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Anotace:

Metodika je zaméfena na vyuziti sekvenovani nové generace pro diagnostiku Paenibacillus
larvae, ktery je piivodce moru véeliho plodu. Pouzity metodicky pfistup umoziuje detekci
patogena Vv riznych vyvojovych stadiich vcel v€etné dospélych délnic, které prenaseji infekci.
Metoda je tedy vhodnd pro preklinickou diagnostiku moru vceliho plodu. Popsanym
postupem je mozné nejen detekovat a kvantifikovat patogena, ale i jiné bakterie, jejichz
zastoupeni muze patogen ovliviiovat. Postup byl ovéfovan na konkrétnim ptipadu moru
vCeliho plodu. Text zahrnuje podrobné popsané postupy laboratorniho zpracovani vzorku
vcel, vyhodnoceni v bioinformatickém programu mothur a interpretaci dat. Metodika je
vyuzitelna pro potieby laboratofi zabyvajici se diagnostikou onemocnéni véel, je vhodna i pro

potteby vyzkumné ¢i didaktické.

Nazev anglicky:

Next-generation DNA sequencing method for diagnosis of Paenibacillus larvae, the causative
agent of American foulbrood

Annotation:

The methodology is focused on utilization of the Next-generation sequencing in
diagnostics of Paenibacillus larvae, the causative agent of American foulbrood. The
methodical approach enables detection of pathogen in different honeybee developmental
stages including worker bees that transmit the disease. Thus, the method is useful for
preclinical diagnostics of American foulbrood. The method enables not only detection and
quantification of pathogen, but also detection of different bacteria which occurrence can be
influence by pathogen. The technique was verified on the particular case of American
foulbrood. The matter includes in detail described working procedures such as sample
processing, data evaluation with bioinformatics software mothur and interpretation of the
data. The methodology is useful for laboratories interested in diagnostics of honeybee

diseases, and is suitable also for research or didactic purposes.
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1. Cil metodiky

Mor véeliho plodu, jehoz puivodcem je patogenni bakterie Paenibacillus larvae, patii mezi
nejnebezpecnéj$i nakazy vcely medonosné a ohrozuje vcelstva po celém svété.
V laboratornich podminkach je spolehliva identifikace uvedené¢ho patogena zaloZena na
molekularni analyze pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). Molekularni detekce P.
larvae probiha nejcastéji pomoci specifickych primert, které byly navrzeny na zakladé
sekvenovani genu 16S rRNA. Dal$i moznosti je vyuziti PCR v redlném case (qPCR)
umoznujici také kvantifikaci patogena ve vzorcich. Postupy jednotlivych metod detekce P.
larvae jsou dostupné v OIE Terrestrial Manual (OIE 2015), ktery spravuje Svétova organizace
pro zdravi zvifat a také v publikaci de Graaf et al. (2013).

V této metodice se zabyvame moznosti vyuziti sekvenovani DNA nové generace pro
semikvantitativni stanoveni ptitomnosti bakterii P. larvae v délnicich véely medonosné. Na
rozdil od dosud béznych postupi PCR ¢i qPCR lze pomoci téchto metod identifikovat a
kvantifikovat celé¢ spektrum bakteridlni komunity asociované s vySetfovanym vzorkem a
porovnat proporcionalni vyskyt symbiotickych a zaroven patogennich bakterii.

Cilem této metodiky je demonstrovat na modelovém piikladu laboratorniho zpracovani

vzorkil véel, vyhodnoceni v bioinformatickém programu mothur a interpretaci ziskanych dat.



2. Uvod
Paenibacillus larvae je patogenni bakterie véely medonosné, ktera je systematicky fazena

do celedi Paenibacillaceae, fadu Bacillales, tiidy Bacilli a do kmene Firmicutes. Infekéni
formou P. larvae jsou spory. Nejvice nachylna k infekci je larva v prvnich 36 hodinach po
vylihnuti z vajicka a v této dobé dokédze vyvolat infekci jiz n€kolik spér. Uvadi se, ze
Vv pozdéjsim stadiu vyvoje je k vyvolani klinickych ptiznakii zapotiebi ptilis velkého mnozstvi
spor, a proto takova situace v pfirozenych podminkach nenastava (Bredsgaard et al. 1998).
To, zda se infekce vyznamné projevi, se vyznamné zavisi na virulenci kmene P. larvae
(Djukic et al. 2014). U P. larvae rozliSujeme ¢tyii rizné genotypy ERIC I, 11, IIT a IV. Tyto
genotypy byly charakterizovany molekularni metodou rep-PCR za pouziti tzv. ERIC primeru.
(Genersch et al. 2006). Nejbéznéjsim genotypem je ERIC I, nasledovan ERIC II, zbylé dva
jsou vzacné (Morrissey et al. 2014). Genotypy ERIC II, III a IV maji rychlejsi priibéh infekce
a larvu usmrti mezi 6. A 7. dnem, zatimco infekce ERIC I ma pomalejs$i nastup a k umrti
jedince dochazi mezi 12. a 14. dnem od vylihnuti. Ackoliv je ERIC I nejbéznéjsi, je nejméne
virulentni (Rauch et al. 2009).

Na rozdil od plodu neni P. larvae infekéni pro dospé€lé véely. Veeli délnice funguji jako
prenase¢ P. larvae na plod a mohou rozsifovat nakazu mezi véelstvy diky zalétavani (Wilson
1971; Lindstrém 2008; Lindstrom et al. 2008). Klinické ptiznaky moru véeliho plodu jsou
rozponatelné od urcitého stupné nakazy jiz pii prohlédnuti plodovych plastd. Napadnym
klinickym ptiznakem onemocnéni je mezerovitost plodu. U zdravych v€elstev je plod celistvy
a jen ziidka se objevuji prazdné nezakladené bunky. Je vSak zapotiebi mit na paméti, Ze
mezerovitost se objevuje i jako disledek jinych nemoci vcel ¢i $patné kladouci matky.
Nékteré buiiky s nakaZenou larvou mohou mit vicka tmavsi barvy, nebo ve vicku maly otvor.
NejzietelnéjSim klinickym pfiznakem moru vceliho plodu jsou rozkladajici se larvy
gelovitého ¢i karamelovitého vzhledu s typickym nepiijemnym zapachem (Titéra 2009).

Vcely a veelstva se podle veterinarniho zakona fadi mezi hospodaiska zvitata (Zakon c¢.
166/1999 Sb., § 3). Pokud vznikne podezieni, Ze by se na ur€itém vcelim stanoviSti mohla
nachazet veelstva nakazena morem vceliho plodu, nafidi krajska veterinarni sprava (KVS)
klinické vySetfeni vSech vcelstev daného stanovisté a odebere vzorky pro laboratorni
vySetfeni. Odebrané vzorky jsou nasledné laboratorn€ vySetteny v akreditovanych
specializovanych laboratoftich.

Pfi potvrzeni klinického ptipadu moru vceliho plodu se postupuje podle mimotadnych
veterinarnich opatfeni (MVO), které vyda piislusnd Krajska veterinarni sprava (Vyhlaska ¢.

299/2003 Sb. ve znéni pozdéjsich piedpisti). Pokud je na stanovisti nakaZzeno vice jak 15 %
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vcelstev, musi byt celé zlikvidovano. V ptipadé€, Ze je klinika prokdzédna v méné, nez 15 %
vcelstev jsou likvidovana pouze tato konkrétni nakazena vcelstva. Vcelstva jsou utracena
spalenim a likvidaci podléhaji 1 hoflavé pfedméty pouzivané na vcelnici, nehotlavé predméty
se fadn¢ vydezinfikuji. Po provedeni zavérecné dezinfekce odvola KVS vyhlaseni ohniska, a
pokud zde v prubéhu nasledujiciho roku mor nepropukne znovu, odvola také ochranné pasmo
(Vyhléaska ¢. 299/2003 Sb., § 140, § 141, § 142; Zakon ¢. 166/1999 Sb., § 67; Nafizeni ¢.
1069/2009, ¢lanek 19).

Nakazeni vcelstvev morem vceliho plodu lze piedejit dodrzovanim pravidel piesuna
vCelstev a spravnou chovatelskou praxi, zejména obezietnosti pii pouziti potencialné
kontaminovanych pfedmétii a krmiva nejasného ptivodu. Pro prevenci moru je velmi dulezité
zjiStovani pficin zimnich uhynl a slabnuti vcelstev (Vyhlaska ¢. 299/2003 Sb.; § 138).
K udrzeni dobré zdravotni situace vCelstev se organizuji i ploSnda (na trovni krajil) preventivni
vySetfeni veelstev.

V zahrani¢ni se obCas objevuji snahy tlumit mor antibiotiky, avSak jejich pouzivani ve
véelafstvi neni na uzemi Evropské unie dovoleno. Tato praxe vSak vede pouze potlaceni
klinickych ptiznakl z kratkodobého hlediska a ndkaza obvykle za néjakou dobu po 1éceni
propukd. Jednim z ditvodli recidivy moru je, Ze antibiotika zabiji pouze vegetativni stadia a
nikoli spory (Pernal & Melathopoulos 2006). Negativnimi jevy pouzivani antibiotik jsou
negativni vliv na vcely a jejich mikrofloru, vznik rezistence a rezidua ve véelich produktech
(Kochansky et al. 2001; Evans 2003; Bogdanov 2005; Pernal & Melathopoulos 2006;
Natizeni komise (EU) ¢. 37/2010).

3. Vlastni popis metodiky

3.1. Sledovana stanovisté

V modelovém piipadu této prace jsou zahrnuta véelstva v morovém pasmu na 3 riiznych
stanoviStich a 1 kontrolni v€elstvo mimo morové pasmo. VEelstva byla vzorkovana v roce
2014 a jejich piehled je uveden tabulce €. 1. Celkem bylo ziskdno a analyzovano 39 vzorki.
D¢lnice byly vzorkovany smetenim prvniho plodového plastu, z téhoz plastu byly odebirdny i
kukly. V ptipadé vyskytu klinickych ptiznakit moru vceliho plodu byly kukly odebirany
z plastu. Vzorky kukel a délnic odebrané do vzorkovnic byly usmrceny a zaroven hluboce
zmrazeny umisténim do polystyrenové krabice se suchym ledem. VVzorky byly po transportu
do laboratote skladovany az do zpracovani v hlubokomrazicim boxu (-80 °C). Kazdy vzorek

pro extrakci DNA piedstavoval 10 ks vcelich délnic nebo 10 kukel.
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Tabulka ¢. 1. Piehled stanovist a vzorkli pouzitych pro

sekvenovani nové generace.

detekci P. larvae pomoci

Stanovisté Environ.
Vzorek char.
Cislo | Misto odbéru s. 8. v.d. Datum Stadium | Mor

H1AMK 1 Horni Lhota 49°35'43" | 14°5725" | 26.9. 2014 kukla 2
H2AMK 1 Horni Lhota 49°35'43" | 14°5725" | 26.9. 2014 kukla 1
H1AMKS3 1 Horni Lhota 49°35'43" | 14°5725" | 26.9. 2014 kukla 2
H1AMK2 1 Horni Lhota 49°35'43" | 14°5725" | 26.9. 2014 kukla 2
H1AMK1 1 Horni Lhota 49°35'43" | 14°5725" | 26.9. 2014 kukla 2
H2AMK1 1 Horni Lhota 49°35'43" | 14°5725" | 26.9. 2014 kukla 1
R14AMK 2 Rataje 49°42'15" | 14°58'14” | 10. 2. 2014 kukla 1
R10AMK 2 Rataje 49°42'15" | 14°58'14” | 10. 2. 2014 kukla 2
Z51AMK 3 Zdislavice 49°41'12" | 14°5828” | 10. 2. 2014 kukla 1
ZA5AMK 3 Zdislavice 49°41'12" | 14°5828” | 10. 2. 2014 kukla 2
Z706AMK2 | 4 Stoky-Sktivanek | 49°30'9" | 15°35'19" | 8.7.2014 kukla 0
Z706AMK1 | 4 Stoky-Skfivanek | 49°30'9" | 15°35'19" | 8.7.2014 kukla 0
S6AM2 4 Hole 50°10'53" | 14°15'49" | 6.3.2014 délnice 0
S6AM5 4 Hole 50°10'53" | 14°15'49" | 29. 10. 2014 | délnice 0
S6AM6 4 Hole 50°10'53" | 14°15'49" | 29. 10. 2014 | délnice 0
S6AM1 4 Hole 50°10'53" | 14°15'49" | 12.3.2014 | délnice 0
S6AM3 4 Hole 50°10'53" | 14°15'49" | 6.3.2014 délnice 0
S6AMA4 4 Hole 50°10'53" | 14°15'49" | 29. 10. 2014 | délnice 0
H1AM1 1 Horni Lhota 49°35'43" | 14°57'25" | 26.9.2014 | délnice 2
H2AM1 1 Horni Lhota 49°35'43" | 14°57'25" | 26.9.2014 | délnice 1
H2AM?2 1 Horni Lhota 49°35'43" | 14°57'25" | 26.9.2014 | délnice 1
H2AM3 1 Horni Lhota 49°35'43" | 14°57'25" | 26.9.2014 | délnice 1
H1AM?2 1 Horni Lhota 49°35'43" | 14°5725" | 26.9.2014 | délnice 2
H1AM3 1 Horni Lhota 49°35'43" | 14°57'25" | 26.9.2014 | délnice 2
R14AM1 2 Rataje 49°42'15" | 14°58'14” | 10.2.2014 | délnice 1
R10AM1 2 Rataje 49°42'15" | 14°58'14” | 10.2.2014 | délnice 2
R10AM3 2 Rataje 49°42'15" | 14°58'14” | 10.2.2014 | délnice 2
R10AM2 2 Rataje 49°42'15" | 14°58'14” | 10.2.2014 | délnice 2
R14AM2 2 Rataje 49°42'15" | 14°58'14” | 10.2.2014 | délnice 1
R14AM3 2 Rataje 49°42'15" | 14°58'14” | 10.2.2014 | délnice 1
ZA5AM1 3 Zdislavice 49°41'12" | 14°5828” | 10.2.2014 | délnice 2
ZA5AMA4 3 Zdislavice 49°41'12" | 14°5828” | 10.2.2014 | délnice 2
ZA5AM2 3 Zdislavice 49°41'12" | 14°5828” | 10. 2.2014 | délnice 2
ZA5AM3 3 Zdislavice 49°41'12" | 14°5828” | 10.2.2014 | délnice 2
Z51AM1 3 Zdislavice 49°41'12" | 14°5828” | 10.2.2014 | délnice 1
Z51AM2 3 Zdislavice 49°41'12" | 14°5828” | 10.2.2014 | délnice 1
Z51AM3 3 Zdislavice 49°41'12" | 14°5828” | 10.2.2014 | délnice 1
Z706AM1 4 Stoky-Skfivanek | 49°30'9" | 15°35'19" | 8.7.2014 délnice 0
Z706AM?2 4 Stoky-Skiivanek | 49°30'9" | 15°35'19” | 8.7.2014 délnice 0




Z706AM3 | 4 | Stoky-Skiivanek | 49°30'9” | 15°35'19” | 8.7.2014 | delnice | 0

Legenda: Mor: 0 — stanovi§t¢ mimo morové pasmo; 1 — vzorky v morovém pasmu bez
klinickych ptiznaki moru v¢eliho plodu; 2 — vzorky v morovém pasmu s klinickymi pfiznaky
moru vceliho plodu.

3.2. Piiprava vzorki pred extrakci DNA

Pro odstranéni povrchové mikroflory byly vzorky véelich délnic nejdiive sterilizovany (2x
oplach 96% etanolem a poté 2x oplach fosfatovym pufrem s tweenem (PBST: 3,2 mM
Na;HPOy; 0,5 mM KH2POy; 1,3 mM KCI; 135 mM NaCl s 0,05% w/w detergent Tween® 20)
(vSe Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, Spojené staty). U vzorkd kukel bylo
ptedpokladéno do jisté miry sterilni prostfedi, a jelikoz by pfi manipulaci mohlo dojit
k prasknuti biologického materialu, tak kukly nebyly povrchove¢ sterilizovany.

Poté byly vzorky (v poctu 10 dospélych délnic na jeden vzorek) umistény do sklenéného
homogenizatoru (Potter-Elvehjem homogenizer, Kavalier, Sizava, Cesko), vzorky byly
homogenizovany v 6 ml PBST po dobu 2 minut. Vznikly homogenat byl pfemistén do
sterilnich 15 ml centrifugac¢nich zkumavek a centrifugovan pfi 3000 rpm po dobu 5 min.
(CL31R, Thermo Fisher Scientific, Spojené staty). Supernatant byl pfemistén do 15 ml

sterilnich centrifugacnich zkumavek a pouzit pro extrakci DNA.

3.3. Chloroform-fenolova extrakce DNA

Pro izolaci DNA byl pouzit modifikovany protokol chloroformové-fenolové extrakce
DNA. K supernatantu z homogenatu vcel nebo kukel bylo pfidano 6 ml smési
fenol/chloroform/isopropanolu (Roti-Phenol®, A156.2, Carl Roth, Karlsruhe, Némecko).
Vznikla smé&s byla jemné protfepana a centrifugovany pti 6000 rpm po dobu 5 minut. Poté byl
supernatant promisen se 6 ml chloroform/isopropanolu (24:1), vzniklda smés byla jemné
protfepana a stocena. Tento krok byl znovu opakovan. Celkem jsme ziskali 700 pl
supernatantu, ktery byl piepipetovan do 1,5 ml sterilnich zkumavek typu Eppendorf
(Eppendorf® Safe-Lock™, Hamburk, Némecko). Bylo pfidano 70 pul 3 M octanu sodného
(Sodium acetate buffer solution, S7899, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Spojené staty) a
500 pl isopropanolu. Smés byla jemné protiepana a umisténa do mraziciho boxu pii -40°C na
20 min, ¢imz doSlo k vysrazeni DNA. Nasledovala centrifugace pii 12 000 rpm po dobu 15
min. DNA byla obsazena v pevné fazi, proto byl roztok odpipetovan, poté byla peleta promyta
70% etanolem (500 pul) a nésledné centrifugovana pii 12 000 rpm po dobu 15 min. Etanol byl



odstranén a vzorky byly vysuSeny (Speed Vac, Thermo Fisher Scientific, Spojené staty).
Ziskana peleta byla rozpusSténa ve 100 pl ohiat¢ ddH,O (60 °C) a DNA byla nasledné
precisténa pomoci Geneclean® Turbo kitu (1102-600, MP Biomedicals, Santa Ana,
Kalifornie, Spojené staty). Vzorky DNA byly skladovany pii -40 °C do analyzy. Pro kazdy
takto zpracovany vzorek byla ovéfena pfitomnost bakteridlni DNA pomoci PCR s
eubakterialnimi primery (Barbieri et al. 2001). Produkty amplifikace byly vizualizovany
pomoci 2% agarozového gelu. V piipade, ze nebyla ve vzorku prokdzana ptitomnost PCR

produktu ocekavané velikosti, byl vzorek nahrazen jinym pro zachovani poctu (Cariveau et al.

2014).

3.4. Sekvenovani 16S rRNA na pristroji [llumina MiSeq
Vzorky byly analyzovany na pfistroji Illumina MiSeq (Illumina, San Diego, Kalifornie,

Spojené staty) v laboratofi MR DNA (http://mrdnalab.com, Shallowater, Texas, Spojené

staty). Zde byla provedena PCR pomoci primert 27Fmod, 5-
AGRGTTTGATCMTGGCTCAG-3, a ilI519Rmod, 5-GTNTTACNGCGGCKGCTG-3, kde
barcody byly pfipevnény na forward primer. Byl vyuzit HotStarTaq Plus Master Mix Kit
(Qiagen, Hilden, Némecko). PCR reakce zahrnovala 30 cyklli a probihala v nésledujicich
podminkach: 94 °C - 3 min, nasledovano 28 cyklu: 94 °C - 30's, 53 °C -40 s a 72 °C - 1 min,
elongaéni krok: 72 °C — 5 min. Kvalita amplifikovaného produktu byla ovéfena na 2%
agarozovém gelu. Jednotlivé PCR produkty byly smichiny na zaklad€ jejich molekularni
hmotnosti a koncentrace DNA. Dale byly sdruzené vzorky purifikovany pomoci

magnetickych kulicek Ampure XP beads (http://mrdnalab.com, Shallowater, Texas, Spojené

staty). Poté byla z PCR produkt vytvofena DNA knihovna pomoci TruSeq Nano DNA LT
Library Prep Kit (FC-121-4001, Illumina, Inc., San Diego, Kalifornie, Spojené staty), s finalni
koncentraci  aplikont 100 ng. Sekvenace probéhla na sekvenitoru MiSeq
(http://mrdnalab.com, Shallowater, Texas, Spojené staty) v laboratoii MR DNA za pouziti
MiSeq Reagent Kit v3 (MS-102-3003, Illumina, San Diego, Kalifornie, Spojené staty).

3.5. Bioinformaticka analyza dat
Pfi hodnoceni bioinformatickych dat popisujicich bakterialni komunitu véely medonosné

napadené patogenni bakterii P. larvae je mozné postupovat nékolika zpisoby.


http://mrdnalab.com/
http://mrdnalab.com/
http://mrdnalab.com/

Mohou byt pouzity udaje zpracované piimo firmou, ktera analyzu provadi (v naSem
ptipadé MR DNA). Zde jde o identifikované ,,operational taxonomic unit“ (OTU) a jejich
pocty v jednotlivych vzorcich a konsensus sekvence ve formatu *.fasta.

Dale je mozné vyuzit nezpracovana data obsahujici sekvence spojené do kontigu, tj. quality
fasta soubor. Data zpracovana programem mothur jsou uzndvana mezinarodni komunitou
zabyvajici se zdravim vcel. Quality fasta soubor je poskytovan bud’ s barcody a primerem ve
form¢ fasta a fasta quality souborii, nebo v souborech kde jsou barcody a primer jiz
odstranény.

Posledni variantou je zpracovani dat poskytnutych piimo firmou Illumina. Tato data
zahrnuji  dva  soubory  napf.  Sam82-108 S3 L001 R1 00l.fastg a  Sam82-
108 S3 L001 R2 001.fastg a obsahuji nespojené sekvence s barcody a primery. Soucasti dat
je textovy soubor napt. 013015JH27F-mapping, podle kterého je mozné ptifadit barcody
k jednotlivym vzorkim. Postup vychazi piimo z Illumina souborti a je podrobné popsan v
publikaci Kozich et al. (2013). Data jsou zpracovana v programu mothur (Schloss et al. 2009).

Pted vlastni analyzou je nezbytné ziskat aktualni referencni soubor z databaze SILVA, viz
ptilohy (Quast et al. 2013), ktery je dostupny na webovych strankdch programu. Tento soubor
je nutné upravit dle pouzitych primertt pomoci piikazu pcr.segs(fasta=silva.bacteria.fasta,
start=1044, end= 13127) a vysledny soubor je piejmenovan na silva.131.fasta. Dalsim
souborem potfebnym pro bioinformatickou analyzu, je referen¢ni list z databaze RDP (Cole et
al. 2014). Bude-li program mothur spoustén v opera¢nim systému Windows je doporuceno
vSechny tyto soubory nahrat do slozky obsahujici mothur.exe soubor. Piikazem
fastg.info(file=s.txt, oligos=oligo.txt, pdiffs=2, bdiffs=1, fasta=f, gfile=f) jsou vytvofeny
fasta-quality soubory pro jednotlivé vzorky. Uvedeny piikaz obsahuje dal$i parametry
umoziujici nastavit kvalitu rozliSeni sekvenci.

Jednotlivé vzorky jsou sekvenovany z obou casti separatné (tj. forward a reverse). Je nutné
spojit sekvence do kontigi, coz je provedeno piikazem make.contigs(file=s.txt,
oligos=oligo.txt, processors=4). Timto piikazem se vytvoii fasta soubor (s.fasta), program
dale spocitd celkovy pocet sekvenci, pocet sekvenci pro jednotlivé vzorky a zaroven zbavi
sekvence primeru a barcodu. Pro zhotoveni kontigli je tieba pfipravit dva textové soubory, jez
obsahuji prosty text oddéleny tabulatorem. Ptiklad téchto textovych dokumentl udavaji
tabulky ¢. 2 a 3. Nami analyzovana data obsahovala 3 rizné sady sekvenace na pfistoji
[llumina MiSeq viz tabulku ¢. 4, proto je v nasledujicim textu uvaden modelovy ptiklad pouze

pro cast dat.



Tabulka ¢. 2. Ukazka souboru s.txt. pro piikaz ,,make.contig® v programu mothur.

nazev vzorku

forward

revers

Sam82

Sam82-108 S3 L001 R1_001.fastq

Sam82-108 S3 L001_R2_001.fastq

Tabulka ¢. 3. Ukazka souboru oligo.txt pro piikaz ,,make.contig* v programu mothur.

forward

AGRGTTTGATCMTGGCTCAG

#

barcode CGTAGATA | NONE | Z7T06AMK2
barcode CGTAGGCT | NONE | Z706AM1
barcode CGTATTCA | NONE | Z706AMK1
barcode CGTCACAG | NONE | S6AM3
barcode CGTCCAGG | NONE | S6AM4
barcode CTAACAGC | NONE | HIAMK3
barcode CTAAGAAC | NONE | HIAMK?2
barcode CTAATCGC | NONE | R10AM3
barcode CTAATGCA | NONE | R10AM?2
barcode CTACACCT | NONE | Z45AM4
barcode CTACCAAG | NONE | HIAMK1
barcode CTACGCTG | NONE | H2AMK1




IMumina Vzorek Barcode

Fasta-quality -Illumina

1 S6AM2 CGTAACCA
2 S6AMS CGTAAGAA
3 S6AM6 CGTACCCA
5 S6AM1 CGTAGGCT
27 HIAMK CTACGCTG
28 H1AM1 CTACGCTT
29 H2AMK CTACTCGC
30 H2AM1 CTAGCTGG
31 R14AM1 CTAGGCAG
32 R14AMK CTAGGCTA
33 R10AMK CTAGTGCT
34 R10AM1 CTATAGTC
35 Z51AMK CTATCTCG
36 Z45AM1 CTATGTICA
37 ZA5SAMK CTATTCAG

SAMI1-69_S7_L001_R1_001.fastq
SAMI1-69_S7_L001_R1_001 fastq
SAMI1-69 S7 L001_R1 001 fastq
SAMI1-69_S7_L001_R1_001 fastq
SAMI1-69 S7 L001_R1 001 fastq
SAMI1-69_S7_L001_R1_001.fastq
SAMI1-69 S7 L001_R1 001 fastq
SAMI1-69_S7_L001_R1_001.fastq
SAMI1-69 S7 L001_R1 001 fastq
SAMI1-69_S7_L001_R1_001.fastq
SAMI1-69 S7 1001 _R1 001 fastq
SAMI1-69 S7 L001_R1 001 fastq
SAMI1-69 S7 1001 _R1 001 fastq
SAMI1-69 S7 L001_R1 001 fastq
SAMI1-69 S7 1001 R1 001 fastq

73 ZT06AMECGTAGATA
74 Z706 AM1 CGTAGGCT
75 ZT06AMECGTATTCA
78 S6AM3 CGTCACAG
79 S6AM4 CGTCCAGG
90 HIAMK3 CTAACAGC
91 HIAMK?2 CTAAGAAC
92 R10AM3 CTAATCGC
93 R10AM?2 CTAATGCA
94 Z45AM4 CTACACCT
95 HIAMK]1 CTACCAAG
96 H2AMK1 CTACGCTG

Sam82-108_S3_L001_R1_001 fastq
Sam82-108_S3_L.001_R1_001 fastq
Sam82-108_S3 L1001 _R1 001 fastq
Sam82-108_S3_L.001_R1_001 fastq
Sam82-108_S3_L.001_R1 001 fastq
Sam82-108_S3_L001_R1_001 fastq
Sam82-108_S3_L.001_R1 001 fastq
Sam82-108_S3_L001_R1_001 fastq
Sam82-108_S3 1001 _R1 001 fastq
Sam82-108_S3_L001_R1_001 fastq
Sam82-108_S3 L1001 _R1 001 fastq
Sam82-108_S3 L1001 _R1_001.fastq

16 H2AM2? CGTGGTCA
17 H2AM3 CGTTCACG
18 HIAM2 CGTTTACT
19 HIAM3 CGTTICTA
20 R14AM2 CTAACACA
21 R14AM3 CTAACAGC
22 Z45AM2 CTAAGAAC
23 Z45AM3 CTAATCGC
24 Z51AM1 CTAATGCA
25 Z51AM2 CTACACCT
26 Z51AM3 CTACCAAG
51 ZT06AM2 CTCGTGAT
32 Z706AM3 CTCTAGCG

SAMI-52_S9 L1001 R1_001.fastq
SAMI-52_S9 L001_R1_001.fastq
SAMI-52_S9 L1001 R1 001 fastq
SAMI-52_S9 L001_R1_001.fastq
SAMI-52_S9 L1001 R1 001 fastq
SAMI-52_S9 1001_R1_001.fastq
SAMI-52_S9_L001_R1_001. fastq
SAMI-52_S9 1001 R1_001.fastq
SAMI-52_S9_L001_R1_001.fastq
SAMI-52_S9 1001 R1_001.fastq
SAMI-52_S9_L001_R1_001.fastq
SAMI-52_S9 1001 R1_001.fastq
SAMI-52_$9 L1001 R1 _001.fastq

Tabulka ¢. 4. Piehled barcodii a souborti pro data analyzovana v ramci sledovani vyskytu P.
larvae. Data pochazi ze tii sekvenaci na Illumina MiSeq.

Nasledné je zadan piikaz summary.seqs(fasta=s.trim.contig. fasta), ktery udava piehled o
kvalité sekvenci, viz tabulku ¢. 5. Dale je nutné odstranit sekvence s dvojznacnou bazi a také
sekvence s nestandardni velikosti, coZ je provedeno piikazem:
screen.seqs(fasta=s.trim.contigs.fasta,
maxlength=600).

group=s.contigs.groups, maxambig=0,



Piikazem get.current() jsou vytvofeny dva soubory: fasta=s.trim.contigs.good.fasta a
group=s.contigs.good.groups. Prvni z nich obsahuje sekvence ve fasta formatu a ve druhém
textovém souboru jsou zaznamenany udaje popisujici tyto sekvence. Pro zobrazeni informaci
v tak velkém textovém souboru nejsou vhodné prohlizece, které jsou soucasti operacniho
systtmu Windows. Pro vizualizaci dat je vhodné pouzit Large text file viewer. Zménu
v sekvencich lze zkontrolovat ptikazem summary.segs(fasta=s.trim.contigs.good.fasta). Dalsi
analyza v programu mothur spocivd ve zredukovani poctu sekvenci, ¢ehoz lze dosahnout
vybérem unikatnich sekvenci, unique.seqs(fasta=s.trim.contigs.good.fasta).

Poté je pouzit piikaz:

count.segs(name=s.trim.contigs.good.names, group=s.contigs.good.groups), ktery zjednodusi
praci se soubory, a vytvofi soubor S.trim.contigs.good.count table. Zména sekvenci je
nasledné ovéfena piikazem summary.seqs(count=s.trim.contigs.good.count_table). Vysledky
jsou opét uvedeny v tabulce €. 5.

Nyni je mozné pristoupit ke sjednoceni nasich sekvenci s databazi SILVA pomoci piikazu
align.seqgs(fasta=s.trim.contigs.good.unique.fasta, reference=silva.131.fasta).

Zmeéna sekvenci po tomto kroku je zobrazena ptikazem:
summary.seqgs(fasta=s.trim.contigs.good.unique.align,count=s.trim.contigs.good.count_table
).

Dale je nutné odstranit sekvence Spatné velikosti nebo kvality, tudiz je zadan piikaz
screen.seqs(fasta=s.trim.contigs.good.unique.align,  count=s.trim.contigs.good.count_table,
summary=s.trim.contigs.good.unique.summary, start=1968, end=11550, maxhomop=8). Pro
kontrolu sekvenci je opét pouzit summary.seqs(fasta=current, count=current).

Déle je doporucena filtrace sekvenci ptikazem:
filter.segs(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.align, vertical=T, trump=.).

Po filtrovani jsou opét stanoveny unikatni sekvence piikazem:
unigue.seqgs(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.fasta,count=s.trim.contigs.good.goo
d.count_table).

Nasledujicim piikazem dojde k odstranéni chyb a Sumu zpasobeného sekvenovanim,
pre.cluster(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.fasta,count=s.trim.contigs.go
od.unique.good.filter.count_table, diffs=12). Doporu¢ené nastaveni parametru diffs je
(diffs=2) a urcuje mnozstvi rozdilt v sekvencich. V nasSem piipad¢ jsme vzhledem k velkému
poctu sekvenci zvolili tento parametr vyssi (diffs=12). V této kombinaci bylo ziskano 123 080

unikatnich sekvenci z celkového poctu 1 161 882 sekvenci.
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V dal$im kroku je nutné odstranit chimérické sekvence pomoci programu UCHIME (Edgar et
al.  2011), ktery je soucasti mothuru a Ize ho spustit piikazem:
chimera.uchime(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.fasta,
count=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.count_table,  dereplicate=t).
V této syntaxi program odstrani chimérické sekvence ale pouze v count-souboru. Ve fasta
souboru je nutné k odstranéni téchto sekvenci zadat ptikaz:
remove.seqs(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.fasta,
accnos=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.denovo.uchime.accnos).
Piikazem summary.seqs(fasta=current, count=current) je zobrazeno, kolik sekvenci bylo
odstranéno jako chiméry (viz tabulku ¢. 5). V naSem pfiipadé¢ bylo odstranéno 99 614
chimérickych sekvenci z celkového poctu 1 098 396 sekvenci.

Po zredukovani poctu sekvenci je mozné pfistoupit k jejich porovnani s referenénim
souborem RDP (Cole et al. 2014) pomoci piikazu:
classify.seqs(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.fasta,
count=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.denovo.uchime.pick.count_tab
le, reference=trainset14 032015.pds.fasta, taxonomy=trainsetl4 032015.pds.tax, cutoff=80).
Po klasifikaci je nutné odstranit nezadouci sekvence, napt. sekvence mitochondrii, plastidd,
pfipadn¢ eukaryotickych organismt, které vznikly ziejm¢ jako kontaminace bé&hem
zpracovani a u analyzovanych vzorkti nelze predpokladat jejich pfitomnost.

K jejich odstranéni je pouZit piikaz:
remove.lineage(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.fasta,
count=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.denovo.uchime.pick.count_tab
le,taxonomy=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pds.wang.taxonom
y, taxon=Chloroplast-Mitochondria-unknown-Archaea-Eukaryota).

Nyni lze ptistoupit k identifikaci opera¢né taxonomickych jednotek (OTU). Analyza sekvenci
vedouci k identifikaci OTU je naro¢nd na hardwarové vybaveni pocitace, tj. dostatek volného
mista na disku, operacni pamét’ a mnozstvi procesortl. V nasem piipadé probihala identifikace
OTU v modifikaci od doporu¢eného protokolu (se zménénymi parametry), jedna se o piikaz:
cluster.split(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.fasta,
count=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.uchime.pick.pick.count_table,
taxonomy=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pds.wang.pick.taxono
my, splitmethod=classify, taxlevel=6, cutoff=0.15, processors=4).
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OTU na hladiné podobnosti 0,03, ktera je nejcastéji pouzivana, jSOU vytvofeny pomoci
ptikazu:
make.shared(list=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.pick.an.u
nique_list.list,
count=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.denovo.uchime.pick.pick.pick.
count_table, label=0.03).

Nasledné¢ jsou identifikovany OTU pomoci databaze RDP, piikaz:
classify.otu(list=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.pick.an.uni
que_list.list,
count=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.denovo.uchime.pick.pick.pick.
count_table,
taxonomy=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pds.wang.pick.pick.ta
xonomy, label=0.03).

Program vytvofi dva soubory, ve kterych jsou mimo jiné uvedeny pocty sekvenci
klasifikovanych OTU pro jednotlivé vzorky, a jejich spojenim vytvotime piehlednou tabulku,
kterou lze importovat do MS Excel nebo oteviit programem Open Office. Nevyhodou této
analyzy je velké mnozstvi OTU, jeZ velmi Casto obsahuji pouze jednu nebo jen n€kolik malo
sekvenci. ReSeni tohoto problému spoéiva v kontrolnim vzorku. V naem piipadé vsak
Z divodu finan¢nich uspor tento vzorek pouzit nebyl. Vychazeli jsme tedy z prace Bokulich et
al. (2013) a byly eliminovany vSechny OTU s niz§im celkovym poctem sekvenci nez je napf.
5 (parametr ,,cutoff). Pocet vyloucenych sekvenci by mél byt nizky cca od 1 do 3 %
zZ celkového poctu.

Tyto sekvence jsou odstranény piikazem:
split.abund(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.fasta,
list=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.pick.wang.unique_list.li
st, count=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.pick.count_table,
cutoff=5, label=0.03). Tento vybér zredukoval pocet sekvenci na 1 020 060, tj. jejich pocet se
snizil o 7 %. Timto ptikazem byl zredukovan 1 vzorek HIAMK2, ktery obsahoval pouze 1
unikatni sekvenci.

Pted dalsi analyzou je nejprve doporuceno zkratit ndzvy soubort pomoci ptikazu:

system(mv
s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.0.03.abud.fasta).

Timto zpisobem lze piepsat vsechny potiebné soubory tj. *.fasta, *.count_table, *.list a

* taxonomy. Alternativné je mozné soubory pfejmenovat manualng.
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V naSem piipadé byl stanoven pocet OTU jesté jednou tentokrat pouze s abundantnimi
sekvencemi, proto byly opét zadany ptikazy:
make.shared(list=s1.list, count=s1.count_table, label=0.03)

classify.otu(list=s1.list, count=sl.count_table, taxonomy=s1.taxonomy, label=0.03).

Nyni jsou pripraveny vysledné soubory, které lze pouzit pro statistickou analyzu a

identifikaci OTU.

Pro dal$i analyzu je nutné vytvofit soubory obsahujici sekvence jednotlivych OTU, za
pouziti nasledujicich piikazi get.otulist(list=s1.list, label=0.03). Timto piikazem je vytvoien
soubor sl1.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pds.wang.pick.tx.1.otu,
ktery lze otevtit v MS Excel. Na tadcich jsou identifikovany OTU a nésleduji koédy sekvenci.
Pro vybrané OTU je nutné fadek zkopirovat na novy list a transponovat. Transponovany
soubor Ize wulozit jako prosty text mnapt. OTUL.csv. Nasledné¢ Je piikazem
get.segs(accnos=otul.csv, fasta=s.fasta, count= s.count table) vytvofen fasta soubor
s.pick.fasta. V tomto souboru jsou jednotlivé sekvence v aligmentu dle databaze SILVA.
Dalsi vytvofeny soubor je soubor S.pick.count_table, ktery je mozné oteviit v MS Excel a
obsahuje pocty sekvenci pro jednotlivé oznaceni sekvenci ve fasta souboru. Pro porovnani
sekvenci s databazi GenBank je vyhodné sledovat zastoupeni nejpocetnéjSich sekvenci.

Rozdélené fasta soubory pro ndmi vybrand OTU lze oteviit napf. pomoci programu
Bioedit, nebo Codone Code Alinger. Nasledné jsou pomoci Blastu porovnany sekvence s
databazi GenBank (Altschul et al. 1997). Pti identifikaci sekvenci se doporucuje pro sekvence
se stejnou podobnosti (skdrem) zohlednit jejich pivod tj. souvislost se véelami, rostlinami atd.
(Cariveau et al. 2014). Je vhodné vytvotit tabulku obsahujici identifikované sekvence jak
pomoci databdze RDP tak pomoci GenBanku. Takto zpracovand data je mozZné vizualizovat
pomoci programu Krona (Ondov et al. 2011). Makra pro uvedené zobrazeni jsou pfipravena

v MS Excel a lze je stdhnout ze stranek MR DNA.

3.6. Statisticka analyza dat

Data popisujici bakterialni komunitu véely medonosné v souvislosti s vyskytem P. larvae
byla analyzovana za pomoci programi mothur, PAST a pro vizualizaci byl pouzit statisticky
software XLSTAT. V naSich analyzach byly pro statistické hodnoceni pouzity OTU, i kdyz

mothur umoznuje pracovat i s fylotypy, coz neni zahrnuto v této metodice.
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V druhém kroku feSeni bylo nutné odstranit symbiotické bakterie, jez se vyskytovaly
hojnéji a znemoznovaly statistickou analyzu bakterii potencidlné patogennich. Postupovali
jsme podle prace Carivea et al. (2014), kterd se zabyva studiem bakterialniho spolecenstva
¢melaka. Dle identifikace z databaze RDP a GenBanku byly rozdéleny OTU s vysSSim
celkovym poctem nez 50 na OTU pochazejici ze symbiontl (dle Moran et al. 2015) a zbylé
OTU s potencionalnimi patogeny. V ptipadé, ze se OTU nepodaftilo identifikovat na uroven
rodu, byla automaticky povazovéna za patogenni.

Pro analyzu diverzity je nutné, aby pocty sekvenci byly vyvazené, v naSem souboru byl
nejmensi pocet sekvenci 2130 u vzorku Z45AMK. Proto byl piikazem
sub.sample(shared=s1.shared, size=2130) vytvoien soubor s1.0.03.subsample.shared, ktery
byl nasledné analyzovan Vv programu PAST. Timto krokem byla ziskéna data pro pocet typt
sekvenci (Taxa-S), inverzni Simpsontv index, a Chaos index. Vzhledem k typu pozorovani
byly statistick¢ analyzy provadény pro mikrobiom dé€lnic vcely medonosné. Pozorovani
mikrobiomu kukel bylo provedeno pouze orientaéné, protoze vzhledem k malému poctu
opakovani a struktufe bakteridlniho spolecenstva nebylo mozné tento soubor analyzovat. Pro
porovnani téchto indexti byl zvolen Kruskal-Wallistiv neparametricky test.

Vsechna tato data indikovala, Ze mikrobiom kukel a dé€lnic je naprosto rozdilny a proto
byly pii dalsi analyze vzorky s kuklami z celkového souboru dat odstranény. Pro tento krok
byly vyuzity pfejmenované soubory z piedchozi analyzy, tj. s1.count_table a sl.list., a pomoci
ptikazu remove.groups(count=sl.count_table, groups=H1AMK-H2AMK-H1AMK3-
H1AMK2-H1AMK1-H2AMK1-R14AMK-R10AMK-Z51AMK-Z45AMK-Z706 AMK2-
Z706AMK1, list=sl.list), byly vzorky ze souboru odstranény. Piikazem byly vytvofeny
soubory sl.pick.count_table a s1.pick.list, se kterymi se pokrac¢ovalo Vv dalsi analyze.

Prikazem make.shared(list=s1.list, count=sl.count_table, label=0.03) byly vytvoteny
sl.*.rabund soubory kde * - znamena identifikaci vzorku napi. R1I0AMI1 a dale soubor
sl.pick.shared, ktery je potiebny pro dalsi analyzu. Nasledné byl spocitan pocet sekvenci
Vv jednotlivych vzorcich piikazem count.groups(). Nejméné sekvenci obsahoval vzorek
S6AMG, tj. 6499 sekvenci. Pro novou analyzu dat tentokrat pouze mikrobiomu délnic byl
vytvofen vzorek piikazem sub.sample(shared=sl.pick.shared, size=6499). Program vytvofil
soubor s1.pick.0.03.subsample.shared, ktery lze oteviit v MS Excel, pfevést do programu
PAST, nebo analyzovat dale v programu mothur. V nasem piipadé byl pro statistickou

analyzu vyuzit program mothur.
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Vypocet parametri a-diverzity:

Pro vypocet parametrt a-diverzity lze vyuzit piikaz:
summary.single(shared=s1.pick.0.03.subsample.shared, calc=nseqs-coverage-sobs-
invsimpson-shannon-chao, subsample=6499), ktery zahrnuje vypocet nejcastéji pouzivanych
indexti pro porovnani a-diverzity. Jedna se o inverzni Simpsontv index, Shannontv index a
Chaos index. Krom¢ vySe uvedenych indext program vypocita pocet typu sekvenci (sobs),
pokryti (covarege) a nseq uvadi pocet sekvenci, ktery je 6499, coz bylo stanoveno
parametrem subsample=6499. Program vytvorii dva soubory
s1.pick.0.03.subsample.groups.ave-std.summary a s1.pick.0.03.subsample.groups.summary.
V nasem  pifipad¢ byla pro  dalsi praci  vyuzita data ze  souboru
s1.pick.0.03.subsample.groups.summary.

Vypocet parametra f-diverzity: Tyto vypolty jsou zaloZzené na porovnani podobnosti
jednotlivych vzorkd. V tomto piipadé je dilezité zjistit, zda se 1iSi mikrobiom vcel
pochazejicich z mist s vyskytem moru vceliho plodu od véel mimo morové pasmo. Pro
porovnani podobnosti se vyuziva fada ekologickych indexi, v naSem ptipadé byl zvolen
Bray-Curtistiv index, ktery je vhodny pro hodnoceni bakterialni komunity vcel (Engel et al.
2013). Lze vyuzit piikaz

dist.shared(shared=s1.pick.0.03.subsample.shared, calc=braycurtis, subsample=6491),

tim vytvoiime 3 soubory s maticemi Bray-Curtisova indexu, tj.
s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.It.dist;
s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.It.ave.dist;
s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.It.std.dist.

Nyni je nezbytné zjistit, do jaké miry jsou si mikrobiomy jednotlivych vzorkd vcelich délnic
podobné. Pro tyto vypocty je nutné doplnit design file, coz je tabulka vytvorena v MS Excel
exportovana jako prosty text oddéleny tabulatory, kde prvni sloupec je kod vzorku tj. napft.
S6AM2 a druhy je ndmi stanoveny stupen napadeni v€elim morem (tj. hodnoty 0,1,2) zde 0.
Tuto vyexportovanou tabulku Ize ulozit jako soubor AFB.TXT. Pro porovnani vlivu stupné
napadeni vcelim morem na mikrobiom dé€lnic v¢éely medonosné byl pouzit test AMOVA
(analyza molekuldrni variance), ptikaz:
amova(phylip=s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.1t.ave.dist, design=AFB.txt).

Program spocita testovou statistiku, ktera je v tomto ptipad¢ nepriikazna a vysledky ulozi do
souboru s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.It.ave.amova. Dalsi test umoziujici porovnat
zda se v nasem soboru lisi variance v hodnotach indexu je HOMOVA. Tento test je spocitan

piikazem:
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homova(phylip=s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.It.ave.dist, design=AFB.txt).

Po  vypoctu se zobrazi Gdaje testu a jsou ulozeny do  souboru
s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.It.ave.homova. Pro zjisténi, zda je mikrobiom vcel
ovlivnén dalS§im parametrem, ktery nebyl stanoven, ptipadné jestli je test signifikantni, je
mozné data vizualizovat. Lze vyuzit zobrazeni v multidimenzionalnim prostoru tj.
multidimensional scaling pomoci piikazu:
nmds(phylip=s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.1t.ave.dist).

Po vypoctu je doporuceno zkontrolovat parametry lowest stress : 0.275 a R-squared for
configuration: 0.679. V naSem piipadé parametr lowest stress presahoval hodnotu 0.2, tudiz
nebylo doporuceno analyzu pouzit. Lze vyuzit alternativni pfistup a to Principle Coordinate
analyses (PCoA), pomoci ptikazu:
pcoa(phylip=s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.It.ave.dist).

Vypodet udava hodnotu R?* pro 3 osy, coz je 0.73. Vytvofeny soubor
s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.It.ave.pcoa.loadings uvadi variabilitu vysvétlenou
kazdou osou, zatimco soubor s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.1t.ave.pcoa.axes uvadi
pozice pro jednotlivé vzorky.

Dale bylo zjistovano, jestli P. larvae koreluje s dal$imi bakteriemi. Korelace byla vypocitana
pomoci piikazu:

corr.axes(axes=s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.It.ave.pcoa.axes,
shared=s1.pick.0.03.subsample.shared, method=pearson, numaxes=2).

Byl pouzit Pearsonliv korela¢ni koeficent a vytvoren soubor
s1.pick.0.03.subsample.pearson.corr.axes, ktery uvadi korelaci s 0sami a zda je tato korelace
signifikantni. Data byla vyexportovana do MS Excel a vyuzita pro tvorbu grafu. Lze zobrazit
vybrané OTU, které jsou signifikantné¢ korelované s osami. Pro vizualizaci sekvenci
jednotlivych OTU ve vzorcich byla zvolena heat-mapa, ktera byla zkonstruovana v programu
XLSTAT (modul Omnic data analyses). Heat-mapa byla vytvoiena s redukci OTU pomoci
filtrovani ptes interkvartilovy rozsah, ktery odfiltroval 695 OTU z celkového poétu 731 OTU.
Analyza na trovni populace: Tato analyza umoziuje vyhodnotit, zda je bakterialni
spoleCenstvo v nasich vzorcich signifikantné ovlivnéno faktorem, tj. stupenn napadeni vcelim
morem. Ktomu lze vyuzit METASTAT analyzu. Tuto analyzu lze spustit pomoci piikazu
metastats(shared=s1.pick.0.03.subsample.shared,design=AFB.txt). Program porovna
jednotlivé parametry faktoru a vytvoii 3 soubory, které obsahuji primérné hodnoty relativni

abundance, stiedni chybu primeéru, varianci a hodnotu F. Vytvofené soubory jsou
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s1.pick.0.03.subsample.0.03.1-0.metastats, s1.pick.0.03.subsample.0.03.2-0.metastats,
s1.pick.0.03.subsample.0.03.2-1.metastats a lze je oteviit v programu MS Excel.
Analyza patogenni ¢asti mikrobiomu: V druhém kroku feseni byl soubor sl.pick.shared
rozdélen a byly analyzovéany informace o potencionalné patogennich bakteriich. Pro vypocet
byla pouzita kombinace programt mothur a PAST a byly zadany stejné piikazy jako v piipadé
hodnoceni celkového mikrobiomu. V programu mothrur byly vyuzity jiz uvedené ptikazy pro
tvorbu Bray-Curtisovi matice a METASTAT analyzu. V programu PAST byl zvolen test
PERMANOVA pro vyhodnoceni vlivu environmentalnich veli¢in na rozlozeni
potencionalnich patogeni v mikrobimu dé¢lnic a vysledky byly vizualizovany pomoci
multidimensional scaling (msds).

Popis jednotlivych piikazi uvedeného modelového piikladu v programu mothur, datasety a
dalsi programy nutné pro bioinformatickou analyzu jsou shrnuty v tabulkach 1P az 3P viz

ptilohy.

4. Vyhodnoceni vysledki modelového pripadu detekce Paenibacillus larvae pomoci nové

generace metod sekvenovani

4.1. Ziskané sekvence 16S rRNA bakterialniho spolecenstva a popis mikrobiomu délnic
a kukel véely medonosné v morovém pasmu a kontrolnich vzorcich mimo morové
pasmo.

Celkem bylo zachyceno 1 098 395 sekvenci 16S rRNA. Z toho 982 600 sekvenci bylo
ziskano z délnic v¢ely medonosné a 115 795 z kukel. Tyto sekvence vytvorily 1081 OTU,
avSak pouze 133 OTU meélo celkovy pocet sekvenci vetsi nez 100 a 40 OTU vétsi nez 1 000.
Tyto reprezentativni sekvence byly porovnany s databazi GenBank a pfifazeny k jednotlivym
taxontim — tedy druhdm bakterii (viz tabulku ¢. 5).

Kompozice mikrobiomu kukel a délnic na jednotlivych stanoviStich byla graficky
znazornéna pomoci programu Krona. Z grafii je patrné, Ze mikrobiom délnic je velmi
podobny a obsahuje pfedevsim sekvence symbiotickych bakterii, tj. Gilliamella apicola
(Gamma 1), Frischella perrara (Gamma 2), Snodgrassella alvi (Beta), Lactobacillus mellis
and L. mellifer (Firm 4), L. helsingborgensis, L. melliventris a L. kimbladii (Firm 5),
Bifidobacterium asteroides, B. actinocoloniiforme, B. bohemicum (Bifido) a bakterie skupiny
Bartonellacea (Alpha 1) (dle Moran 2015). Tyto bakterie jsou na vSech stanovistich
zastoupeny Vv ptiblizn¢ stejnych pomérech. Zastoupeni symbiotickych a potencidlné
patogennich bakterii u délnic a kukel véely medonosné je shrnuto v obrazcich 1 az 18.
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Z obrazku je patrné, Ze celkové zastoupeni P. larvae v celkovém mikrobiomu d¢lnic véely
medonosné je velmi nizké. V piipad¢ vzorkl kukel byla tato patogenni bakterie vyznamnou
soucasti bakteridlniho spolecenstva a to jak ve vzorcich odebranych v mistech s klinickymi

piiznaky moru vceliho plodu, tak 1 v ulech bez klinickych piiznakii tohoto onemocnéni.
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Tabulka ¢&. 5. Identifikace vybranych OTU pomoci databazi RDP a GenBank ve vzorcich podle tabulky 1.

vztah hostitel x bal

19

= | &
« |z | - 2 i« i 2| = [ 2] 2
S = slesl=[=s|s|z2[=[5|Z|Z2 (2|3 [2|8]g[&|& |88
s Ow00001 Lactobacillus apis 22074 42 139 814 13042 225 4175 6939 142 13047 320 12143 11648 44 19099 2200 9137 85 36
p Otu00419 Bartonella bacilliformis 33404 17 220 4400 17731 155 919 6112 282 13292 248 11455 2661 39 12133 107 4240 36 26
s Otmw00007 Bifidobacterium asteroides 21610 14 39 274 26235 41 272 291 109 7120 66 2854 6040 3 12149 99 19576 6 8
s Om00003 Gilliamella apicola 10371 24 311 427 12627 140 865 2386 60 0064 153 8430 20831 10 17302 1752 0964 16 8
s Om00002 Snodgrassella alvi 12208 12 4 207 6542 20 762 1028 70 5187 158 5160 8925 20 22795 1068 13213 11 4
s Om00005 Gilliamella apicola 5343 11 131 226 7461 47 454 2482 165 4568 109 7555 15984 24 13181 1018 7827 11 14
s Ow00006 Lactobacillus helsingborgensis 9075 55 101 1095 10646 72 301 730 413 4416 145 7158 8625 28 10294 331 8577 21
s Om00015 Lactobacillus mellis 8508 23 49 561 10046 43 936 1238 241 4325 152 3391 4672 18 B8B66 467 14303 10
p Ow00050 Paenibacillus larvae 3609 17833 33 16 34 202 115 1731 1614 97 695 36 19725 1273 39 14 17 28 15
p Otu00004 Enterococcus faecalis 70 28 1346 12 61 45 17 51 87 128 98 102 4 11 31 10 74 20189 12041
s Om00009 Frischella perrara 3554 5 45 090 053 2 372106 91 2400 71 1040 4051 2 T173 457 4034 4 6
s Om00035 Commensalibacter intestini 2706 5 10 67 736 0 77 282 21 2000 12 331 5633 3 6587 805 4003 10 3
s Om00172 Swingsia samuiensis 3544 3 10 507 1779 0 41 1807 194 5969 5 1609 3912 0 2254 24 1450 8 5
s Ow00008 Lactobacillus kullabergensis 1618 3 5 020 3482 3 426 380 53 1369 24 2705 3683 1 2540 104 5284 16 6
s Om00010 Lactobacillus kimbladi 4632 18 68 679 3396 193 264 211 200 861 158 912 5203 16 989 555 3835 1 7
s Ow00011 Bifidobacterium coryneforme 1424 2 7011 1799 0 36 235 17 2234 1 130 1729 0 2021 149 5416 0 2
s Otw00063 Lactobacillus mellifer 1316 0 66 162 1387 0 191 482 154 1967 70 865 557 12 1636 164 3873 0 0
p Om00264 Paenochrobactrum glacier 2330 0 0 346 1853 0 73 816 0 1226 9 1980 421 0 682 2 208 4 0
s Ot00016 Lactobacillus helsingborgensis 653 14 0 73 2006 0 124 102 801 983 479 732 987 53 510 37 1515 3 6
p ©Om00021 Moheibacter sedinunis 8 0 0 0 30 0 0 66 0 9 12 100 3165 0 299 8§ 2321 0 0
s Ot00024 Frischella perrara 1314 0 0 11 209 0 3 209 1 870 3 78 1193 0 785 2 479 3 1
s Ow00025 Frischella perrara 124 0 1 4 73 0 26 0 703 10 44 113 0 2087 T 165 0 0
p Om00049 Spiroplasma melliferum 72 43 139 0 76 4 18 27 8 10 117 36 2 1 25 2647 3 0
s Ow00039 Lactobacillus kullabergensis 743 0 0 1 33 0 54 3 0 15 21 49 68 0 492 3 513 0 0
p Om00043 Dysgonomonas capnocytop. 4 0 0 0 81 80 36 6 0 5 1612 0 4 0 185 1 1
p Otu00044 Citrobacter freundii 159 0 0 0 50 375 2.0 19 2 0 1329 0 8 0 0




Tabulka ¢. 5. Identifikace vybranych OTU pomoci databazi RDP a GenBank - pokra¢ovani 1.

vztah hostitel x bal

20

- | ~
. = I3 . = A £ o £ = E =
S = slel=[slelefe[Z|Z|2[z]13|8[8[8[g[8|8]8
p Om00033 Klebsiella pneumoniae 60 0o 0 0 70 0 1 0 30 0 1804 0 7 0 0
p Om00057 Hafnia alve: 027 0 0 37 13 0 6 133 0 192 0 16 4 0 3501 1 14 0 1
p Owm01428 Bartonella rattimassiliensis 1 0 01750 o0 0 0 0 1 0 0 o o0 0 0 0
s Om00148 Gilliamella apicola 463 4 1] 1 19 0 98 7 0 7 0 5 48 0 27 4 0969 0 0
s Om00020 Gilliamella apicola 191 0 1] 4 241 1 51 18 0 17 0 94 301 0 239 8 125 0 0
s Owm00027 Frischella perrara 77 1 1 3 27 0 3 0 412 0 6 202 0 319 4 544 1 0
P Om00052 Serratia liquefaciens o o 0 0 30 0 4 0 3@ 0 1 1 0 1485 1 3 0 0
p Om00238 Morganella morganii 55 25 1 0 76235 0 12 5 13 8 922 24 2 1 13 0 1 0
s Owm00017 Gilliamella apicola 66 0 1] 0 81 2 10 2 80 0 57 324 0 288 4 320 0 0
s Om00104 Parasaccharibacter apium 50 36904 0 14 24 5 14 5 244 47 51 28 16 16 3 16 0 1
s Om00084 Lactobacillus crispatus 24 0 0 0 46 0O 0 25 19 38 2 142 100 0 51 31 324 1 0
s Om00019 Lactobacillus melliventris 23 0 5 31 154 0 9 17 2 31 4 143 155 0 203 8 242 1 0
p Om00067 Kluyvera mtermedia 820 1 0 23 0 0 6 31 0 50 4 1 0 135 0 0 0 0
P ©Om00128 Bacillus cereus 5 o 0 0 122 1 168 9 635 1 6 23 0 1 0 2 0
p  Om00056 Tatumella 824 0 0 40 i 0 9 0 0 1 0 66 1 0 53 0 1 1 0
s Om00012 unclassified 144 0 1] 1 i3 0 0 4 1 111 0 4 165 0 358 1 169 0 0
s Om00018 Gilliamella 72 0 1 1 102 0 1 11 0 95 3 82 164 0 308 12 113 0 0
p Om00094 Yersinia 570 1 28 12 4 0 15 10 2 4 0 8 7 0 246 0 3 1 0
s Om00072 Frischella 23 0 0 12 3 0 0 0 ] 19 0 9 12 0 o604 77 30 1 0
s Om00014 Gilliamella 122 0 7 2 103 0 13 28 4 53 01 63 158 0 164 g8 161 1 1
P Om00054 unclassified 479 0 1] 3 36 21 0 0 0 4 10 2 0 0 322 2 2 0 0
p  Om00013 unclassified 5 0 5 5 175 0 20 22 0 4 0 30 393 0 76 0 103 5 0
p Owm00088 unclassified 12 0 1] 0 i3 0 1 18 10 339 4 165 19 0 10 18 234 0 0
p Om00038 Escherichia/Shigella 46 2 7 0 5 0 0 150 2 45 2 14 4 1 557 5 4 1 0
p Om00085 Staphylococcus 0 1 419 1 1 0 0 15 46 35 254 0 4 4 1 1 0 2 3
s Om00022 Frischella 102 0 1] 1 2 0 0 11 0 60 0 120 0 245 2 108 0 0




Tabulka ¢&. 5. Identifikace vybranych OTU pomoci databazi RDP a GenBank - pokracovani 2.

vziah hostitel x bal
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p Ow00167 unclassified 462 0 0 0 20 0 0 30 1 0 ] 1 0 2 0 131 0 0
p Om00031 unclassified 8 0 0 0 182 0 28 93 0 30 20 51 0 151 131 37 2 0
p Om00135 Melissococcus plutonius 86 o 0o 0 8 0 0 0 0 57 0 0 98 o0 127 0 136 0 0
p Ot00032 unclassified 256 0 0 3121 0 45 1 0 40 0 14 12 0 0 3 80 0 0
p Ow00139 unclassified 60 2 24 0 58 131 1 3 0 44 T4 31 36 0 125 4 29 0 1
p Ow00083 Enterobacter 45 0 0 0 25 0 0 4 0 1 1 3 10 0 405 18 0 0 1
s Om00028 Gilliamella 53 0 0 0 71 1 0 7 0 730 0 120 0 144 0 41 0 0
p Ow00123 unclassified 4 1 0 0 19 9 0 21 0 8 7 25 374 0 3 0 27 0 1
p Ow00023 unclassified 60 0 0 99 18 1 0 3 0 29 3 T8 28 0 54 0 111 0 0
p Ow00026 unclassified 21 0 0 23 113 0 2 6 0 250 47 44 0 67 0 136 0 0
p Om00061 unclassified 20 0 0 0 191 0 5 0 0 220 52 41 0 03 0 60 0 0
p Om00029 unclassified 108 0 0 2 124 0 6 3 0 56 0 35 87 0 8 1 52 0 0
p Ow00138 Fructobacillus a2 0 0 0 60 0 0 0 0 41 0 6 64 0 106 0 04 1 0
p Ow00079 unclassified 50 0 0 3 40 0 0 6 0 4 2 36 42 0 89 3 137 0 0
p Om00175 Pseudomonas 5 3 240 0 70 0 2 0 113 18 14 8 0 1 3 0 0 0
s Om00097 unclassified T0 0 0 1 16 0 0 0 2 6 0 43 32 0 100 0 05 0 0
p Om00113 unclassified 1 1 212 0 0o 0 1 159 1 1 2 0 2 0 0 0
p Ot00122 Raoultella 33 0 11 0 20 4 0 0 4 0 ] 0 330 0 0 0
p Ow01505 Sphingomonas 0 1 24 0 20 0 283 7 45 0 2 170 0 0 0 26
p Ow00042 unclassified 50 0 0 20 127 0 7 0 1 40 0 12 16 0 8 1 62 1 0
s Om00051 Lactobacillus 19 1 0 1 27 0 1 4 0 1 3 150 33 2 50 0 30 1 3
p Om00131 unclassified 68 0 0 15 0 0 0 2 0 63 15 27 2 0 149 0 0 0 0
p Ow00116 unclassified 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 150 0 14 0 173 0 0
p Ow00363 Arsenophonus 34 19 0 0 31 146 0 8 4 7 6 51 13 0 0 12 0 0 0
p Om0d0146 Proteus 14 0 0 0 1 0 0 8 0 30 0 0 0 272 1 15 0 0
p Otu00062 unclassified 70 0 0 0 g8 0 o 2 0 1 0 13 142 0 42 1 16 0 0




Tabulka ¢&. 5. Identifikace vybranych OTU pomoci databazi RDP a GenBank - pokracovani 3.
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s Om00531 Acinetobacter 0 0 238 0 0 0 0 0 23 it o 0 0 0 0 0 0 1 0
p Om00090 unclassified 1 0 5 0 62 0 1 0 11 4 11 20 0 49 0 103 0 0
p Om00163 unclassified 0 o 0 0 0 0 131 10 4 0 1 20 51 0 78 0 0
p Om00096 unclassified 1 o 0 0 4 3 0 7 0 36 1 15 174 0 1 0 18 1 0
s Om00041 Gilliamella 21 o o0 o0 2 0 5 3 0 25 0 1 5 0 7 5 25 0 0
s Om00037 Gilliamella 16 ¢ 2 o 31 1 0 6 0 3 0 W 6 0 57 1 31 0 0
p Om00059 unclassified 25 0 0 33 3 0 0 3 2 81 5 24 67 0 0 7 2 1
p Om00216 Propionibacterium 1 22 0 0 17 0 31 72 26 28 3 5 39 2 1 0 0
p Omwm00102 unclassified 0 0 0 5 0 0 55 0 o0 o0 69 51 0 31 0 30 1 0
p Om00515 Sphingomonas 0 49 0 0 0 0 3 32 67 21 0 4 58 0 1 1 0 0
p Om00030 unclassified 42 0 0 0 44 0 0 0 0 70 0 20 0 84 0 37 0 0
p Om00069 Pantoea 19 0 2 8 50 1 0 10 14 2 ] 4 0 128 1 22 0 0
p Om00192 Staphylococcus 1 0o 4 0 1 0 0 6 52 12 88 3 7 2 4 0 1 0 0
p Om00190 Pseundomonas 0 o 0 0 20 0 0 1 20 8 1 0o 0 i 0 2 0 0
s Om00060 Bifidobacterium 14 o 0 0 30 0 0 0 15 0 7 70 6 0 100 0 0
p Om00045 unclassified 4“4 o 0o 7 20 0 15 0 62 0 20 5001 508 4 1 1
p Om00055 unclassified 11 o o o 210 0 12 0 12 0 & 19 0 15 0 33 0 0
p Om00204 unclassified 11 0 0 0 10 0 3 3 0 0 147 12 0 8 0 4 0 0
p Om00400 Bacillus 0 0 0 0 3 0 0 0 69 68 0 22 38 1 0 0 0 0
s Om00040 Gilliamella 16 ¢ o 2 17 0 1 10 1 16 0 27 37 0 52 0 21 0 0
s Om00068 Frischella 1Y 0 0 0 6 0 0 13 0 16 0 3 48 0 60 1 14 0 0
s Om00046 Gilliamella 33 0 0 1 15 0 1 0 0 41 10 19 0 46 2 26 0 0
p Om00080 unclassified 27 o 0 3 6 0 2 0 0 18 0 12 19 0 5 0 98 0 0
s Om00248 Gilliamella 2 0 0 0 3 0 0 2 0 0 1 181 0 0 0 0 0
p Om03606 Carnimonas 0 o 0 0 o118 0 0 0 0 1 0o 0 0o 0 0 0
s Om00074 Gilliamella 18 o o0 o 130 0 0 0 26 0 3 12 0 8 0 28 0 0




Tabulka ¢&. 5. Identifikace vybranych OTU pomoci databazi RDP a GenBank - pokracovani 4.

vztah hostitel x balj
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p  Om00034 unclassified 5 0 1 1 5 0 0 3 0 9 0 131 3 0 10 ] Q 2 2
p  Om00058 unclassified 42 0 ] 0 230 0 0 15 0 11 32 0 28 1 15 0 0
p  Om00287 Tatumella 160 0 ] 1 a 0 1] 0 1 0 2 0 0 5 1] 0 0 0
p  Om00064 unclassified 58 0 ] 0 12 0 12 3 0 14 0 14 15 0 Q 2 26 0 0
p  Om00036 unclassified 41 1 0 20 20 4 1 0 23 0 16 16 0 7 ] 22 3 0
p  Om00358 unclassified 30 1 0 0 66 0 1 0 11 0 40 2 0 0 ] 0 0 0
5 Om00967 Acinetobacter 0 0 114 0 1 0 0 0 0 41 0 0 0 0 U] 1] 0 0 0
p  Om00071 unclassified 5 0 ] 1 13 0 5 3 0 11 0 62 5 0 11 1] 31 0 0
p  Om00048 unclassified 16 0 0 3 60 0 14 1 0 30 11 11 0 7 5 ] 0 0
p Om00155 unclassified 1 0 0 4 115 0 0 1] 0 1 0 1 1 0 4 ] i) 0 0
p Om00193 Serratia 2 1 0 0 0 0 0 93 0 0 o0 1 1 1 33 1 0 0 0
p Om00171 Enhydrobac'rel‘ 0 3 3 0 [/ ] 1 9 17 8 24 3 4 28 0 ] 1 0 1
p  Om02013 unclassified 0 0 0 0 [/ ] 0 0 0 0 0 130 0 0 0 0 0 0 0
p Om02216 unclassified 0 0 0 0 [/ ] 0 0 0 320 63 35 0 0 0 0 0 0
5 Om00114 Gilliamella 72 0 0 0 1 0 17 1 0 i 0 0 0 0 11 ] 20 0 0
p  Om00087 unclassified 0 0 ] 1 20 2 4 0 30 5 1 0 2 1] 79 22 0
p Om00215 unclassified 0 ] 0 1 0 0 3 0 17 0 11 16 0 58 ] 10 0 0
p Om00126 unclassified 34 1 0 0 4 0 0 2 0 11 0 0 31 0 14 0 18 0 0
5 Ot00077 Gilliamella 13 0 1 2 21 0 3 0 0 30 ] 12 0 14 0 30 0 0
p  Om00023 unclassified 53 0 ] 0 17 0 2 1 0 6 0 11 3 0 5 1] 15 0 0
p  Om00053 unclassified 3 0 0 14 18 0 2 1 0 1 0 5 22 0 7 1] 35 2 0
p  Om00075 unclassified 18 0 ] 0 41 0 0 1 0 2.0 7 o 0 22 ] 10 0 0
s Om00101 Gilliamella 3 0 0 0 9 0 0 3 0 0 o 0 48 0 43 0 2 0 0
p Om00047 unclassified 3 0 ] 1 7 0 0 1] 0 28 0 11 14 0 11 1] 34 0 0
s Om00081 Gilliamella 17 0 ] 0 20 0 2 1 0 30 3 28 0 5 1] 5 16 0
p Om00511 unclassified 4 0 ] 1 a0 0 1] 0 1 0 0 33 0 a7 1] 0 0 0
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p Om00073 unclassified 20 0 1] 0 18 0 0 0 0 6 0 2 24 0 14 0 19 0 0
p Om00107 unclassified 2 0 0 0 6 0 60 1 0 0 o 0 12 0 0 20 0 1
p Om00089 unclassified 14 0 a 0 19 0 8 0 0 7 0 38 5 0 0 7 0 0
p Om00098 unclassified 15 0 0 0 1 o 3 0 0 0 o 8 15 0 35 0 13 0 0
p Owm00240 unclassified 0 1] 0 0o 0 0 0 0 0 0 1] 2 0 o1 0 0 0 0
p Owm00065 unclassified 4 0 2 6 17 0 8§ 12 1 o 0 6 2 0 9 0 21 0 0
p O00819 Ralstonia 1 51 0 0o 0 0 0 34 30 1] 1 6 0 1 0 0 0
p  Ow00095 unclassified 0 0 0 0 0 0 31 30 0 i 0 22 1 0 2 0 7 0 0
s Om00076 Gilliamella 12 0 1 0 13 0 0 0 0 4 0 3 28 0 25 0 9 0 0
p Owm00158 unclassified 32 0 0 4 13 0 1 13 1 6 0 14 3 0 8 0 0 0 0
s Om00809 Sphingobium 0 0 o 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
p Om00086 unclassified 13 0 a 1 0 0 1 0 2 3 3 24 0 10 0 28 0 0
s Om00066 Gilliamella Y 0 3 0 17 0 1 5 0 13 0 10 16 0 11 0 7 0 0
p Om00092 unclassified 28 0 0 0 4 0 3 0 0 20 0 15 0 10 1 20 0 0
p Om00168 unclassified 4 0 1] 0 16 0 0 0 0 5 0 3 3 0 16 1 44 0 0
5 Om00233 unclassified 8 0 1] 0 1 0 0 1 0 0 0 1] 3 0 3 0 76 0 0
p Owm26133 Sphingomonas 0 0 0 0 0 0

p Om00693 unclassified 2 64 0 0 1 0 0 0 0 o 0 23 0 0 0 0 0
p Om00731 Enterococcus 0 o 2 0 o 0 0 0 0 0o o0 0 0 0 1 0 45 48
s Om00078 Gilliamella 7 0 1] 0 14 0 0 1 0 30 6 22 0 17 0 17 0 0
p Owm00103 unclassified 1 0 0 1 2 0 16 0 0 i o0 g 4 0 15 0 33 2 0
p Om00521 unclassified 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o 0 0 83 0 1 0 0
s Om00117 Frischella 13 0 1] 0 2.0 0 1 0 24 0 1] 15 0 27 0 2 0 0
s Om00145 Frischella 3 0 1] 0 1 0 0 0 0 17 0 1] 3 0 55 0 2 0 0
p Owm00234 Providencia 7 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 2 0 71 0 1 0 0
p Om00313 Providencia 32 0 a 1 0 0 0 0 0 13 0 a 7 0 30 0 0 0 0
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Otu00149 Bifidobacterium

p Ow00185 unclassified
p Om01239 unclassified
p Om00082 unclassified

S

16

13

23
25

0t00021 Gilliamella

s

000133 Gilliamella
p Ow00173 unclassified
p Om00070 unclassified

s

38

L]

62
24

Ot00308 unclassified
0Ot00111 Frischella

s

12

17

s

Ow00205 unclassified
p Om00100 unclassified
p Om00179 Morganella
p Owm00812 Caulobacter

s

L]

30

Om01085 Gilliamella

S
S

000442 Corynebacterium
000109 Bifidobacterium

0Otu00203 Orbus

23

11

12
48

s

S

30

000209 Bifidobacterium
p Om01530 Flavobacterium

s

10

3

[Tl

Otu00162 Frischella

s

Om00124 Gilliamella
p Omo00161 unclassified

s

22

10

L]

18

Otu00157 unclassified
p Owmo00339 unclassified

s

13

0tu03678 Gluconobacter

s
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Tabulka €. 5. Identifikace vybranych OTU pomoci databazi RDP a GenBank - dokonceni.

vztah hostitel x balj

. =~ F , o | K il = o — E -
S = s |l ===l (=22 |2]lZ|l=21l=z]l58 |2 |3| %8 |s|S&S|&|E
s Om00184 Gilliamella 2 0 0 0 3 0 0 0 0 2 0 0 25 0 27 0 1 0 0
p Om00141 unclassified 46 0 0 0 4 0 2 2 0 2 0 1 0 0 0 1 0 0
P Om00232 unclassified 24 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 26 0 0 0 4 0 0
p Om00808 Bradyl‘hizobium 0 0 3 0 0 0 0 0 22 1 20 1 0 0 0 0 0 0 1
p Om00112 unclassified 13 0 0 0 21 0 0 0 0 1 6 2 0 7 2 4 0 0
P Om00118 unclassified 0 0 0 g 0 0 2 0 7 4 4] 0 14 0 8 0 0
p  Om00235 Staph}rlococcu'; 0 2 0 0 0 0 0 6 26 0 0 17 0 2 0 2 1 0
P Om00366 unclassified 17 0 0 0 0 0 0 3 0 1 23 5 0 0 0 7 0 0
p  Om00417 Finegoldia 0 5 27 0 0 0 0 7 0 1 14 0 1 1 0 0 0 0 0
P Om03963 Prevotella 0 0 49 0 0o 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0 0 0
p Om0010: unclassified 7 0 0 0 4 1 1 2 0 13 0 0 6 0 10 1 10 0 0
p Om00160 unclassified 11 0 0 0 1 0 0 0 0 g8 0 1 6 0 10 0 18 0 0
P Om00402 Erwima 2 1 2 0 0o 0 0 0 19 0 20 0 5 4] 0 0 0 0
p Om00227 unclassified 15 0 0 3 0 0 1 0 0 27 0 0 3 0 1 0 0 0
5 Om00125 unclassified 1 0 0 0 6 0 0 1 1 0 0 4 19 0 14 0 0 0
P Om00274 unclassified 26 0 0 0 4 0 0 0 0 o o0 0 0 0 4 0 18 0 0
p Om000%9 unclassified 3 0 0 0 7 0 1 3 0 1 0 0 16 0 7 1 12 0 0
S Om00106 Frischella 11 0 0 1 20 0 0 0 30 0 7 0 11 0 7 0 0
P Om00217 unclassified 19 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 3 0 0 4 0 21 0 0
P Om00132 unclassified 3 0 0 2 21 0 0 0 0 1 0 6 Q 0 0 0 g 0 0
p Om00136 unclassified 1 0 0 0 5 0 2 4 0 10 0 1 3 0 1 0 21 2 0
P Om00207 unclassified 4 0 0 5 0o 0 0 0 0 0 0 9 22 0 Q 0 1 0 0

Legenda: s — symbiotické bakterie, p — potencialné patogenni bakterie.
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Obrazek 1. Mikrobiom délnic véely medonosné, vzorek HIAM — lokalita: Horni Lhota, vzorky
s klinickymi pfiznaky moru vceliho plodu (2).

'

Obrazek 2. Mikrobiom kukly v¢ely medonosné, vzorek HIAMK — lokalita: Horni Lhota,
vzorky s klinickymi ptiznaky moru v¢eliho plodu (2).
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Obrazek 3. Mikrobiom kukly véely medonosné, vzorek HIAMK?2 — lokalita: Horni Lhota,
vzorky s klinickymi ptiznaky moru vceliho plodu (2).
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Obrazek 4. Mikrobiom kukly vcely medonosné, vzorek HIAMK3 - lokalita: Horni Lhota,
vzorky s klinickymi ptiznaky moru veeliho plodu (2).
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Obrazek 5. Mikrobiom dé€lnic véely medonosné, vzorek H2AM - lokalita: Horni Lhota, vzorky
v morovém pasmu bez klinickych pfiznaki moru vceliho plodu (1).

Obrazek 6. Mikrobiom kukly vcely medonosné, vzorek H2ZAMKI - lokalita: Horni Lhota,
vzorky v morovém pasmu bez klinickych ptiznakii moru véeliho plodu (1).
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3
Obrazek 7. Mikrobiom kukly vcely medonosné, vzorek H2ZAMK?2 - lokalita: Horni Lhota,
vzorky v morovém pasmu bez klinickych pfiznaki moru vceliho plodu (1).

Obrazek 8. Mikrobiom dé€lnic v¢ely medonosné, vzorek RI0AM - lokalita: Rataje, vzorky s
klinickymi ptiznaky moru véeliho plodu (2).
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Obrazek 9. Mikrobiom kukly v¢ely medonosné, vzorek RI0AMK - lokalita: Rataje, vzorky s
klinickymi ptiznaky moru véeliho plodu (2).

%
)

Obrazek 10. Mikrobiom délnic v¢ely medonosné, vzorek R14AM - lokalita: Rataje, vzorky v
morovém pasmu bez klinickych ptiznakd moru véeliho plodu (1)
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Obrazek 11. Mikrobiom kukly v¢ely medonosné, vzorek R14AMK - lokalita: Rataje, vzorky v
morovém pasmu bez klinickych ptiznakd moru véeliho plodu (1)

o
o
En

Obrazek 12. Mikrobiom délnic véely medonosné, vzorek SOAM - lokalita: Hole, vzorky mimo
morové pasmo (0).
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Obrazek 13. Mikrobiom dé€lnic v¢ely medonosné, vzorek Z45AM - lokalita: Zdislavice, vzorky
s klinickymi ptiznaky moru véeliho plodu (2).

Obrazek 14. Mikrobiom kukly vcely medonosné, vzorek Z45AMK - lokalita: Zdislavice,
charakteristika morového pasma — vzorky s klinickymi ptiznaky moru véeliho plodu’(2).
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Obrazek 15. Mikrobiom dé€lnic v¢ely medonosné, vzorek Z51AM - lokalita: Zdislavice, vzorky
v morovém pasmu bez klinickych pfiznakd moru véeliho plodu (1).
©
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vzorky v morovém pasmu bez klinickych ptiznakd moru véeliho plodu (1).
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Obrazek 17. Mikrobiom dé&lnic véely medonosné, vzorek Z706AM - lokalita: Stoky —
Ski#ivanek, vzorky mimo morové pasmo (0).

58

32

~NE
Obrazek 18. Mikrobiom kukly véely medonosné, vzorek Z706AMKI1 - lokalita: Stoky -
Sktivanek, vzorky mimo morové pasmo (0).
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Bacteria

Obrazek 19. Mikrobiom kukly véely medonosné, vzorek Z706AMK2 - lokalita: Stoky -
Sktivanek, vzorky mimo morové pasmo (0).

4.2 Ovliviiuje vyskyt Paenibacillus larvae mikrobiom délnic véely medonosné?

Vzhledem Kk velmi vyvinutému mikrobiomu symbiotickych bakterii véel dochazelo
k prekryti vyskytu sekvenci P. larvae, coz se pii statistickych analyzach projevilo
neprokazanim signifikantniho efektu nami zvoleného faktoru, tj. rozdélenim na kontrolni
vzorky mimo morové pasmo (0), vzorky Z morového pasma bez klinickych ptiznaki moru
véelitho plodu (1), a vzorky ze vcelstev s klinickymi pfiznaky moru vceliho plodu (2).
Vypoctené indexy diverzity mikrobiomu u vcelich délnic nebyly signifikantné ovlivnény
pritomnosti P. larvae, tj. Kruskal-Wallis test; pocet sekvenci: N224=0.176, P = 0,176; pocet
typtt OTU Taxa_ S(224=0.812, P = 0,812; diverzity indexy Simpsonilv index: 1-D(224)=0.478,
P =0,478; Chao index: Chao-1(,24=0.824 P = 0,824.

Kompozice mikrobiomu délnic véely medonosné nebyla signifikantné ovlivnéna nami
zvolenym faktorem, tj. vyskytem moru vceliho plodu (AMOVA, N=10000 permutaci,
F=0,05, P = 0,15). AvSak mikrobiom délnic byl signifikantné¢ ovlivnén stanovistém
(AMOVA, N=10000 permutaci, F = 0,43, P < 0.001). Podobnost vzorkli a stanovist’ byla

vizualizovana pomoci principal component analyse (PcoA), kde rozlozeni stanovist vuci
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prvnim tfem osam vysvétlilo 42% celkové variability (obrazek 20). METASTAT analyza
neprokazala signifikatni rozdil v relativni abundanci P. larvae v zavislosti na vyskytu
onemocnéni. Tyto vysledky byly vizualizovany pomoci heatmapy (obrazek 21), ve které je
patrna vysoka variabilita vyskytu P. larvae (OTUS50) v jednotlivych vzorcich, a to i u vzorka
pochazejicich ze stejného stanoviste.

Tyto vysledky ukazuji, ze P. larvae neovliviioval mikrobiom délnic v¢ely medonosné a
vzhledem k dominanci symbiotickych bakterii véely medonosné nelze uvedenou metodou

detekovat vyskyt této patogenni bakterie.
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Obrazek 20. PcoA, délnice vcely medonosné, podobnost mikrobiomu vybranych
potenciondln¢ patogennich bakterii v jednotlivych vzorcich a stanovistich. Treti rozmér
obrazku urcuje velikost bodu. Analyza vysvétlila 42% celkové variability v datovém souboru,
vliv vyskytu moru vceliho plodu na distribuci jednotlivych vzorki byl nesignifikantni.
Legenda: 0 — vzorky mimo morové pasmo, 1 — vzorky v morovém pasmu bez klinickych
priznakd moru vceliho plodu, 2 — vzorky s klinickymi ptiznaky moru véeliho plodu.
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Obrazek 21. Heatmapa popisujici zastoupeni OTU v mikrobiomu ze vzorki délnic vcely
medonosné. Sipka ukazuje OTUS50 — Paenibacillus larvae.
4.3. Analyza ¢asti spoleCenstva mikrobiomu s potencionalnimi patogeny

Pro odstinéni mikrobiomu symbiontti byla bakteridlni komunita délnic véely medonosné
rozdélena na symbiotické bakterie (Moran 2015) a bakterie potencionalné patogenni. Mezi
potencialné patogenni byly zafazeny také taxony, které byly identifikovany pouze do rodu a
stejné¢ tak jsme povazovali za patogenni bakterie také skupinu Bartonellacea (Alpha 1).
Celkem bylo vybrano 88 OTU s celkovym poctem sekvenci vys$sim nez 50, jednalo o 176 676
sekvenci. Patogenni mikrobiom délnic byl signifikantné¢ ovlivnén piitomnosti P. larvae
(PERMANOVA, N permutaci=10000, F=2,07, P = 0,0134). Kontrolni stanovist¢ se
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kompozici patogenti liSila od stanovisté s klinickymi ptiznaky vyskytu moru vceliho plodu
(2), avsak ne od stanovist’ v morovém pasmu bez klinickych ptiznakt (1). Zaroven se liSila
stanovis$té¢ v morovém pasmu bez klinickych ptiznakt (1) od stanovist’ s klinickymi ptiznaky
moru vceliho plodu (2). Tuto situaci jsme vizualizovali pomoci multidiminsional scaling
obrazku (stress=0,14, R2=O,85). Z tohoto obrazku je patrné, ze se vzorky vcel na jednotlivych
lokalitach od sebe 1i8i, coz indikuje rGznou kompozici potenciondlné patogennich bakterii
v mikrobiomu vcel pochazejicich ze stejného ulu. Kontrolni vzorky jsou soustfedény do
zapornych hodnot osy x a kladnych hodnot osy y, s vyjimkou vzorku Z706AM2. Vzorky
Z morového pasma formuji dva shluky, prvni v pozici zapornych hodnot os x a y a druhy

shluk je naopak v pozici kladnych hodnot obou os (obrazek 22).

Na populac¢ni urovni identifikovala METASTAT analyza 14 OTU, jejichz relativni
abundance se signifikantné lisila v zavislosti na vyskytu moru vceliho plodu. Mezi témito
taxony byl rovnéz P. larvae (OTUS50), jehoZ vyskyt byl ve vzorcich délnic v¢ely medonosné
pochazejicich ze stanovisté s klinickymi ptiznaky onemocnéni signifikantné vyssi a dosahoval
cca 50% relativni abundance z celkového poctu potenciondlné patogennich bakterii. Mezi
lokalitou v morovém pasu bez klinickych piiznakd vyskytu moru v¢eliho plodu a kontrolni

lokalitou mimo morové pasmo nebyl ve vyskytu P. larvae zjistén prikazny rozdil (obrazek
22).
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Obrazek 22. Multidimensional scaling, délnice v¢ely medonosné, podobnost mikrobiomu
vybranych potenciondln¢ patogennich bakterii v jednotlivych vzorcich a stanovistich. Legenda: 0
— vzorky mimo morové pasmo, 1 — vzorky v morovém pasmu bez klinickych pfiznaki moru
vceliho plodu, 2 — vzorky s klinickymi pfiznaky moru vceliho plodu.
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Obrazek 23. Relativni abundance Paenibacillus larvae u délnic vcely medonosné, analyza
mikrobiomu byla zaloZzena na poctu vybranych potenciondlné patogennich bakterii v jednotlivych
vzorcich a stanoviStich a vyhodnocena statistickou analyzou METASTAT, sloupce jsou prumérné
hodnoty relativni abundance, usecky stiedni chyby priiméru, pismena uvadi statistickou odliSnost
na hladiné 0=0,05.
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5. Soucasna ekonomicka narocnost pouzité metody

Tato metoda vyzaduje pfipravu vzorkd, tj. extrakci DNA z povrchové sterilizovanych vcel
a kukel. Zaroven vysledky modelového ptikladu ukazuji, Ze je nutné provadét vice opakovani
Z jednoho vcelstva, budou-li nasledné¢ provadény statistické analyzy. Naklady na extrakci
DNA z jednoho vzorku se pohybuji okolo 100 K¢. Takto extrahovanda DNA miuze byt vyuzita
pro ovéfeni pfitomnosti P. larvae pomoci klasické PCR detekce. Sekvenovani 1 vzorku
véetné bioinformatické analyzy oblasti V1 az V3 stalo 80 USD. Konkurenéni sekvenacni
firmy nabizeji 20-30 USD za sekvenovani fragmentu V4 - V5. Tim je mozné vyrazné snizit
naklady na sekvenaci. V této studii byla vyuzita analyza 40 vzorkl, odhadovana cena analyzy
je 100 tisic bez zahrnuti nakladt na praci spojenou s interpretaci vysledkt. Predpoklad je, ze v

nedaleké budoucnosti bude cena na obdobnou analyzu vzorkl nékolikandsobné nizsi.

6. Zavér

Ptedlozena metoda vyuziti nové generace sekvenovani ¢asti genu 16S rRNA na pfistroji
[llumina MISeq pro identifikaci Paenibacillus larvae je funkéni. Metoda je v soucasné dobé
znacné finan¢né ndrocnd, avSak meénici se trendy v sekvenovani povedou k zlevnéni postupiti
béhem pfistich dvou let. Metodu lze tedy vyuzit ke klinické i predklinické diagnostice
V terénu.

Vyskyt patogennich bakterii Ize kvantifikovat jak v dé€lnicich, tak v kuklach vcely
medonosné. Charakteristickou vlastnosti metody je identifikace vSech slozkek mikrobiomu.
Po identifikaci ¢asti datového souboru obsahujici symbiotické bakterie v mikrobiomu délnic
vcely medonosné, lze zbylou ¢ast bakterialni komunity obsahujici potenciondlné patogeny
dale analyzovat. To je dal§i mozné vyuZiti popsané metody pro spolehlivou diagnostiku, napf.

jako soucast systému tlumeni hniloby véeliho plodu (piivodce Melissococcus plutonius).
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9. Prilohy:

Tabulka 1P. Programy pouzité pro bioinformatickou analyzu dat.

Mothur http://www.mothur.org/wiki/Download mothur
PAST http://folk.uio.no/ohammer/past/

XLSTAT https://www.xIstat.com/en/

Krona http://mrdnafreesoftware.com/krona.html
Bioedit http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html
Codone Code Alinger | http://www.codoncode.com/aligner/
Openoffice https://www.openoffice.org

Large Text File Viewer | http://sourceforge.net/projects/largetextfile/.

Tabulka 2P. Datasety nutné pro bionformatickou analyzu dat

referenéni list SILVA | http://www.mothur.org/wiki/Silva reference files

referenéni list RDP http://www.mothur.org/wiki/Download mothur
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Tabulka 3P. Seznam ptikazt v programu mothur pouzitych pro bionformatickou analyzu dat uvedeného modelového piikladu.

pcr.seqs(fasta=silva.bacteria.fasta, start=1044, end= 13127)

uprava referencniho listu SILVA
dle pouzitych primert

fastq.info(file=s.txt, oligos=oligo.txt, pdiffs=2, bdiffs=1, fasta=f, gfile=f)

tvorba fasta quality soubora pro
jednotlivé vzorky

make.contigs(file=s.txt, oligos=oligo.txt, processors=4)

tvorba kontingenci

summary.seqgs(fasta=s.trim.contig. fasta)

kontrola kvality sekvenci

screen.seqs(fasta=s.trim.contigs.fasta, group=s.contigs.groups, maxambig=0, maxlength=600).

odstranéni nekvalitnich sekvenci

get.current()

ulozeni soubort

summary.seqgs(fasta=s.trim.contigs.good.fasta).

kontrola kvality sekvenci

unique.seqs(fasta=s.trim.contigs.good.fasta)

stanoveni unikatnich sekvenci

count.segs(name=s.trim.contigs.good.names, group=s.contigs.good.groups)

zjednoduseni nazvl soubord

summary.seqgs(count=s.trim.contigs.good.count_table)

kontrola kvality sekvenci

align.seqgs(fasta=s.trim.contigs.good.unique.fasta, reference=silva.131.fasta)

spojeni sekvenci s databazi SILVA

summary.seqgs(fasta=s.trim.contigs.good.unique.align,count=s.trim.contigs.good.count_table).

kontrola kvality sekvenci

screen.seqs(fasta=s.trim.contigs.good.unique.align, count=s.trim.contigs.good.count_table,
summary=s.trim.contigs.good.unique.summary, start=1968, end=11550, maxhomop==8)

odstranéni nekvalitnich sekvenci

summary.seqs(fasta=current, count=current)

kontrola kvality sekvenci

filter.segs(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.align, vertical=T, trump=.).

filtrace sekvenci

unique.seqgs(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.fasta,count=s.trim.contigs.good.good.count_table

)

stanoveni unikatnich sekvenci

pre.cluster(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.fasta,count=s.trim.contigs.good.unique.go
od.filter.count_table, diffs=12)

odstranéni chyb sekvenovani

chimera.uchime(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.fasta,
count=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.count_table, dereplicate=t).

stanoveni chimérickych sekvenci

remove.seqs(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.fasta,
accnos=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.denovo.uchime.accnos).

odstranéni chimérickych sekvenci
ve fasta souboru

remove.lineage(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.fasta,

odstranéni nezadoucich sekvenci




count=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.denovo.uchime.pick.count_table,
taxonomy=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pds.wang.taxonomy,
taxon=Chloroplast-Mitochondria-unknown-Archaea-Eukaryota)

(napf. plastidy, mitochondrie)

cluster.split(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.fasta,
count=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.uchime.pick.pick.count_table,
taxonomy=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pds.wang.pick.taxonomy,
splitmethod=classify, taxlevel=6, cutoff=0.15, processors=4).

klastrovani sekvenci

make.shared(list=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.pick.an.unique_list.lis
t,
count=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.denovo.uchime.pick.pick.pick.count_table,
label=0.03)

tvorba OTU na hladiné podobnosti
0.03

classify.otu(list=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.pick.an.unique_list.list,
count=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.denovo.uchime.pick.pick.pick.count_table,
taxonomy=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pds.wang.pick.pick.taxonomy,
label=0.03).

identifikace OTU pomoci databdze
RDP

split.abund(fasta=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.fasta,
list=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.pick.wang.unique_list.list,
count=s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.pick.count_table, cutoff=>5,
label=0.03)

odstranéni OTU s poctem sekvenci
niz§im nez 5

system(mv s.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.0.03.abud.fasta)

zkraceni nazvu souboru

make.shared(list=s1.list, count=s1.count_table, label=0.03)

tvorba OTU na hladiné podobnosti
0.03

classify.otu(list=s1.list, count=sl.count_table, taxonomy=s1.taxonomy, label=0.03)

identifikace OTU pomoci databaze
RDP

Nyni mame vysledné soubory, které vyuZijeme pro statistickou analyzu a identifikaci OTU

get.otulist(list=s1.list, label=0.03)

tvorba souboril pro identifikaci
OTU pomoci databdze GenBank

get.seqgs(accnos=otul.csv, fasta=s.fasta, count=s.count_table)

tvorba soubort pro identifikaci




OTU pomoci databaze GenBank

sub.sample(shared=s1.shared, size=2130)

vzorkovani sekvenci

remove.groups(count=s1.count_table, groups=H1AMK-H2AMK-H1AMK3-H1AMK2-H1AMK]1-
H2AMK1-R14AMK-R10AMK-Z51AMK-Z45AMK-Z706 AMK?2-Z706 AMK1, list=s1.list)

odstranéni vzorku ze souboru dat

make.shared(list=s1.list, count=s1.count_table, label=0.03)

tvorba soubortl pro statistickou
analyzu

count.groups()

stanoveni poctu sekvenci v
jednotlivych vzorcich

sub.sample(shared=s1.pick.shared, size=6499)

vzorkovani sekvenci

summary.single(shared=s1.pick.0.03.subsample.shared, calc=nseqs-coverage-sobs-invsimpson-shannon-
chao, subsample=6499)

vypocet parametru o - diverzity

dist.shared(shared=s1.pick.0.03.subsample.shared, calc=braycurtis, subsample=6491)

vypocet parametra 3 - diverzity

amova(phylip=s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.It.ave.dist, design=AFB.txt)

vypocet molekularni variance

homova(phylip=s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.It.ave.dist, design=AFB.txt)

vypocet homogenity molekularni
variance

nmds(phylip=s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.1t.ave.dist).

analyza nmds

pcoa(phylip=s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.It.ave.dist).

analyza PcoA

corr.axes(axes=s1.pick.0.03.subsample.braycurtis.0.03.It.ave.pcoa.axes,
shared=s1.pick.0.03.subsample.shared, method=pearson, numaxes=2).

vypocet korelace

metastats(shared=s1.pick.0.03.subsample.shared,design=AFB.txt)

analyza na Grovni populace
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