novej verzie bol vo vacsine pripadov inSpirovany
uzivatelmi verzie QIIME1, ktori v priebehu jej pésobenia prispeli na seminaroch
¢i forach svojimi napadmi a dotazmi k jej vylepseniu. Verzia QIIMEL uz nie je

podporovana. [46]

3.2 Datové formaty v QIIME2

Vstupom softwaru QIIME2 su sekvencie, ktoré boli ziskané sekvendciou (surové
déta). Pri definovani vstupu je potrebné, aby uzivatel poskytol detaily o tychto
détach (¢o je to za data, datovy format, ako boli tieto déata ziskané a i.). Najpou-
zivanejsim formatom surovych dat je FAST(Q format, ktory obsahuje informécie o
sekvencii, samotni sekvenciu a korespondujicé skére kvality (ako surové data je
mozné pouzit aj iné formaty, napr. FASTA, BIOM a i.).[47][45]

3.2.1 QIIME2 artifact

Jednym z vystupnych datovych typov softwaru QIIME2 je tzv. artifact subor. Je
to zip subor s koncovkou .gza, ktory obsahuje dédta (samotné sekvencie, obycajne
vo formate FASTQ) a metadata (Specifické metadata pre QIIME2, ktoré poskytuji
informacie o datach, ako datovy format, postup analyzy, ktory bol zatial vykonany
na datach ¢i postupy, ktoré QIIME2 vyuzil na vytvorenie artifact-u). Tieto sibory

je mozné opakovane pouzit ako vstup pre dalsie analyzy.
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Kazdy artifact sibor vytvoreny pomocou QIIME2 ma svoj prislusny sémanticky
typ, ¢o v pripade, ze sa artifact pouzije ako vstup pre dalsiu analyzu, umoznuje
softwaru identifikovat ho ako kompatibilny vstup pre tito analyzu. Ide teda o isty
sposob prevencie proti vzniku chyb v analyzach.

Vyuzitie artifact siborov umoznuje efektivnu pracu so softwarom QIIME2, kedze
vsetci uzivatelia pracuju s tym istym datovym typom. Mézu sa teda zamerat priamo
na potrebné analyzy bez zbyto¢nych konvertovani z inych datovych typov.[47][45]

3.2.2 QIIME2 vizualizacia

Druhym vystupnym datovym typom softwaru QIIME2 je tzv. vizualizacia. Tieto
subory maju koncovku .gzv. Aj ked st obsahovo velmi podobné artifact siborom
(obsahuji rovnaké metaddta), ich funkciou je poskytovat findlny vystup analyzy
(Statistické vysledky, interaktivne vizualizécie, grafy a iné vizudlne reprezentacie

dat), a teda nie je mozné ich pouzit ako vstup pre dalsie analyzy.[47][45]

surove odstranenie
data dumu
d tiolexAci vypocty | | taxonomické| | Statistické
emuitiplexacia diverzity zaradenie vyhodnotenie
metadata filtracia
kwvality

Obr. 3.1: Blokova schéma postupu spracovania dat pomocou QIIME2 [5]
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4 Metagenomicka analyza

4.1 Dataset

K pochopeniu vyvoja ¢revnej mikrofléry podla typu diéty som pouzil dataset ob-
sahujici nasekvenované tseky 16S rRNA génu, konkrétne ide o variabilné tseky
V3-VA4.

4.1.1 Povod datasetu

Vzorky stolice zvierat zo zoologickej zahrady v Chongqing boli odobrané hned po
prirodzenej defekécii zivocichov (vzorka neprisla do kontaktu s podou ani inymi
necistotami). Nésledne boli vzorky zamrazené tekutym dusikom a odoslané do labo-
ratoria v penovych boxoch. Nukleové kyseliny, obsiahnuté vo vzorkach boli izolované
pomocou $pecializovanej supravy (Qiagen QIAamp Stool Mini Kit) a ich koncentra-
cia bola urc¢end UV absorbanciou pomocou spektrofotometra (Nano-Drop 2000). K
PCR amplifikacii nukleovych kyselin boli vyuzité dostupné sekvencie primerov na
vymedzenie oblasti s hypervariabilnymi usekmi V3-V4. Nésledne boli vzorky nasek-
venované pomocou NGS (Next Generation Sequencing), konkrétne met6dy Illumina
(Illumina Miseq PE300). Sekvenacia prebiehala na fragmentoch v priamom aj re-
verznom smere (metéda paired-end, poskytujuca kvalitné data a zarovnatelnost
sekvencif).

Vzorky boli odobrané v roku 2018 v ramci projektu Fvolution of animal gut mic-
robes and their NRPS gene clusters (Evolucia ¢revnych mikrébov zvierat a ich NRPS
génovych zhlukov) a nésledne, 1.6.2021, bol zverejneny vysledny dataset v databéze
GenBank. Informaécie o projekte st dostupné v databaze NCBI pod identifikatorom
PRJNAG631815.[17]

4.1.2 Struktira a obsah datasetu

Podla typu diéty su zvierata rozdelené do troch skupin, a to skupina A (bylinoz-
ravece), skupina B (mésozravee) a skupina C (vsezravé vtéky). Kazda skupina obsa-
huje dvoch, resp. troch zastupcov (oznaceni X, Y, resp. Z). Od kazdého zastupcu
boli odobrané 3 vzorky stolice (oznacené 1, 2, 3). Dokopy bolo odobranych 24 vzoriek
od 6smych zastupcov.

Skupina A obsahuje troch zéstupcov, a to Elephas mazimus Linnaeus (slon azij-
sky, vzorky AXnED, Cervus nippon (jelen sika, vzorky AYn) a Tragelaphus oryz

(antilopa losia, vzorky AZn). Skupina B obsahuje rovnako troch zastupcov, a to

In - &islo odobranej vzorky, v tomto pripade 1, 2, 3
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Panthera tigris Amoyensis (tiger juhocinsky, vzorky BXn), Panthera leo (lev puis-
tovy, vzorky BYn) a Vulpes vulpes fulva (liska hrdzavé, vzorky BZn). V skupine C
st dvaja zéastupci vSezravych vtédkov, a to Pavo cristatus (pav korunkaty, vzorky

CXn) a Struthio camelus (pstros dvojprsty, vzorky CYn).[17]

Nézornd ukazka struktiry a obsahu datasetu je mozné vidief v tab. [1.1]

H Skupiny podla diéty Zastupca ‘ Vzorka ‘ ID H
AX1 | SRR11773874
Elephas maximus Linnaeus | AX2 | SRR11773873
AX3 | SRR11773862
AY1 | SRR11773857
Bylinozravce Cervus nippon AY2 | SRR11773856
AY3 | SRR11773855
AZ1 | SRR11773854
Tragelaphus oryx AZ2 | SRR11773853
AZ3 | SRR11773852

BX1 | SRR11773851
Panthera tigris Amoyensis | BX2 | SRR11773872
BX3 | SRR11773871
BY1 | SRR11773870
Masozravce Panthera leo BY2 | SRR11773869
BY3 | SRR11773868
BZ1 | SRR11773867
Vuulpes vulpes fulva BZ2 | SRR11773866
BZ3 | SRR11773865

CX1 | SRR11773864
Pavo cristatus CX2 | SRR11773863
CX3 | SRR11773861
CY1 | SRR11773860
Struthio camelus CY2 | SRR11773859
CY3 | SRR11773858

Vsezravce

Tab. 4.1: Strukttra datasetu
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4.2 Predspracovanie dat

Pred samotnou analyzou je potrebné data predspracovat - skontrolovat kvalitu sek-

venacnych dat a nasledne podla vysledkov nastavit parametre zastrihnutia a filtracie.

4.2.1 Kontrola kvality pred upravou

Dataset obsahuje 48 stuborov vo formate fastqﬂ - 24 péarovych vzoriek (napriklad
SRR117738515_ 1.fastqa SRR11773851 _ 2.fastq). Kazdy sibor obsahuje velké mnoz-
stvo readov o urcitej dizke. Tieto vlastnosti datasetu som overil pomocou softwaru
FastQC (verzia FastQC-0.11.5). FastQC' je néastroj, ktory poskytuje rozne typy
analyz velkého mnozstva sekvenénych dat. Jeho najfrekventovanejsie vyuzitie je v
kombindcii so sekvena¢nymi platformami generacie NGS’| Nastroj umozituje pou-
zivatelovi vykonaf rychlu kontrolu kvality sekvencnych dat. Vystupom néstroja je
htmﬁ stbor, ktory obsahuje vysledky analyzy a Statistiky (vdcsinou zobrazené a
popisané v grafe). Nasledne som jednotlivé vystupy FastQC (pre kazdu vzorku) si-
hrnne zobrazil pomocou nastroja MultiQC'. Vystupom MultiQ)C' je rovnako html
stubor, ktory obsahuje graficky zobrazené agregované vysledky nastroja FastQC. Zis-

kany html stbor je stcastou elektronickej prilohy prace.[4§]

Pocet a dizka readov

Z vystupu agregovanej kontroly kvality (MultiQC) som urcil, ze pocet readov vo
vzorkéch sa pohyboval v rozmedzi od 43 751 do 61 263 (obr. , a ze dlzka jed-

notlivych readov je rovnaka, a to 301bp.

2Textovy format na uchovavanie biologickych sekvencii a ich skére kvality.
3Next generation sequencing.
4Format uréeny na zobrazenie v internetovom prehliadaéi.
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vzorky

0 Sk 10k 15k 20k 25k 30k 35k 40k 45k 50k 55k 60k 65k
pocet readov
unikatne ready
® duplikované ready

Obr. 4.1: Graf poc¢tu unikdtnych a duplikovanych readov v jednotlivych vzorkach

pred tpravou

Kvalita sekvencii

Na samotnt kontrolu kvality som pouzil nastroj FastQC, ktory pracuje s hodnotami
phred skore pripadajicim k jednotlivym bazam v readoch. Méj vysledny graf ob-
sahuje 48 kriviek (48 vzoriek), pricom kazdy bod na krivke predstavuje priemerni
kvalitu na danej pozicii v danej vzorke. Na zvislej ose grafu je phred skore, ktoré
vyjadruje kvalitu identifikdcie bazy automatizovanym sekvenatorom. Vysledny graf
som hodnotil podla najnizsej kvality jednotlivych vzoriek, teda ak kvalita vzorky
poklesla pod hodnotu phred skore 20, hodnotil som ju ako nekvalitni. V mojom
pripade vysli kvalitné vzorky len 4 zo 48, ¢o som hodnotil ako neuspokojivy vy-
sledok (obr. vlavo). Priklad jednej nekvalitnej vzorky je mozné vidiet na obr.
vpravo. Na obrazkoch je vidiet, ze kvalita sekvencii je najlepsia na zaciatku
sekvencii a postupne klesa ku koncu sekvencii. Ide o fenomén poklesu kvality na
konci sekvena¢ného behu, ktory vznika z dovodu postupujiiceho procesu sekvenacie
v pristroji alebo inych technickych limitacii sekvenatorov. Tieto nekvalitné konce
sekvencii sa spravidla odstranuja zastrihnutim v procese spracovania sekvenac¢nych

dat, aby nedochédzalo k vyraznym vplyvom na kvalitu analyzy.
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Obr. 4.2: Zavislost kvality na pozicii baz (vlavo: ukézka kvality vSetkych vzoriek,

vpravo: ukazka kvality jednej vzorky)

Pritomnost adaptérov

Adaptéry sa pouzivaju v procese sekvenacie na imobilizaciu fragmentov v sekvena-
tore. Vyskyt adaptérov v readoch je sposobeny tym, Ze sa sekvenator , presekvenuje
az do adaptéru. Pritomnost tychto tisekov v readoch som overil na zaklade grafu,
ktory znézornuje obsah adaptérovej sekvencie v readoch (obr. . V grafe je mozné

vidiet, Ze adaptéry sa vyskytovali v priblizne 0,5% readov.

% readov

0 o /=

0 50 100 150 200 250

pozicia [bp]

Created with MultiQC

Obr. 4.3: Graf obsahu adaptérov v readoch pred tpravou
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Vyskyt N-baz

V pripade, zZe sekvenator nie je schopny urcit bazu s urcitou istotou, zapise namiesto
klasickych baz (A, C, G, T) tzv. N-bdzu. Pritomnost tychto N-béz som overil z grafu,
ktory priamo zobrazoval percentualny obsah N-bdz na dani poziciu pre jednotlivé

vzorky. Obsah bol celkom nulovy.

Distribuciabaz A, C, G, T

Obsah jednotlivych typov baz na jednotlivych poziciach naprie¢ vsetkymi readmi vo
vzorke som overil z grafov ako je na obrazku .4l Pociato¢né vysoké hodnoty v grafe
boli spésobené pritomnostou velkého mnozstva rovnakych sekvenci na zaciatkoch
jednotlivych readov vo vzorke. Je to sposobené vyskytom adaptérovych sekvencii na
zaciatkoch readov, ktoré st naprie¢ vzorkou identické. V grafe je mozné vidiet, ze
vyskyt roznych typov baz je celkom rozmanity naprie¢ readmi vo vzorke. Dévodom
je, ze vo vzorke sa nachddza velké mnozstvo roznych mikroorganizmov (roézne hy-
pervariabilné tseky), a dé sa teda ocakavat, ze aj sekvencie ziskané z tejto vzorky

budi rozmanité.

SRRT11773851_1

100

—%T

75

50

% readov

25

0 50 100 150 200 250 300

Pozicia [bp]

Obr. 4.4: Graf vyskytu baz na jednotlivych poziciach vo vzorke SRR11773851 1

V nasledujucich grafoch je mozné vidiet, ako sa obsah baz v readoch troch réz-
nych vzoriek ¢iasto¢ne podobé (obr.[4.5). Dévodom je, Ze tieto tri vzorky (SRR11773852 1,
SRR11773853_1, SRR11773854_ 1) st zo stolice jedného zivocicha, teda metageném
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v nich by mal byt podobny. MéZem teda vo vzorke ocakavat pritomnost podobnych

sekvencii.[49)

SRR11773852_1

% readov

1] 2o
Pozicia [bp]

SRR11773853_1

% readov

i} 200
Pozicia [bp]

SRR11773854_1

% readov

Pozicia [bp]

Obr. 4.5: Porovnanie obsahu baz vo vzorkach SRR11773852 1, SRR11773853 1,
SRR11773854 1
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4.2.2 Zastrihnutie a filtracia

Na zastrihnutie a filtraciu sekvenénych dat som pouzil software FastP (v0.21.0).
Je to néstroj urCeny na predspracovanie dat vo forméte fastq. Umoznuje kontrolu
kvality, vyhladanie a zastrihdvanie adaptérov ¢i filtraciu podla kvality. Na zaklade

predoslej kontroly kvality som nastavil parametre pre nastroj FastP.

Detekciu adaptérov je mozné uskutocnif pomocou ,analyzy prekrytia®. Ide o
zarovanie sekvencii podla pociatoénych baz v sekvenciach. Nasledne dochadza v
miestach vyskytu adaptérov k vyraznej zhode medzi sekvenciami, pretoze adaptéry,
pouzité pri sekvenacii st totozné naprie¢ sekvenciami. Nasledne zhoda vyrazne klesa,
¢o je indikatorom, Ze na tomto mieste sa uz nevyskytuje adaptérova sekvencia.
Na detekciu adaptérov som pouzil prikaz —detect adapter_for pe, ktory umoznuje

automaticky detekovat a odstranit adaptéry v jednotlivych readoch.

Pomocou prikazu -3 —cut_tail _window _size 8§ —cut_tail _mean__quality 30 som
odstranil nekvalitné konce readov. Uvedeny prikaz postva okno (v mojom pripade
dlhé 8 baz) od 3’ konca smerom ku 5’ koncu a zastrihdva bazy v okne ak ich prie-
mernd kvalita klesne pod urcité phred skore (v mojom pripade 30). Tymto postupom
sa odstrania nekvalitné konce sekvencii , sposobené fenoménom poklesu kvality na
konci sekvenacného behu. Hodnoty prahového phred skére, ktoré som testoval som
si odvodil z grafu kde od hodnoty 30 zac¢ina kvalita vyraznejsie klesat. Hodnotu
dlzky okna som zvolil experimentélne podla vysledkov. Dosiahnut vibornid kvalitu
vyslednych dat je mozné nastavenim vysokej hodnoty prahového phred skore, av-
sak sposobuje to vyraznejsiu stratu dat. Preto je nutné najst hodnotu, ktora data

dostatocne filtruje, ale zaroven neodstrani prilis velké mnozstvo dat.

K odstraneniu readov, ktoré su prilis nekvalitné som pouzil parameter -e 30,
ktory celkom odstrani ready, ktorych priemerna kvalita je nizsia ako zvolena hodnota
phred skére (v mojom pripade 30). Hodnotu parametru som zvolil prisnejsiu, pretoze
menej kvalitné ready sposobuju velkt chybu v analyze.

Prilis kratke ready som odstranil pomocou parametra -/ 30, ktory odstrani ready
s obsahom béaz nizsim ako 30. Tento prikaz som umiestnil na koniec cyklu, pretoze
predoslymi filtrdciami dochddza k zmene dlzky jednotlivych readov (nekvalitné ready

sa mozu skratit az na dlzku kratsiu ako 30).

4.2.3 Kontrola kvality po tprave - vyhodnotenie

Po filtracii pomocou FastP som znova overil kvalitu sekvencii nastrojom FastQC' a
vysledky agregoval pomocou MultiQ)C. Ziskany html sibor je stucastou elektronickej

prilohy prace.
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Pocet a dizka readov

Pocet readov vo vzorkach sa filtraciou znizil, a to na pocet v rozmedzi od 39 858 do
56 716 (obr. . Zastrihnutim nekvalitnych koncov sa dlzky readov pozmenili na
rozne hodnoty. Priemerné dlzka readov bola v rozmedzi od 239bp do 295bp.

vzorky

0 5k 10k 15k 20k 25k 30k 35k 40k 45k 50k 55k 60k

pocet readov

unikatne ready
® duplikované ready

Obr. 4.6: Graf poctu unikatnych a duplikovanych readov v jednotlivych vzorkach po

Uprave

Kvalita readov

Zo 48 vzoriek preslo testom kvality 38 vzoriek, ¢o bol dostacujuci vysledok (obr. @
Na obréazku je vidiet, ze kvalita sekvencii sa zlepsila. Ak zanedbam pokles kvality

na konci readov, kvalita sekvencii sa nachddza nad hranicou phred skoére 27.
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Obr. 4.7: Graf kvality vzoriek po tprave

Pritomnost adaptérov

Vyskyt adaptérovych sekvencii bol po filtracii nizsi. V grafe je mozné vidiet, ze
adaptéry sa vyskytovali v priblizne 0,34% readov, ¢o je pokles 0 0,16% (obr. ﬂl‘iﬂ

% readov

0 25 50 75 100 200 225 250 275

pozicia [bp]

Obr. 4.8: Graf obsahu adaptérov v readoch po tprave

4.3 Postup analyzy zlozenia vzoriek

Na taxonomické zaradenie jednotlivych druhov baktérii vo vzorkach podla nasek-

venovanych dat som vyuzil nastroj QIIME2. Tato metdéda pozostava z viacerych
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krokov, z ktorych vac¢sinu je nutné vykonat v zavaznom poradi (vystup jedného kroku
je vhodnym vstupom pre krok nasledujici). Na zaciatku som si pripravil stibor vo
forméte tsv s metadatami o spracovavanom datasete (metéda vyzaduje metadata v

tomto formate). Tento subor som si nahral do nastroja QIIME2.

V uvode samotnej analyzy pomocou QIIME2 je mozné vyuzif dve obdobné me-
tody predspracovania dat, a to DADA2 alebo Deblur. Oba tieto algoritmy st na-
vrhnuté na spracovanie sekvenci ziskanych amplikonovou sekvendciou. Zvolil som si
metédu Deblur, pretoze je vSeobecne menej citliva na vzacne druhy baktérii (na svoju
analyzu som nepotreboval vysoku citlivost metédy DADAZ2) a je menej vypoctovo
narocna. Metoda Deblur vytvara ASV odstranovanim chybnych stcasti jednotlivych
amplikonov. Rozlisenie tejto metody je na trovni jednotlivych baz. Kazdé ASV teda
predstavuje konkrétnu amplikonovi sekvenciu, ktord je jedineéna v ramci datovej
sady. Z toho vyplyva, ze ASV su presnejsie ako OTU, ktoré vznikaju zhlukova-
nim sekvencii na zdklade ich podobnosti. Samotny proces tpravy sekvencii (filtracia
nekvalitnych ¢ chimérickych sekvencii) vSsak nemala vyznamny dopad na dataset,
pretoze sekvencie presli kontrolou kvality a filtraciou uz v predspracovani. Deblur
bol vsak nutnou stcastou analyzy aj z dévodu nadvéznosti vstupnych a vystupnych

stiborov nasledujiicich krokov analyzy.[50]

K nasledujticej analyze bolo potrebné si vytvorit fylogeneticky strom z priprave-
nych dat. Na zarovnanie sekvencii som vyuzil nastroj MAFFT, ktory je dostupny
v baliku QIIME2. Po zarovnani som odstranil pozicie v sekvenciach, ktoré sa vy-
znacovali vyraznou variabilitou. Tieto tseky totiz zvysuju chybovost vysledného
fylogenetického stromu. Samotny strom som na zaver zostavil pomocou nastroja
FastTree.

Vytvoreny fylogeneticky strom som pouzil na naslednti analyzu diverzity. Stcas-

tou analyzy diverzity bola aj analyza hlavnych komponentov, ktorej vysledkom bol

PCA graf £.10] [4.17]

Na findlnu taxonomickt analyzu pomocou QIIME2 som vyuzil klasifikdtor Na-
ive Bayes. Ide o model trénovany na databazi GreenGenes [51], ktory je uréeny na
analyzu taxonomickej kompozicie vzoriek. Vysledkom analyzy bola kompozicia jed-
notlivych vzoriek, ktort som si vizualizoval vo forme barplotu. Z vysledného grafu
[4.9] zobrazujiceho obsah jednotlivych bakteridlnych druhov vo vzorkach, som urdil

alfa a beta diverzitu vzoriek.
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Obr. 4.9: Vysledna kompozicia vzoriek [6]

4.4.1 Alfa diverzita

Alfa diverzitu som analyzoval zvlast na kazdej trojici vzoriek od jednotlivych zvierat

a porovnal som ich kompoziciu v ramci skupin podla typu potravy.
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Obr. 4.10: Graf analyzy hlavnych komponentov (vizualizacia podla mena Zivocicha)
[6]

V grafe je mozné vidiet, ze diverzita medzi vzorkami od toho istého jedinca
je takmer vzdy pomerne nizka, ¢o sihlasi s ocakavanymi vysledkami. V grafe sa
vSak nachadzaju aj odlahlé hodnoty (vzorky od Struthio camelus, Panthera tigris
Amoyensis ¢i Vulpes vulpes fulva), ktoré som v nasledujicej ¢asti analyzoval pod-

robnejsie.

Bylinozravce

7 grafu som urcil, ze diverzita v skupine bylinozravcov bola u vsetkych za-
stupcov nizka, s ¢im sthlasi aj graf[£.9] Obsah kmena Bacteroidetes je vo vzorkach
podobny, rovnako ako rad Clostridiales ¢i rad Bacteroidales. Mierny rozdiel je mozné
pozorovat u Elephas mazimus Linnaeus, u ktorého sa v porovnani s ostatnymi vzor-
kami trieda Gammaproteobacteria a rad Firmicutes takmer vObec nevyskytovali a
naopak, rad Sphingobacteriales sa u neho vyksytoval vo vdc¢Ssom mnozstve. Tento
mierny rozdiel sa prejavil v grafe [£.10] tak, ze vzorky od Elephas mazimus Linnaeus
su ¢iastocne odstupené od vzoriek od zvysnych dvoch zastupcov. Vzorky od Cervus

nippon a Tragelaphus oryx si kompozi¢ne velmi podobné, preto spolo¢ne vytvorili
jeden zhluk.
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Masozravce

U maésozravcov je variabilita roznorodd. Podla grafu som urcil, ze vzorka BX2
u Panthera tigris Amoyensis sa vyrazne odlisSuje od BX1 a BX3 vysokym obsahom
triedy Gammaproteobacteria a vzorka BZ2 u Vulpes vulpes fulva sa zase odlisuje od
BZ1 a BZ3 vyraznym zasttpenim radu Sphingobacteriales. Dovodom tychto vyraz-
nych odlisnosti bol zrejme jeden z faktorov ovplyviiujucich kvalitu vzoriek (odber
vzorky, kontaminécia vzorky a i.), pretoze v oboch pripadoch si zvysné dve vzorky
kompozicne vecelku zhodné. U zastupcu Panthera leo je naopak diverzita nizka vo
vsetkych troch vzorkach, vyrazny je najma obsah rodov Coriobacteriales a Clostri-
diales. Tieto dva obsiahnuté rody vsak tohto zastupcu vyrazne odlisuju od Panthera
tigris Amoyensis i Vulpes vulpes fulva, a preto su v grafe vzorky tychto dvoch

zastupcov mierne odstipené od vzoriek zastupcu Panthera leo.

Vsezravce

Vzorky v tejto skupine som podla grafu urcil ako velmi podobné. Vynimkou je
vzorka CY3 od Struthio camelus, ktora sa vyrazne odklana od pomerne konstant-
nej kompozicie ostatnych vzoriek v skupine vsezravcov. M& vyrazne vyssi obsah
rodu Clostridiales a zaroven vyrazne nizsi obsah kmena Bacteroidetes. Vyznamné
diverzita tejto vzorky bola takisto pravdepodobne sposobena niektorym z faktorov
ovplyvnujuicich kvalitu vzoriek. V grafe je mozné vidiet, ako sa vzorka CY3

zastupcu Struthio camelus vzdialila od zvysnych vzoriek vsezravcov.
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4.4.2 Beta diverzita
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Obr. 4.11: Graf analyzy hlavnych komponentov (vizualizacia podla potravy zivoéi-
cha) [6]

Beta diverzitu som analyzoval medzi jednotlivymi tromi skupinami, teda medzi by-
linozravcami, méasozravcami a vsSezravcami. V grafe je mozné vidiet, ze u by-
linozravcov je vyrazny vyssi obsah radu Bacteroidales a u vSezravcov zase kmena
Bacteroidetes. Rod Coriobacteriales sa zase podstatne vyskytoval len u méasozravcov,
konkrétne vyznamne len vo vzorkach od zastupcu Panthera leo. Vzorky od méasoz-
ravcov su vSak vyrazne variabilné, teda presne poukazat na diverzitu v porovnani s

bylinozravcami a vsezravcami nie je mozné.
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Diskusia

V réamci prace som vykonal zhlukovaciu analyzu, v ktorej na zdklade diverzity mojich
vzoriek doslo k vzniku zhlukov podla jednotlivych zastupcov zivoéichov [4.10] Z toho
konstatujem, ze mikrobiém jednotlivych druhov je dostatocne diverzny. V ramci
druhov je v8ak vo vSetkych pripadoch pomerne stabilny [£.9) Zhlukovanie podla typu
potravy nasledne odhalilo podobné kompozi¢né vzory z ¢oho som usudil, ze
typ potravy ma jednoznacne vplyv na zlozenie ¢revného mikrobiému zvierat.
Svoju analyzu povazujem za uspesnu, pretoze vysledky suhlasia s uskutocne-
nymi odbornymi stidiami [I7][52]. Aj napriek tomu vSak analyza mé svoje limitacie,
a to v pocte vzoriek ¢i v spésobe ich odberu. Vzorky odobrané naraz od jednotli-
vych zastupcov nemusia striktne popisovaft ich charakteristicki kompoziciu ¢revného
mikrobiomu. Ten je vyznamne ovplyvneny potravou, ktort zviera konzumovalo za
poslednych niekolko hodin. Analyzované boli len tri vzorky odobrané naraz od kaz-
dého zastupcu, teda vysledky presne popisuji kompoziciu ¢revného mikrobiomu len
v momente odberu, a nie jeho vSeobecné zlozenie u daného jedinca. Tato limitacia by
sa dala zlepsit odberom viacerych vzoriek v réznom case, ¢im by sa obmedzil vplyv
konzumovanej potravy na kompoziciu ¢revného mikrobiému. Tieto zmeny by vSak
vyzadovali znac¢né zmeny v sposobe spracovania a dizajn studie by sa tym podstatne
zmenil. Napokon by tieto zmeny musela zohladnovat aj statisticka analyza.
Analyzoval som vzorky od troch bylinozravcov, troch mésozravcov a dvoch vsez-
ravych vtakov. Tento dataset by sa mohol rozsirit ¢isto pocetne a u vsezravcov aj o
iné zivocisne triedy. Navyse vSetky vzorky boli odoberané od zvierat zijicich v zoo,
¢o znamena, ze konzumuju potravu sprostredkovant ¢lovekom. Tento fakt by mohol
predstavovat vyznamny vplyv na kompoziciu ¢revného mikrobiému, preto by bolo
v ramci lepsej informacnej hodnoty vysledkov dobré odoberat a analyzovat vzorky
aj od zastupcov zijucich vo volnej prirode, kde si potravu zabezpecuji sami. Na-
sledné porovnanie vysledkov medzi jedincami zijucich v zoo a jedincami Zijucich vo
volnej prirode by mohlo poskytnuf informacie o kompozicii ¢revného mikrobiému

ovplyvneného potravou poskytnutou ¢lovekom.
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Zaver

V dvodnej casti bakalarskej prace som sa venoval teoretickym poznatkom, ktoré su
predpokladom k nasledujiicej metagenomickej analyzy. Popisal som zakladné pojmy
ako genetika a genomika spolu s metagenomikou. Mikrobiém ako predmet analyzy
v mojej bakalarskej praci spolu s jeho zlozenim, typmi a metdodami, ktoré sa vy-
uzivaju na jeho analyzu. Podrobnejsie som sa venoval sekvenécii mikrobiému, ktoréd
je neoddelitelnou sucastou analyzy mikrobiomu. Popisal som struktiru ribozému
spolu s jeho struktirnou podjednotkou 16S rRNA a génom, kédujicim tito sekven-
ciu, ktory je vyznamnym prvkom vo vyskume mikrobiémov. Objasnil som postupy
vyuzivané v taxonomickej analyze vzoriek podla génu 16S ako aj metédy, ktorymi
sa nasledne vyhodnocuje ich diverzita.

V ramci teoretickej casti som popisal aj subor bioinformatickych nastrojov zdru-
zenych pod nazvom QIIMEZ2, ktory som sa rozhodol pouzit v praktickej casti na
komplexni analyzu a prepojenie jednotlivych krokov. Popisal som zakladné datové
formaty vyuzivané pri praci s QIIME2 spolu s postupom spracovania dat, ktory
QIIME2 pontika.

Zostavil som si dataset z volne dostupnych surovych sekvenacnych dat. Popisal
som jeho pdovod, struktiuru a jednotlivé vzorky. Vyuzil som nastroj FastQC na kon-
trolu kvality a nastroj FastP na zastrihnutie a filtraciu dat. Tymto spdsobom som z
nekvalitnych dat vytvoril kvalitny dataset, ktory mi poslizil ako vyborny material
na nasledujicu metagenomickt analyzu.

Na analyzu kompozicie zloziek mikrobiomu som vyuzil nastroj QIIME2, pomocou
ktorého som zaznamenal jednotlivé bakteridlne druhy vo vzorkach a zaradil ich do
prislichajicich taxénov. V procese analyzy pomocou QIIMEZ2 som vyuzil aj moznost
analyzy hlavnych komponentov a vytvoril som si tak PCA vizualizacie, z ktorych
som spolu s vyslednym barplotom odvodil zavery analyzy.

V zavere praktickej casti som analyzoval diverzitu vzoriek na trovni zvierat s
roznym typom potravy. Popisal som alfa diverzitu medzi vzorkami od jednotlivych
zvierat a beta diverzitu celkovo medzi bylinozravcami, misozravcami a vsezravcami.
Podarilo sa mi dostatocne priblizit k oc¢akdavanym vysledkom, ktoré boli zistené v
ramci publikovanych odbornych studii.

Nad ramec mojej bakalarskej prace by sa analyza mohla rozsirit o zvierata z
volnej prirody, ¢im by sa dal porovnat vplyv stravy od c¢loveka a stravy z volnej
prirody na zvierata. Takisto by sa mohla diverzita porovnavat na drovni zivocis-
nych tried ako Mammalia, Aves, Reptilia, Arachnida a i. Dalsim cielom, ktory by
bolo mozné dosiahnuf zmenami v dizajne analyzy, by mohlo byt urcenie funkc-
ného potencialu mikrobidlnych komunit u jednotlivych zvierat. Tieto modifikacie

analyzy, spocivajice v prepajani viacerych datovych modalit, by mohli poskytnut
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komplexnejsi ndhlad na celi roblematiku a moznost priblizit sa k multi-6mickému
spracovaniu dat.
7 vyssie uvedeného konstatujem, ze vsetky body zadania mojej bakalarskej prace

som uspesne splnil.
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