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TranSkryptom to zestaw czgsteczek mRNA (lub ogdlniej: transkryptow)
obecny w okreslonym momencie w komorce, grupie komorek lub organizmie.
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Kodujgce RNA to matryce do syntezy biatek, rzadko stanowig wiecej niz 5% RNA
komorkowego. U eukariontow syntetyzowane sg jako transkrypty pierwotne a nastepnie
ulegajg obrobce posttranskrypcyinej, podczas ktérej dodawana jest czapeczka na koncu 5/,
ogon poli-A na kncu 3’ oraz wycinane sg introny. Dojrzata czgsteczka mRNA poza centralnie
usytuowang sekwencjg kodujgcg zawiera rowniez regiony nie ulegajgce translacji (3'-i 5’-
UTR, ang. untranslated region.

Kodujgce mRNA ulega ciggtym modyfikacjom, czas pottrwania kilka minut, godzin.




Transkryptom w przeciwienstwie do genomu jest tworem bardzo dynamicznym.

Komorki w odpowiedzi na rézne czynniki uruchamiajg i wytgczajg transkrypcje
genow, zmieniajgc w ten sposob swoj transkryptom.

Czesto juz kilka minut po zadziataniu jakiegos$ czynnika (np. stresu) na komorki
mozna obserwowac powstawanie transkryptow gendéw reakgcji na ten czynnik.
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Cel badan

1. Zidentyfikowanie gendéw o zréznicowanej ekspresji zwiazanych z uprawa czysta lub z

pokryciem

2. Interakcja miedzy roslinami, wplyw roslin straczkowych na sasiadujace rosliny

poprzez cykle sktadnikow odzywcezych, sygnalizacje chemiczng i interakcje z

mikroorganizmami.

3. Poznanie genow 1 szlakow metabolicznych uaktywnianych podczas odpowiedzi na
uprawe czysta lub mieszana

Materiat i metody
1. Wybrane linie, w warunkach kontrolowanych, ocena liczby wschodéw.

projektowanie markeréw na sekwencje wskazane po analizie danych z RNAseq.
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Profilowanie ekspresji genéw pozwala na poznanie genéw i szlakéw metabolicznych
uaktywnianych podczas odpowiedzi na zréznicowang uprawe. Celem bylo zidentyfikowanie

genow o zrdéznicowanej ekspresji, zwigzanych z uprawag rzepaku w siewie czystym i z wsiewka.

Materiaty i metody:

Materiat do RNAseq: listki z 6 linii rzepaku z uprawy czystej, 8 linii z uprawy w komonicy, 7 linii z
uprawy w koniczynie. Doswiadczenie zostato przeprowadzone w szklarni. Catkowity RNA z lisci zostat
wyizolowany za pomocg zestawu do izolacji RNA. Stezenie i jako$¢ matryc zostala oznaczona z
wykorzystaniem Bioanalyzer RNA 6000 Nano Assay (Agilent Technologies).

Jakos¢ materiatu zostata potwierdzona po przestaniu przez ustugobiorce. Rowniez przez ustugobiorce
zostala przygotowana biblioteka TruSeq mRNA standed. Sekwencjonowanie wykonane zostato
na NovaSeq6000 w konfiguracji 2x150bp, 40M odczytéw. Dane =zostaly zapisane na dysku
przenosnym i przekazane wykonawcy.

Grupa bioinformatyczna przeprowadzita analize uzyskanych danych. Surowe dane zostatly
odniesione do sekwencji referencyjnej (sekwencja genomu rzepaku Brassica napus ssp. oleifera).
Zilozone sekwencje zostaly scharakteryzowane funkcjonalnie. Wyznaczone zostaty geny o ekspres;ji
zroznicowanej w odpowiedzi na sposob uprawy (DEGs). Zostata wykonana analiza typu KEGG (the
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), ktéra pozwolita na identyfikacje poszczegodlnych
szlakéw metabolicznych, do ktérych nalezg wytypowane geny (charakterystyka funkcjonalna).

Wyniki::
Wybrano 6 linii rzepaku z uprawy czystej, 8 linii rzepaku z uprawy w komonicy i 7 linii rzepaku
z uprawy w koniczynie. Ich dobrg jakos¢ po izolacji potwierdzono parametrem RIN (Tab. 1).

Tabela 1.

Linie, wybrane do do$wiadczenia, z warunkéw szklarniowych wraz z parametrem jakosci matrycy.

Proba | Name on the list | ng/ul | RIN | Préba | Name on the list | ng/ul | RIN

1 Rz2_2 624 | 8.1 15 Rz_konl_21 377 | 6.8
2 Rz3 3 89 |75 16 Rz_kon2_22 127 | 6.4
3 Rz4 4 1028 | 9.4 17 Rz_kon3_23 279 | 6.9
4 Rz5 25 810 | 9.1 18 Rz_kon4_24 102 | 6.5
5 Rz6_26 577 | 8.7 19 Rz_kon5_42 120 | 6.4
6 Rz7_27 914 | 9 20 Rz_kon6_43 199 | 8
7 Rz_koml1_17 218 | 6.8 21 Rz_kon7_44 127 | 8.8
8 Rz_kom2_18 39 | 7.4
9 Rz_kom3_19 188 | 4.4
10 Rz_kom4_20 133 | 6.7
11 Rz_kom5_38 948 | 8.6
12 Rz_kom6_39 661 | 85
13 Rz_kom7_40 67 | 7.5
14 Rz_kom8_41 187 | 75




Odczytane sekwencje mogg zawiera¢ odczyty o niskiej jakosci lub odczyty z adapterami, ktoére
wplywajg na jakos¢ i wiarygodnosé biblioteki. Aby tego unikngé niezbedne jest ,przefiltrowanie”
odczytow i uzyskanie odczytow czystych. Usuwane sg odczyty z adapterami, odczyty, w ktérych
zawartos¢ nukleotydow z odczytem niepewnym wynosi>10% i odczyty o niskiej jakosci (Tab. 2). Duza
liczba uzyskanych odczytéw (min. 74 min) gwarantuje wysokg jako$¢ analiz transkryptomicznych.

Tabela 2. Analiza statystyczna wynikow sekwencjonowania.

Préba Biblioteka Raw_reads Raw_ Clean_ Clean_ Error_
bases reads bases rate
Rz2 2 MRRA240019647-1a 79015256 11.85G 76137590 11.42G 0.01
Rz3 3 MRRA240019648-1a 89669950 13.45G 81338594 12.2G 0.01
Rz4 4 MRRA240019649-1a 99952450 14.99G 93561452 14.03G 0.01
Rz5 25 MRRA240019654-1a 105644380 15.85G 100166232 15.02G 0.01
Rz6 26 MRRA240019655-1a 82145460 12.32G 74954758 11.24G 0.01
Rz7 27 MRRA240019656-1a 95788230 14.37G 91610602 13.74G 0.01
Rz _koml_17 | MRRA240019682-1a 89922308 13.49G 83223450 12.48G 0.01
Rz_kom2_18 | MRRA240019683-1a 79951628 11.99G 79924050 11.99G 0.01
Rz_kom3_19 | MRRA240019684-1a 78701664 11.81G 78661596 11.8G 0.01
Rz_kom4 20 | MRRA240019685-1a 80965358 12.14G 73098586 10.96G 0.01
Rz_konl 21 MRRA240019690-1a 81597780 12.24G 74766902 11.22G 0.01

o Raw_bases - liczba odczytow*dlugos¢ sekwencji
o Clean reads — odczyty sekwencji po odrzuceniu odczytow o niskiej jakosci.

o Zmapowano uzyskane sekwencje do genomu referencyjnego Brassica napus ssp
oleifera.

o Zmapowano >85% sekwencji, z czego ~81% sekwencji to sekwencje unikalne.

o Wykonano kwalifikacje zidentyfikowanych genow do poszczegdlnych kategorii
funkcjonalnych (GO).

o Rzepak w czyste] uprawie vs rzepak w koniczynie: najwiecej genow nalezato do
kategorii ,podziaty mitotyczne komérki” i ,inicjacja replikacji DNA” (Rys.1A).

o Rzepak w czystej uprawie vs rzepak w komonicy najwiecej gendéw nalezato do
kategorii ,transport anionéw” i ,ruch w oparciu o mikrotubule” (Rys. 1B).




Category
B e
B
B v

33
I o5

89
97
90
150
111
152
83
21
a7
138 5
a3 g6 97 97
62 35
|| I|im“2 II
19
4
‘ Iz’

66 66
96
|i

@9
3
‘,l

175
‘

w (=1

(lped)o16o0|-

20
5
0

A

©,
u_a.ofs
e,
2o,

g
%y

oy gy,

o, " oy,
uaéaww ey ey,
g 23
203

so,,

1y
weﬁaok.__

B

Category
B ee
B <
B v

33
11

36

3 318
IIIi a i17

9
5
Iz.

35 35|

33

41

11
| 14

29
| 31 13

Ryc.1. Przyporzagdkowanie zidentyfikowanych gendéw do poszczegdélnych kategorii
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funkcjonalnych (GO). A) rzepak w czystej uprawie vs rzepak w koniczynie, B) rzepak

w czystej uprawie vs rzepak w komonicy



Sekwencje odniesiono do genomu referencyjnego rzepaku. Postuzono sie programem

HISAT2 (Tab. 3).

Tabela 3. Podsumowanie statystyczne mapowania do genomu referencyjnego.

Proba Liczba Liczba i Unique_map Multi_map
odczytow %przypisanych
odczytéw

e |G s
Rz3_3 81338594 7(%%?8?&? 7(%3;4?;3;)2) 43(15:-.»,3?;7)
CERNCUI -
Rz5_25 100166232 9(3502?3%;()’ 8(8858?35)82;)7) 4(%233??&3;
Rz6_26 74954758 6(%02‘.3?;;3 65(;3;7.;);)5) 3814-12;02%3
Rz7_27 91610602 8(2335.5%5) 8(%;‘.12507/(3 42(125;3
Rz_kom1_17 | 83223450 7(%415.865&2) 7(%2?;2;)3)» 4(?256%9;
Rz_kom2_18 | 79924050 7(%31‘.‘77%5) 6(88752.3801/02) ?56%223%3

Rz_kom3_19 | 78661596 71%%?2% 6(25:5;01/02; 4(3;22;1)
Rz_kom4_20 | 73098586 6(%612.?5;9; 6(%%?22333 3(34'1;3206%)9;
Rz_konl_21 | 74766902 6(%'{‘2‘.‘3&1) 65(%?3307/; 4(?3;)(;

Total reads — wszystkie odczyty,

Total map — liczba odczytdéw, odniesiona do genomu referencyjnego,

Unique map — liczba odczytéw, zmapowanych w miejsca unikalne w genomie,
Multi-map — liczba odczytéw, zmapowanych w liczne miejsca w genomie,

Dokonano poréwnania liczby sekwencji aktywowanych w uprawie czystej i mieszanej, rzepak
i rzepak w komonicy oraz rzepak i rzepak w koniczynie. W poréwnaniu pierwszym, sekwencji
specyficznych tylko dla rzepaku w siewie czystym byto 2644, dla rzepaku w komonicy 2536.
W poréwnaniu drugim zidentyfikowano dla rzepaku w siewie czystym 3769 sekwencji versus
3503 w siewie z koniczyng. Poréwnanie trzecie — rzepak w siewie czystym vs rzepak w
komonicy i rzepak w koniczynie wykazata 4122 sekwencji specyficznych wobec 40407

wspolnych (Rys 2).
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Zidentyfikowano sekwencje o zréznicowanej ekspresji pomiedzy rzepakiem w siewie

czystym i mieszanym. Wskazano sekwencje, ktérych ekspresja wzrosta lub zmalata oraz

podsumowano wszystkie (Rys.3).
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Ryc.3. Sekwencje o zréznicowanej ekspresji pomiedzy rzepakiem w siewie czystym i
mieszanym.

Oddziatywanie licznych genéw zebrano w poszczegdlne szlaki metaboliczne (analiza KEGG,
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). W przypadku poréwnania rzepak w siewie
czystym vs rzepak w koniczynie wskazano pie¢ najwazniejszych szlakéw metabolicznych:
replikacja DNA, biosynteza fenylpropanoidéw, biatka motoryczne, metabolizm cysteiny i
metioniny, wydtuzanie kwaséw ttuszczowych. Dla poréwnania rzepak w siewie czystym vs
rzepak w komonicy réwniez najwazniejszym szlakiem okazata sie replikacja DNA, biatka
motoryczne, ale oprdcz tego metabolizm azotu, siarki, synteza alkaloidéow piperydynowych
i pyridynowych.

Wybrano pie¢ sekwencji o najwigekszej roznicy ekspresji pomiedzy rzepakiem w uprawie

czystej, a rzepakiem w uprawie z koniczyng (Tab. 4).

Tabela 4. Sekwencje o najwigkszej roznicy ekspresji pomiedzy rzepakiem w uprawie czystej
a rzepakiem w uprawie z koniczyng

1[BnaA01g21560D |530.9 530.9 6.3 ATP phosphoribosyltransferase 1
2|BnaA09g06210D |36.5 1664.4 5.5 BnaA09g06210D protein
3|BnaC03g49300D [112.3 2135.0 4.2 Asparagine synthetase
4|BnaA01g14450D [33.1 7294.0 7.7 Superoxide dismutase [Fe] 1
5|BnaC05g16070D [1.8 231.7 6.9 Cysteing protease XCP2

Log2FoldChange — warto$¢ logarytmu z parametru okreslajgcego réznice pomiedzy
poziomem ekspresji jednej poréwnywanej grupy wobec drugiej
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Podsumowanie analiz transkryptomicznych dla préb rzepaku:

Do sekwencjonowania RNAseq wybrano linie rzepaku z uprawy czystej, uprawy z komonicg
i koniczyng. Po izolacji potwierdzono jakos¢ i integralnos¢ uzyskanego materiatu parametrem
RIN>4.4. W wyniku sekwencjonowania uzyskano 74 min odczytow, co gwarantuje wysoka
jakos¢ analiz transkryptomu. Odniesiono pozyskane sekwencje do genomu referencyjnego
grochu. Udato sie zmapowa¢ ok. 85% sekwencji. 81% z nich zostato ulokowanych
w miejscach unikalnych w genomie. Wskazano sekwencje o najwiekszej réznicy ekspresii
pomiedzy liniami w uprawie czystej i mieszanej. Scharakteryzowano funkcjonalnie wskazane
sekwencje (Tabela 4). Okreslono ich potencjalny udziat w réznych szlakach metabolicznych:
replikacja DNA, biosynteza fenyl-propanoidéw, biatka motoryczne, metabolizm cysteiny
i metioniny, wydtuzanie kwaséw tluszczowych. Dla poréwnania rzepak w siewie czystym vs
rzepak w komonicy réwniez najwazniejszym szlakiem okazata sie replikacja DNA, biatka

motoryczne, ale oprécz tego metabolizm azotu, siarki, synteza alkaloidéw piperydynowych

i pyridynowych.
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