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Liihikokkuvote

Kéesoleva bakalaureusetoo eesmérk on uurida lehmvasikate mikrobioomi mit-
mekesisuse muutumist siinnist kuni kolmanda elukuuni vorreldes seda nende
emade mikrobioomi mitmekesisusega iihe piimafarmi néitel. Koigepealt tut-
vustatakse kasutatavaid statistilisi analiilisimeetodeid, millele jargneb mikro-
bioomi mitmekesisuse analiiiis. Analiilis holmab erinevate a- ja S-mitmekesisuse
moodikute leidmist ning peakomponentanaliiiisi 1abiviimist.
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INTESTINAL TRACT MICROBIOME
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Abstract

The aim of this bachelor thesis is to study the development of the microbiome
diversity of calves from birth to the third month of life, comparing it with the
microbiome diversity of their mothers from the example of one dairy farm.
First, statistical analysis methods are introduced, followed by microbiome
diversity analysis. The analysis includes finding various a- and [-diversity

measures and conducting principal component analysis.
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Sissejuhatus

Veise soolestikus on véiga palju erinevaid mikroorganisme ehk mikroobe. Mikro-
bioomiks nimetatakse selliste mikroobide kogumit. Praeguste teaduslikke uuringute
jargi ei ole loplikult kindlaks tehtud, kas vasika soolestiku mikrobioomi arenemi-
ne algab looteeas voi alles pérast stindi (Zhu et al., 2021). Kiill on aga teada,
et soolestiku mikrobioom méngib olulist rolli vastsiindinud veise immuunsiisteemi
ja seedimise véljakujunemises. Samuti on leitud seoseid vasikate soolestiku mikro-
bioomi ja mitmete haiguste vahel (Slanzon et al., 2022). Seetottu on oluline maista,
millest oleneb mikrobioomi areng.

Kaesoleva bakalaureuset6é eesmérk on uurida erinevaid voimalusi mikrobioomi
mitmekesisuse statistilisel analiilisimisel. T66 esimeses osas antakse iilevaade sta-
tistilisest metodoloogiast, mida kasutatakse andmete anallitisimiseks. TG0 teises
pooles analiiiisitakse iihe Tartumaa suure piimafarmi vasikate mikrobioomi and-
meid.

Autor tédnab bakalaureuset66 juhendajat Tanel Kaarti rohkete nduannete eest.



1 Mikrobioomi mitmekesisuse analiitisimise mee-

todid

1.1 o-mitmekesisus

a-mitmekesisuse (ingl a-diversity) all moistetakse iithe konkreetse proovi tulemus-
te mitmekesisust. See tdhendab kui palju erinevaid unikaalseid mikroobe leidub
looma soolestikus ja samuti, kuidas nad on jaotunud. Antud t66s vaadeldakse a-

mitmekesisuse juures kolme néitajat:
e liigirikkust;
e Shannoni entroopiat;

e Simpsoni mitmekesisuse indeksit.

Liigirikkuse all moistetakse unikaalsete mikroobide arvu. Seejuures tuleb dra méarki-
da, et haruldasemaid liike sekveneerimisel ei pruugita avastada ning nii on andmes-
tikus vaadeldud liigirikkus alamhinnang tegelikule liigirikkusele. Lisaks unikaalsete
liikkide arvule uuritakse kiesolevas t66s ka nende jaotuvust. Jaotuvuse uurimise
eesmark on moista, kas looma soolestiku mikrobioomis on koik liigid vordselt esin-
datud v6i on mone liigi arvukus oluliselt suurem kui teiste. Selleks kasutakse nii
Shannoni entroopiat kui ka Simpsoni mitmekesisuse indeksit. Shannoni entroopia

arvutatakse kasutades valemit:

N

H=-> pi(logyp;)

=1

kus N on unikaalsete mikroobiliikide arv ning p; on i-nda liigi osakaal proovis.

Osakaal on defineeritud jargnevalt:

Pi = =x§

> iz1(ni)



kus N on unikaalsete liikide arv ning n; on i-nda liigi kogus vastavas proovis. Osa-
kaalud saavad olla vahemikus nullist iiheni. Teatavasti pole log, 0 méératud, see-
tottu on eraldi defineeritud, et Shannoni entroopia korral 0 - logy 0 = 0. Shannoni
entroopia saavutab vaartusi nullist lopmatuseni, kus korgem vaértus viitab mitme-
kesisemale mikrobioomile.

Simpsoni mitmekesisuse indeksi arvutamiseks kasutakse valemit:

kus taaskord N on unikaalsete liikide arv ning p; on i-nda liigi osakaal proovis.
Simpsoni mitmekesisuse indeks saavutab vaartusi nullist iiheni, kus korgem véaér-
tus viitab mitmekesisemale mikrobioomile (Oksanen, 2022). Autoril ei ole pohjust
arvata, et liks a-mitmekesisuse moodik oleks parem kui teine. Pigem téaiendavad
nad {iksteist. Liigirikkus votab arvesse vaid unikaalsete liikide arvu ja ei arvesta
nende jaotuvust. Shannoni entroopia ja Simpsoni mitmekesisuse indeks arvestavad
nii liigirikkuse kui liikide arvu jaotuvusega, kuid Simpsoni mitmekesisuse indeks
paneb suuremat rohku proovis domineerivatele liikidele.

Illustreerimiseks tuuakse jargnevalt a-mitmekesisuse moodikute kditumise néide.
Olgu kolm erinevat proovi, kus on mdéodetud kolme erineva liigi arvukust. Proovis
A esineb koiki kolme liiki vordselt, see tdhendab osakaalud on vastavalt % %, %)

(
% Proo-

Proovis B esineb koiki liike erineval méiral, osakaalud on vastavalt (f ) %
vis C esineb esimest kahte liiki vordselt, kuid kolmandat liiki ei leidu iildse, seega
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osakaalud on (3, 5,0). Selliste hiipoteetiliste proovide a-mitmekesisuse moodikute

tulemused on arvutatud tabelis 1

Tabel 1: a-mitmekesisuse moodikute néide
Liigirikkus Shannoni entroopia Simpsoni indeks

Proov A 3 —(3(logy 3) + 3(logy 3) + 5(log, 3)) # 1,58 | 1-(3)°+(3)° + (3)* =3
Proov B 3 —(7(logy ) + 2(logy ) + 7 (log, 7)) # 1,37 | 1 = (1) + (3)* + (1) =55
Proov C 2 —(3(logy 3) + 5(logy 3)) =1 L-(3)°+ () =3

s Wl




Siit jareldub, et nii Shannoni entroopia kui ka Simpsoni mitmekesisuse indeksi jér-
gi on koige mitmekesisem proovidest proov A, sellele jargneb proov B ja viimaks

proov C.

1.2 [-mitmekesisus

B-mitmekesisust ([-diversity) kasutatakse juhtudel, kui soovitakse modta kahe
mikrobioomi vahelist erinevust. Erinevuse mootmisel voetakse arvesse nii liigi-
list erinevust kui ka liikide jaotuste erinevust. Koige lihtsam viis S-mitmekesisuse
mootmiseks on proovide vahelise Eukleidilise kauguse mootmine. Proovide A ja B

vaheline Eukleidiline kaugus arvutatakse kasutades valemit:

N

> (nita) - n,(B))z

=1

dp(A, B) =

kus N on unikaalsete liikide koguarv moélema proovi peale kokku ning n; on i-nda
liigi kogus vastavas proovis.

Proovide vahelise S-mitmekesisuse mootmisel Eukleidilise kauguse abil voib tekki-
da ootamatu olukord, kus kaks proovi, millel ei ole iihtegi tihist liiki, on liksteisega
sarnasemad kui proovid, kus koik liigid on identsed. Illustreerimiseks voib ette ku-
jutada olukorda, kus soovitakse vorrelda kolme proovi. Proovide liigilised kogused

on toodud tabelis 2 ja proovide vahelised Eukleidilised kaugused tabelis 3.

Tabel 2: Proovide liigilised kogused Tabel 3: Eukleidilised kaugused

liik 1 | liitk 2 | liik 3 Proov A | Proov B | Proov C
Proov A 0 1 0 Proov A 0 1.73 14.18
Proov B 1 0 1 Proov B 1.73 0 12.73
Proov C | 10 0 10 Proov C 14.18 12.73 0

Proovidest B ja C on leitud tépselt samad liigid, kuid nende omavaheline Euklei-
diline kaugus on palju suurem kui proovide A ja B vahel, ehkki proovides A ja B

ei leidu {ihtegi iihist liiki. Tekkinud kummalist olukorda nimetatakse Orloci para-



doksiks ja see on peamiseks pohjuseks, miks ei ole soovitatav kasutada Eukleidilist
kaugust [S-mitmekesisuse mootmiseks (Orloci, 1978). Selle asemel tuleks kasuta-
da Bray-Curtise eripdra. Proovide A ja B vaheline Bray-Curtise eripéra leitakse

kasutades valemit:

kus
N
Cup = Z(mln(nZ(A),nz(B)»
1;1
Sa= Z(ni(A))
z;l
Sp = (ni(B))
i=1
seega,

2 leil (min(ni(A), m(B)))
Y (ni(A) + 2L, (ni(B))

kus N on unikaalsete liikide koguarv moélema proovi peale kokku ning n; on i-nda

dBC(A7B) =1-

liigi kogus vastavas proovis. Moodik omandab vaértusi vahemikus nullist {iheni.
Vaartus null tdhendab, et proovid on identsed ning viartus iiks tdhendab, et proo-
vides ei ole tihtegi thist liiki (Kers ja Saccenti, 2021). Moodikut saab leida ka

kasutades koguste (n;) asemel osakaale (p;). Sellisel juhul

N N
Sa+S5=> (AN +> (pi(B) =1+1=2
=1 =1
2
dpc(A,B) =1— Cas 4 ¢,

Ilustreerimiseks tuuakse jargnevalt nédide Bray-Curtise eripéra arvutamise kohta.

Olgu kolm erinevat proovi, kus on moodetud kolme erineva liigi arvukust. Proovis

A esineb koiki kolme liiki vordselt, see tdhendab osakaalud on vastavalt (%, %, %)
Proovis B esineb koiki liike erineval méiral, osakaalud on vastavalt (%, %, %) Proo-



vis C esineb esimest kahte liiki vordselt, kuid kolmandat liiki ei leidu iildse, seega
osakaalud on (%, %,O). Antud hiipoteetiliste proovide omavahelised Bray-Curtise

eriparad on arvutatud tabelis 4.

Tabel 4: Bray-Curtise eripéra néide

Proov A Proov B Proov C
2] 244349 _ 5 | g _ 204D _ 1
Proov A 1_1+—1_0 1_1—+1_ﬁ 1_T_§
2(4+3+D) _ 5 | g _ 2ried) _ 2043 _
PI‘OOVB 1_1+—1_ﬁ 1—T—0 1—T_ﬁ
2(3+3) _ 1 2(3+2) _ 3 2(3+3) _
PI‘OOVC 1—1—_’_1—3 1— 11 =14 ].— 1+1 —O

Oodatult on proovi vordlemisel iseendaga Bray-Curtise eripdra vaartus 0. Koige

enam erinevad iiksteisest proovid A ja C.

1.3 Peakomponentanaliiiis

Peakomponentanaliiiisi kasutatakse olukordades, kus uuritavaid tunnuseid on viga
palju ja leidub tunnuseid, mis on omavahel tugevalt korreleeritud. Meetodi ees-
mark on viahendada tunnuste arvu, leides tunnuste lineaarkombinatsioone, mis
kirjeldaksid voimalikult hésti algsetes tunnustes sisalduvat informatsiooni. Selli-
seid lineaarkombinatsioone nimetatakse peakomponentideks (Tiit ja Viil, 1992).
Peakomponendid moodustakse nii, et esimene lineaarkombinatsioon kirjeldab &ra
voimalikult suure osa lahtetunnuste hajuvusest, teine peakomponent kirjeldab &ara
voimalikult suure osa alles jadnud lahtetunnuste hajuvusest ja nii edasi kuni kogu
lahtetunnuste hajuvus on kaetud. Koik peakomponendid on omavahel mittekorre-
leeritud. Peakomponentide leidmiseks leitakse andmetest koigepealt kovariatsioo-
nimaatriks. Esimese peakomponendi kordajate vektor on kovariatsioonimaatriksi
suurimale omavadrtusele vastav omavektor. Teise peakomponendi kordajate vek-
tor on kovariatsioonimaatriksi suuruselt teisele omavéartusele vastav omavektor.

Analoogselt on voimalik leida koik peakomponendid. I-s peakomponent kirjeldab



y kogu hajuvusest, kus A on kovariatsioonimaatriksi omavéaartus. Juhul kui

j=17j
tunnused ei ole moodetud samal skaalal ja/voi iihikutes, siis tuleb kovariatsiooni-

maatriksi asemel kasutada korrelatsioonimaatriksit. (Johnson ja Wichern, 2007).
Illustreerimiseks tuuakse jérgnevalt niide peakomponentide leidmisest kolme tun-
nuse korral. Olgu uuritavate tunnuste vahelised korrelatsioonid toodud tabelis 5.

Peakomponentide leidmiseks tuleb esmalt leida andmetele vastava korrelatsiooni-

Tabel 5: Tunnuste vaheline korrelatsioonimaatriks
Liik 1 | Liik 2 | Liik 3
.o 4
Liik 1 1 = %
.o 4
Lllk 2 g 1 g
Liik 3 % % 1

maatriksi omavaartused.

1-A 0,8 0,4
0,8 1-X 06|=0=

0,4 0,6 1-—2\
192192 16 160 36 36A 64 G\ _
1000 1000 100 ~ 100 100 100 100 100

A= 2,2

= (1-N\)?+ 0=

=A%+ 307 — 1.84A + 0.224 = { ), = 0,62

A3 =0,16
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Seejéarel tuleb leida omavéirtustele vastavad omavektorid. Suurimale omavéartusele

vastav omavektor leitakse jargnevalt:

(1-2,2)x1 40,822+ 0,423 =0
U =10,8z1 + (1 —2,2)as + 0,625 =0
0,41’1+0,6$2+(1—2,2)IE3 =0

o = (1,15;1,25; 1)
Analoogselt leitakse ka teistele omavéartustele vastavad omavektorid:

v = (—0,66;—0,19; 1)

v = (2,36; —2,97; 1)
Seega peakomponendid on:

y1 = 1,15 - litkk 1+ 1,25 - liik 2 + 1 - liik 3
ys = —0,66 - liik 1 — 0,19 - liik 2+ 1 - liik 3

ys = 2,36 - liik 1 — 2,97 - likk 2 + 1 - liik 3

Mittekorreleerituse tingimus on téidetud tdnu omavaértuste ortogonaalsuse oma-

2,2

dusele. Esimene peakomponent kirjeldab 55575576

= 0,74 hajuvusest.
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2 Uhe piimafarmi vasikate mikrobioomi mit-

mekesisuse analiius

2.1 Andmed

Uuringu andmed koguti iihest suurest (u 800 liipsilehmaga) Tartumaa piimafar-
mist. Uuringusse kaasati 66 lehmvasikat, kes siindisid ajavahemikus 17. oktoober
2018 kuni 31. méarts 2019. Koigilt vasikailt voeti rektaalse mikrobioomi proov 20
minuti jooksul peale siindi ning hiljem 1, 7, 10, 14, 21 ja 90 pdeva vanuselt. Kaks
vasikat surid esimesel elunidalal, mistottu on neilt proovid vaid siinni- ja sellele
jargnevalt elupaevalt. Erinevatel pohjustel jdid proovid votmata osadelt vasikatelt
vanemas eas, mistottu on 10-paevastelt vasikatelt 62 ning 90-péevastelt vasikatelt
59 mikrobioomi proovi. Lisaks vasikatele voeti keskmiselt 7,3 pdeva (miinimum iiks
ja maksimum 27 péeva, standardhélve 5,3 pdeva) enne poegimist rektaalse mikro-
bioomi proovid ka 60 vasika emalt. Vasikaist 64 olid iiksikud ja iiks paar kaksikud
lehmvasikad. Otse jamesoolest périt proovidest eraldati DNA ning selle sekveneeri-
mise tulemusena saadi info erinevate bakteriliikide esinemise kohta proovides neile
liikidele omaste DN A-jérjestuste lugemite arvude néol. Erinevatele proovidele vas-
tavate DNA-jarjestuste lugemite arvud soltuvad paljudest asjaoludest, mistottu ei
ole liigi-spetsiifiliste lugemite arvud erinevates proovides otse vorreldavad. Seetot-
tu jagati liigi-spetsiifilised lugemite arvud proovides ldbi proovide summaarsete
lugemite arvudega, saades tulemuseks omavahel vorreldavad suhtarvud. Viimased
moodustasidki kiesoleva t66 andmestiku. Kokku on andmestikus 500 mikrobioo-
miproovi andmed, neist 440 vasikatelt ja 60 lehmadelt. Iga proovi kohta on and-
mestikus 1114 erinevale bakteriliigile vastavate DNA-jérjestuste lugemite arvud.
22 bakteriliigile vastavat DNA-d ei leidunud iiheski proovis, seetottu jai loplikuks
liikkide arvuks 1092. Liigid jarjestati kogumahu jargi suuremast viiksemani ning
koostati joonis kummulatiivse osakaalu kasvu vaatlemiseks (joonis 1). Joonise alu-

mises paremas nurgas on toodud eraldi vilja 100 dominantsema liigi kumulatiivne
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Joonis 1: Mikrobioomi proovide liigipohise koguse kumulaatiivne osakaal

osakaal kogu hulgast. Selgus, et proovides leidub véike hulk dominantseid liike, mis
moodustavad enamiku kogu mikrobioomist. Seetottu otsustati mikrobioomist eral-
dada tuumikmikrobioom, mis sisaldaks vaid laialdaselt levinud liike. Tuumikmik-
robioomi eraldamisel lahtuti artiklis (Loch et al., 2023) defineeritud pohimottest,
et tuumikmikrobioomi kuuluvad liigid, mis moodustavad vahemalt 0,1% proovist
vahemalt 10% proovide puhul. Algsest 1092 liigist jai tuumikmikrobioomi alles 144
liiki.

2.2 Statistilise analiiiisi meetodid

Andmete analiiiisimist alustatakse mikrobioomi a-mitmekesisuse moéodikute ar-
vutamisega. Mikrobioomi a-mitmekesisuse leidmise eesmérk on vorrelda, kuidas
erinevad unikaalsete liikide arvud ja nende jaotused soltuvalt looma vanusest. Lii-
girikkust, Shannoni entroopiat ja Simpsoni mitmekesisuse indeksit vaadeldakse nii
tuumikmikrobioomis kui kogu mikrobioomis. Kolme erineva niidiku arvutamise

eesmark nii tuumikmikrobioomis kui kogu mikrobioomis on vorrelda kuivord koos-

13



kolas on saadud tulemused. Koigi a-mitmekesisuse naidikutega nii tuumikmikro-
bioomi kui ka kogu mikrobioomi andmetel viiakse 14bi dispersioonanaliiiis ja selle
jarel Tukey post-hoc testid tuvastamaks mikroobikoosluste mitmekesisuse poolest
statistiliselt oluliselt erinevaid vanusegruppe.

Analiitisi jatkatakse mikrobioomi S-mitmekesisuse néidikute arvutamisega. S-mitmekesisuse
leidmise eesmérk on vaadelda, kui sarnased on iihe vasika erinevatel vanustel antud
proovid ning kui sarnased on need antud looma ema ja samuti farmi keskmise ema
mikrobioomi prooviga. Farmi keskmise ema all moeldakse farmi koikide emade arit-
meetilist keskmist proovi. Peamise moodikuna kasutatakse Bray-Curtise eripéra,
samas arvutatakse ka Eukleidilised kaugused, et vorrelda tulemuste kooskola.
Mikrobioomi andmete analiilisi viimase osana viiakse 1abi peakomponentanaliiiis.
Peakomponentanaliilisi eesmérk on leida proovides olevate liikide koguste lineaar-
kombinatsioone, mis kirjeldaksid voimalikult hésti kogu mikrobioomi.

T66 praktilise osa ldbiviimiseks ning tulemuste graafiliseks kujutamiseks kasuta-
takse rakendustarkvara R (R Core Team, 2022). a- ja S-mitmekesisuse leidmisel
kasutatakse paketti ,vegan"(Oksanen et al., 2022). Peakomponentanaliitisi 1&bi vii-

misel kasutatakse paketti ,ade4"(Thioulouse et al., 2018).

2.3 a-mitmekesisuse analiiiis vasikate mikrobioomis

Uurimaks, kas soolestiku mikrobioomi mitmekesisus soltub looma vanusest proovi
votmise hetkel, arvutati iga looma iga proovi kohta a-mitmekesisuse moodikud.
Eraldi vaadeldi nii tuumikmikrobioomi kui ka kogu mikrobioomi a-mitmekesisust.
Tulemused jagati gruppidesse vastavalt looma vanusele, kusjuures eraldi grupp

moodustati ka emade mikrobioomi proovidest (Joonis 2).
Iga néidiku puhul teostati dispersioonanaliiiis, et vélja selgitada, kas gruppide va-
hel esineb statistiliselt olulisi erinevusi. Dispersioonanaliiiis kinnitas, et iga moodi-

ku korral leidub gruppidevahelisi erinevusi nii tuumikmikrobioomis kui ka terves

mikrobioomis (koik p-vadartused<0,01). Statistiliselt oluliste paarikaupa erinevuste
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vélja selgitamiseks viidi 1dbi Tukey test. Tulemused on néhtavad joonisel 2. Sta-
tistiliselt oluliselt erinevaks loetakse grupid, millel ei ole iihist tédhte. Naiteks on
erineva liigirikkusega elu esimesel ja seitsemendal péaeval voetud tuumikmikrobioo-
mi proovid. Samas ei tuvastatud erinevust 90 pdeva vanuste vasikate ja emade
tuumikmikrobioomi Shannoni entroopiate vahel. Shannoni entroopia ja Simpsoni
mitmekesisuse indeks kiituvad sarnaselt, kuid Simpsoni mitmekesisuse indeksi pu-
hul on statistiliselt olulisi erinevusi veidi vihem. See viitab, et mikrobioomis domi-
neerivad liigid on grupiti sarnasema jaotusega ning haruldasemate liikide jaotused
erinevad rohkem. Selgub, et kui iildiselt vasika kasvades muutub looma mikrobioom
aina mitmekesisemaks, siis siinnile jargneval péeval on vasika mikrobioom selgelt
liigivaesem kui siindimise péeval. See viitab asjaolule, et osad lehma loote soolesti-
kus elavad mikroobid ei ole vilises keskkonnas elujoulised ja hukkuvad kiirelt. 90.
paevaks on vasika soolestiku mikrobioom veidi liigirikkam, kuid iildiselt sarnase
mitmekesisusega emade grupi mikrobioomiga. Siit ei saa siiski veel jareldada, et
90 péeva vanuste ja emade grupi mikrobioomid oleks sarnased. Teada on vaid, et
liikkide arv ja nende jaotus on sarnane. Seda, kas tegemist on valdavalt ka samade
likkidega, hetkel teada ei ole. Selle uurimiseks tuleb vaadata S-mitmekesisust. M6o-
dikute vahelised korrelatsioonid on arvutatud tabelis 6. Selgub, et korrelatsioonid
on vaga tugevad. Eriti silmatorkav on kogu mikrobioomi ja tuumikmikrobioomi
samade moodikute vaheline korrelatsioon. Koigil kolme moddiku puhul on korre-
latsioonid iile 0,9, kusjuures Simpsoni mitmekesisuse indeksi puhul lausa 0,99. Siit
on voimalik jareldada, et a-mitmekesisuse puhul ei ole olulist vahet, kas vaadelda

tuumikmikrobioomi v6i kogu mikrobioomi.
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Tabel 6: a-mitmekesisuse moodikute vaheline korrelatsioon

Uldine Uldine Uldine Tuumik Tuumik Tuumik
liigrikkus Shannon Simpson liigirikkus Shannon Simpson
Uldine 1 0,84 0,65 0,91 0,85 0,66
liigrikkus
Uldine 0,84 1 0,91 0,79 0,97 0,89
Shannon
Uldine 0,65 0,91 1 0,66 0,89 0,99
Simpson
Tuumik 0,91 0,79 0,66 1 0,88 0,7
liigrikkus
Tuumik 0,85 0,97 0,89 0,88 1 0,91
Shannon
Tuumik 0,66 0,89 0,99 0,7 0,91 1
Simpson

Huvi pakub, kuidas toimub konkreetse vasika mikrobioomi mitmekesisuse areng
ajas. Joonisel 3 on jélgitud iga looma soolestiku mikrobioomi arengut ajas. Jooni-
se esimeses 16igus on iga vasikas kokku viidud oma emaga. Selgelt joonistub vélja
muster, et vasikas, kes oli nooremana mitmekesisema mikrobioomiga, on seda ka
vanemana. Punase joonega on joonisel eraldi vilja toodud andmestikus leidunud
kaksikud. Liikide arvukus on kaksikutel olnud sarnane elu esimesel seitsmel péeval,
seejarel on tekkinud erinevused, kuid 90. péevaks on kaksikute mikrobioomi liigi-
arvukused taas sarnased. See voib viidata asjaolule, et kaksikute mikrobioomide
arengud on olnud erinevate kiirustega, kuid sarnase sihtpunktiga. Oluline on siiski

markida, et ithe kaksikupaari pohjal ei ole voimalik statistiliselt olulisi jareldusi

teha.
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Joonis 3: Mikrobioomi a-mitmekesisuse areng ajas

ema 0 1

2.4 [-mitmekesisuse analiiiis vasikate mikrobioomis

Vasikate ja nende emade mikrobioomide liigilise koosseisu vordlemiseks kasutati 8-
mitmekesisust. Iga vasika igat proovi vorreldi tema ema prooviga ja koikide farmi
emade aritmeetilise keskmise prooviga. Saadud tulemused on néhtavad joonisel 4.
Selgub, et meetodist ja vanusest olenemata ei ole vasikate mikrobioom sarnasem
oma ema mikrobioomiga kui farmi keskmise ema mikrobioomiga. Bray-Curtise eri-
péara pohjal saab véita, et {ihegi proovi votmise vanuse juures ei ole vasika ja ema
mikrobioomid eriti sarnased. Seejuures ei ole vahet, kas vaadelda tuumikmikrobioo-
mi voi tervet mikrobioomi. Koéige sarnasemad on proovid vorreldes emaga 90 paeva

vanuste vasikate puhul ning koige erinevamad péev peale vasika siindi. Selgelt joo-
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nistub vélja muster, et parast esimesest elupdeva hakkab vasika mikrobioom aina

rohkem sarnanema ema omaga. Kahjuks I6ppevad andmed 90 péeva juures ning

saab vaid spekuleerida, kuidas toimunuks areng edasi. Eukleidline kaugus annab

sarnaseid tulemusi Bray-Curtise eripdraga. Oluline erinevus ema ja jarglaste mikro-

bioomide vahelisi erinevusi mootvates Bray-Curtise eripédra ja Eukleidese kauguse

vaartustes ilmneb nende varieeruvuses. Bray-Curtise eripdra puhul on {ihe paeva

vanuste vasikate varieeruvus koigist vanustest koige iihesugusem. Eukleidilise kau-

guse puhul on selles vanuses loomade erinevus emast aga koige varieeruvam.
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Joonis 4: Vasika mikrobioomi liigilise koosseisu erinevus ema mikrobioomist
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Huvi pakub, kui palju erinevad konkreetse vasika eri vanustel antud mikrobioomi
proovid. Vasika eri vanustel antud mikrobioomi proovide vordlemiseks, leiti iga
proovi Bray-Curtise eripara ning FEukleidiline kaugus vorreldes sama vasika teiste
proovidega. Taas vaadati eraldi tuumikmikrobioomi ja kogu mikrobioomi. Niimoo-
di saadi iga looma kohta neli 8 x 8 tabelit. Seejérel leiti iga tabeli aritmeetiline
keskmine {ile koigi loomade. Saadud tulemused on ndhtavad joonisel 5. Ootuspéra-
selt on iiksteisele ajaliselt lahemal olevad proovid keskmiselt sarnasemad. Esimesel
elupéeval antud proovid erinevad selgelt koige rohkem teistest proovidest. Sellest
saab jareldada, et esimesel eluniddalal oleks pidanud vétma proove tihedamini, sest

mikrobioomi muutused sel perioodil on viaga kiired.
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Joonis 5: Vasika mikrobioomi keskmine erinevus eri vanustes
2.5 Vasikate mikrobioomiandmete peakomponentanaliiiis

Enne peakomponentanaliiiisi l1abiviimist normeeriti proovide vaartused nii, et kesk-
vaartus oleks 1 ja standardhélve 0. Algselt teostati analiilis nii tuumikmikrobioomi
kui ka kogu mikrobioomi puhul. Esimese 10 peakomponendi poolt kirjeldatud ha-
juvused on toodud joonisel 6. Peakomponentanaliiiisi teostamisel tuli selgelt val-

ja tuumikmikrobioomi eraldamise vajadus. Tuumikmikrobioomi puhul kirjeldavad
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Kirjeldatud hajuvuse protsent
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Peakomponendid tuumikmikrobioomist Peakomponendid kogu mikrobioomist

Joonis 6: Tahtsamate peakomponentide poolt kirjeldatud hajuvus tuumik-
mikrobioomis ja kogu mikrobioomis

esimesed kaks peakomponenti koos 32% hajuvusest, samas kui kogu mikrobioomis
suudavad esimesed kaks peakomponenti kirjeldada vaid 10% hajuvusest. Seetottu
otsustati peakomponentanaliiiisi jatkata vaid tuumikmikrobioomiga.

Joonisel 7 on arvutatud iga proovi esimese kahe peakomponendi véértused, proo-

vid on grupeeritud vasika vanuse jargi. Eraldi grupi moodustavad emade proovid.

Joonise interpreteerimisel tuleb arvestada, et x-telg kirjeldab 292”18(;? = 2,5 korda
rohkem y-teljest. See tdhendab, et iihe iithiku pikkune vahemaa x-teljel on ekvi-
valentne 2,5 tihiku pikkusele vahemaale y-teljel. Jooniselt joonistuvad selgelt vélja
rithmad. Seega on samas vanuses loomade mikrobioomi proovid mérkimisvéiarselt

sarnasemad kui konkreetse looma eri vanustes antud mikrobioomi proovid. Osutub

selgelt, et juba 20 minuti vanuste vasikate mikrobioom on oluliselt erinev nen-
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Joonis 7: Proovide esimese kahe peakomponedi vadrtused

de ema mikrobioomist. Uhe p#eva vanuste vasikate esimese kahe peakomponendi
vadrtused on viga viikse hajuvusega. Sellest saab jareldada, et antud vanuses on
vasikate mikrobioomid viga sarnased ning seega on moju emalt viike voi puudub
iildse. Jooniselt on selgelt nidha, et vasika kasvades tema mikrobioom hakkab ai-
na enam sarnanema emade rithma mikrobioomiga. Peakomponentanaliiiis kinnitab
joonise 4 pohjal tehtud jéareldust, et 90. padevaks ei ole mikrobioom veel loplikult

valja kujunenud.
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Kokkuvote

Kaéesoleva bakalaureuseto6 eesmérgiks oli uurida erinevaid voimalusi, kuidas ana-
liiiisida mikrobioomi andmeid. T66 esimeses osas anti iilevaade mikrobioomi and-
mete analiiisimise statistilisest metodoloogiast. T66 teises pooles analiiiisiti iihe
Tartumaa suure piimafarmi vasikate mikrobioomi andmeid. Analiiiis holmas a- ja
[-mitmekesisuse moodikute leidmist ning peakomponentanaliiiisi 14bi viimist.
a-mitmekesisuse analiiiisimisel selgus, et vasika mikrobioom on koige liigivaesem
looma stinnipéevale jargneval elupdeval. S-mitmekesisuse analiilisimisel ilmnes, et
vasika mikrobioom ei ole sarnasem enda emaga kui sama farmi keskmise emaga.
Peakomponentanaliiiisist tulenes, et 90. padevaks ei ole veise mikrobioom veel vilja
kujunenud. Seetottu tuleks tulevastes uuringutes voimalusel kaasata ka vanemasse
ikka joudnud veiseid.

- ja p-mitmekesisuse puhul ei erinenud tulemused oluliselt sellest, kas vaadel-
di vaid tuumikmikrobioomi v6i kogu mikrobioomi. Peakomponentanaliiiisi korral
katsid olulisemad peakomponendid tuumikmikrobioomi puhul markimisvéiartselt

suurema osa hajuvusest kui kogu mikrobioomi vaatlemise korral.
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