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INFOLEHT

Mullaorganismide metatranskriptoomi analiiiis

Metatranskriptoomika on mikrobioloogiline molekulaarne meetod, mis keskendub
bioloogilistes proovides leiduvate mikroobide aktiivsuse analiilisimisele ning on efektiivne viis
nii prokariiootide kui ka eukariiootide uurimiseks. Kéesolev bakalaureuset6d pohineb mullas
leiduvate organismide ja nendes toimuvate protsesside tuvastamisel. Teoreetilises pooles
antakse iilevaade metatranskriptoomika tdhususest ja puudustest vOrrelduna teiste sarnaste
meetoditega. Praktiline osa keskendub RNA raamatukogude valmistamisele, slinteesimisele

ning saadud tulemuste analiilisimisele.

Mirksonad: mikroobid, prokariioodid, eukariioodid, RNA raamatukogu, metatranskriptoom

B230 mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Metatranscriptomic analysis of soil organisms

Metatranscriptomics is a microbiological research method that is used for the analysis of
microbial activity within biological samples based on the transcribed RNA. This bachelor’s
thesis focuses on soil organisms and their genetically expressed activities. The theoretical part
of the work gives an overview about the advantages and disadvantages of metatranscriptomics
compared to other similar methods. The practical part handles RNA library preparation, cDNA

sequencing and bioinformatics analysis of sequence data.
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SISSEJUHATUS

Muld on kompleksne keskkond, milles elab miljoneid keerulistes toiduvorgustikes osalevaid
baktereid, arhesid ning eukariioote. Prokariioodid (bakterid ja arhed) on pika
evolutsioneerumise kéigus saavutanud erakordse mitmekesisuse ning moodustavad viga
olulise osa biosfadrist. Suurem osa neist on veel tdnapdevalgi avastamata. (Torsvik jt., 2002).
Mullas elavad eukariiootsed mikroorganismid on teatud Okosiisteemides oluline osa kogu
mikroobide biomassist. Enamikku mikroobe, eriti arhesid, on keeruline pinnasest isoleerida ja

laboris katseklaasi meetodil kasvatada. (Bailly jt., 2007).

Metatranskriptoomika ithendab omavahel keemia ning bioloogia ja vdimaldab avastada suurt
osa seni tundmatust mulla mikrobioomist. (Handelsman jt., 1998). Metatranskriptoomika
vaatleb konkreetsel ajahetkel transkribeeritud geene ja nende arvukust. Integreerides
metatranskriptoomika teiste paralleelsete uuringutega, nditeks sihtmérk-geeni sekveneerimise
vOi metagenoomikaga, on vdimalik ldbi viia vdga suure potentsiaaliga teadustodd, mis
voimaldavad vaadelda erinevate organismide vahelisi interaktsioone, kommunikatsiooni ja
nende metabolismi. Erinevatel ajahetkedel tehtud metatranskriptoomiliste uuringute
vordlemine annab teavet kogu mikroorganismide metaboolse diinaamika kohta, mis on
vastavuses  pidevalt muutuvate  keskkonnatingimustega.  Transkriptoomilised ja
metatranskriptoomilised uuringud hdlbustavad ka uute ensiiimide ja Okofiisioloogiliste
protsesside avastamist, mis on olulised nii bioenergeetikas kui ka meditsiinis, pdllumajanduses

ja keemiatodstuses. (Kuske jt., 2014).

Kéesoleva bakalaureusetoo raames tegeleti korraga kahe metatranskriptoomika projektiga.
Esimene projekt oli erinevate siilitusmeetoditega hoiustatud bioloogiliste proovide
metatranskriptoomiline analiiiis. Selle eesmérgiks oli tuvastada vdimalikud viisid kvaliteetse
RNA siilitamiseks ja vaadelda, kuidas erinevatest sdilitusmeetoditest tulenev proovide
kvaliteet RIN viértusena peegeldab geeniekspressiooni analiilisi tulemusi. Lisaks ka
identifitseerida proovides leiduvad organismid ning nende funktsioonid vaadeldes
analiiisikeskkondade MG-RAST ja BigTableViewerLite tdhusust. Teine projekt oli Dr. Ingrid
Liivi pooleli jadnud Agali iileujutuskatsetes kogutud mulla metatranskriptoomi analiiiis, mille

eesmargiks oli identifitseerida proovides olevad organismid ja nende funktsioonid mullas.

Bakalaureusetdd viidi ldbi Tartu Ulikooli Okoloogia ja maateaduste instituudi miikoloogia

laboris.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Mulla mikroorganismid

Muld on o&koloogiliselt oluline bioloogilist mitmekesisust edendav geenide ja
mikroobikoosluste kogum. (https://www.eea.europa.eu/et/themes/soil/intro). Selle pdhilised
komponendid on mikroorganismid, mineraalained ja orgaanilised iihendid, mis on omavahel
tihedalt seotud ja mojutavad maismaa-Okosiisteemide keemilisi, fiiiisikalisi ja bioloogilisi
omadusi ning protsesse. (Mohammadi jt., 2011). Mullas elavad organismid on funktsionaalselt
ddrmiselt olulised, osaledes ldmmastiku- ja siisinikuringes, o©kosiisteemi reageeringus
globaalsetele muutustele ja taimekoosluste diinaamilisuses. (Bardgett jt., 2014). Mulla
mikroorganismide aktiivsus aitab moista keskkonna ja geneetika moju taimede kasvule ja
okosiisteemi funktsioneerimisele. (Manter jt., 2017). Enne molekulaarsete meetodite arengut
oli teadlastel vdimalik tuvastada ainult mdni protsent mikroobidest — bakteritest, arhedest,
seentest ja protistidest, mida oli vdimalik laboratooriumis kultiveerida. Ténu
midramismeetodite arenemisele on niilidseks teada, et mullas elab kuni 10 miljonit bakteriliiki,
6 miljonit seeneliiki, sadu tuhandeid limarussiliike ja ka ainurakseid iile maailma. (Carey,

2016).

1.1.1 Bakterite 6koloogiline roll

Arvatakse, et muld on kdige suurema elurikkusega bakterikoosluste elupaik. (Roesch jt., 2007).
Bakterid on elu edendavate keskkonna-alaste protsesside vahendajad ja seega on bakterite
bioloogilise mitmekesisuse mdistmine oluline. (Horner-Devine jt., 2004). Bakterite
okoloogilise rolli mdistmine aitab aru saada, kuidas mullabakterite kooslused ajas ja paiguti

erinevad ja inimtekkelistele muutustele reageerivad. (Delgado-Baquerizo jt., 2018).

Mullas elavate bakterite klassifitseerimiseks tootasid Noah Fierer ja tema kolleegid vilja
oligotroofide-mesotroofide teooria, milles analiiiisiti mulla pH taset, niiskust, siisinikusisaldust,
tekstuuri, ldmmastikusisaldust ning lammastiku ja siisiniku omavahelist suhet. Siisiniku
kittesaadavus mikroorganismidele osutus parimaks mikroobse biomassi indikaatoriks mullas.
Mesotroofsed bakterid, nditeks liigid rithmadest B-Proteobacteria ja Bacteroidetes, elavad
energia- ja toitainerikkas keskkonnas, samas kui oligotroofsed bakterid, nditeks Acidobacteria

liigid, elavad pigem vaeses keskkonnas. (Fierer jt., 2007).



1.1.2 Seente 6koloogiline roll

Mullas elavad seeneliigid interakteeruvad mitmesuguste bakterite ja eukariiootidega,
reguleerides siisiniku ja toitainete ringlust. Seened on funktsionaalselt iihed kdige
mitmekesisemad organismid, omades dkoloogiliselt olulist rolli kui orgaanilise aine pdhilised
lagundajad ekstratsellulaarsete ensiiiimide eritamise kaudu. Uheskoos taimedega moodustavad
seened 1dbi miikoriisa ning patoloogiliste ja endofiiiitsete ithenduste metaboolseid sidemeid.
Miikoriisaseened vastutavad ka taimede mineraalide kittesaadavuse eest. (Kuske jt., 2014).
Seente elu mullas mdjutavad mulla pH tase, temperatuur, hapniku kittesaadavus ja niiskus.
Happelistes muldades on seente biomass kdrgem, aga elurikkus madal. Neutraalse pH tasemega

muldades on seevastu seente biomass madalam, ent liigirikkus korgem. (Kutateladze jt., 2016).

Seente liigirikkus ja funktsioonid mullas sdltuvad ka aastaajast. Suvel korjatud bioloogilistes
proovides on seene transkriptide arvukus suurem ning domineerivad liigid Actinobacteria,
Proteobacteria ja Planctomycetes. Talve proovides on seente arvukus seevastu vdiksem ja
pohilised liigid, mida leida vdib on Bacteroidetes ja Chlorobi. Funktsionaalselt on sdltuvalt
aastaajast erinev ka valiini, leutsiini ja isoleutsiini lagundamine ja feniitilalaniini metabolism,

mille protsentuaalne kasv toimub just suvel. (Zifcdkova jt., 2016).

1.2 Esimese ja teise polvkonna sekveneerimismeetodid

Sangeri tehnoloogiat ehk esimese pdlvkonna sekveneerimismeetodit tutvustati esmakordselt
1977. aastal avaldatud artiklis, kus Frederick Sanger kolleegidega kirjeldas uusimat meetodit
DNA-s nukleotiidide jarjestuse mddramiseks DNA poliimeraas I abil. (Sanger jt., 1977).
Sangeri sekveneerimismeetodit kasutati Inimese genoomi projektis (The Human Genome
Project), mis osutus viga kalliks. (Collins jt., 2003). Suure kulukuse ja tohutu ajamahu tottu
tootati vilja uue generatsiooni sekveneerimismeetodid (NGS) eesmérgiga saada odavamad,
suurema ldbilaskevdoime ja tdpsusega tehnoloogiad. NGS kasutuselevotmine vidhendas
mérgatavalt sekveneerimise hinda, mis miljoni aluspaari kohta on Sangeri meetodi puhul 2400
dollarit, tdnapédeval Hiseq 2000 puhul vaid 0,07 dollarit. (Liu jt., 2012). NGS kasutatakse ka
metatranskriptoomikas (Lee jt., 2013) kuigi esimesed massiivsed t66d ilmusid Sangeri meetodit
kasutades. Korge ldbilaskevdimega NGS sekveneerimismeetodid nagu Illumina HiSeq, MiSeq
ja NovaSeq sekveneerimine pakuvad kdrget taksonoomilist ja funktsionaalset katvust ning
parandavad arusaama mikroorganismide 6koloogiast. (Tedersoo jt., 2015). Need viljastavad
lihikesi, 300 bp (aluspaari) pikkusi jérjestusi viga kdrgel ldbilaskevdimel (20, 300 ja 6000 GB)
ja lisaks pakuvad fragmendi modlema otsa sekveneerimisel korgkvaliteetsete

sekveneerimistulemuste saamist. (Nilsson jt., 2019). Metagenoomika ja metatranskriptoomika
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on meetodid, mille abil on vdimalik mdista taimede ja mikroobide vahelisi interaktsioone ning
kirjeldada vastavalt kogu koosluse genoome ja geenide ekspressiooni. Need meetodid on kdige

efektiivsemad kombineeritult. (Carvalhais jt., 2013).

1.3  Metagenoomika

Metagenoomika on meetod, mille abil on vdimalik vélja selgitada kodigi keskkonnas olevate
aktiivsete ja inaktiivsete organismide genoomsed kodeerivad ja mittekodeerivad jérjestused,
mille pohjal saab teha jareldusi organismide potentsiaalse funktsiooni ja taksonoomilise
kuuluvuse kohta. (Aguiar-Pulido jt., 2016). Metagenoomika eelis markergeenide
sekveneerimise ees on voime tuvastada organisme nende liigi voi tiive tasemeni. Kogu koosluse
DNA sekveneerimine annab osalise lilevaate mikroobikoosluse funktsionaalsusest, aga ei paku
informatsiooni terves koosluses ekspresseeritud geenide kohta. Seevastu metatranskriptoomika
pohirdhk on kiisimusel: ,Milliseid geene ekspresseeriti kollektiivselt erinevates
keskkonnatingimustes?*“. Metatranskriptoomi sekveneerimine toob vilja organismid, mis on

aktiivsed. (Cao jt., 2017; Aguiar-Pulido jt., 2016).

Petr Baldrian ja kolleegid (2012) iihendasid mikroobikoosluste uurimiseks 16S rRNA
geenijédrjestused ja RNA sekveneerimisel saadud 16S rRNA transkriptide jarjestused bakterite
médramiseks ning rRNA geenide vahel asuvad sisemiselt transkribeeritavaid speisser (ITS)
regioonid nii DNA- kui ka RNA-pdhiselt seente midramiseks (seentel ei ole ainuiiksi rRNA
geenid liikide eristamiseks piisavad, vaid selleks kasutatakse ITS jérjestusi; Nilsson jt., 2019).
Seente ITS jérjestusi on mullas 1000-10000 korda vdhem kui bakterite 16S rRNA geenide
jérjestusi (Baldrian jt., 2012; Tedersoo jt., 2015). Selgus, et mitmed seente ja bakterite OTU-d
olid unikaalsed DNA-pdhises analiiiisis, ent teised esinesid ainult RNA-pdhises analiiiisis. See
nditab, et DNA-pohistel uuringutel jadb teatud osa mikroobikooslusest tuvastamata. (Baldrian
jt., 2012). Metagenoomika limiteerivaks faktoriks on ka analiiiisimeetodid, mis toetuvad
osaliselt varem sekveneeritud genoomidest pirit infole ja tulemused on seetdttu mojutatud
konkreetsete sekveneeritud genoomide poolt. Samuti on massiline metagenoomide

sekveneerimine veel iisna kallis. (Quince jt., 2017).



1.4  Metatranskriptoomika

Arvatakse, et mikroobikoosluste pdhjalikumaks uurimiseks on vaja metagenoomika ithendada
nditeks metatranskriptoomikaga. (Aguiar-Pulido jt., 2016). Metatranskriptoomiliste analiiiiside
meetod pShineb kogu RNA-st valmistatud cDNA sekveneerimisel. See on hindamatu meetod
koosluses olevate metaboolselt aktiivsete mikroobide eristamisel. (Cao jt., 2017).
Metatranskriptoomika annab vdimaluse tuvastada kdik elusad mikroorganismid, sealhulgas
bakterid, arhed ja viirused ning selgitada vélja nende funktsioonid ning geeniekspressiooni
tasemed kindlatel ajahetkedel ja keskkonnatingimustel. (Toseland jt., 2014). See vdimaldab ka
mullas elavate protistide mitmekesisust uurida, mida seni on tehtud vihem kui prokariiootide
ja eukariiootide puhul. (Geisen jt., 2015). Sellel on suur potentsiaal bioloogilise aktiivsuse
informatsiooni  avastamiseks, mida teised genoomilised uuringud ei vdimalda.
Metatranskriptoomika néitab ka millised regulatoorsed mehhanismid geeniekspressiooni
reguleerivad ehk kuidas peremees-mikroobi ja  mikroob-mikroobi omavaheline

interakteerumine muudavad mikrobioomi terviklikkust. (Bashiardes jt., 2016).

Interaktsioonide tuvastamiseks metatranskriptoomide pdhjal tuleb arvestada eksperimentide
dige kavandamisega. Uks vdimalustest on vaadelda vdimalikult palju parameetreid korraga —
nii metagenoomi, metatranskriptoomi, keskkonnafaktoreid, metaproteoomi ja metaboloomi -
ja seejérel uurida tekkinud transkriptsiooniliste mustrite vastust mdoddetud muutujatele. Sel
viisil on raske tuvastada, millised mdddetud muutujatest tdesti transkriptsiooni mdjutavad.
Alternatiivne viis on kontrollitud katsete 14bi viimine, mis hdlbustab geenide ja geneetiliste
radade tuvastamist. (Carvalhais jt., 2013). Metatranskriptoomilistes vordlusandmebaasides on
aga puudus korge kvaliteediga, korrektselt annoteeritud ja fiilogeneetiliselt mitmekesistest
genoomidest, mistdttu on transkriptide ja metatranskriptoomiliste andmete tdlgendamine
limiteeritud. (Kuske jt., 2014). Samuti on metatranskriptoomi limiteerivaks faktoriks
proovidest ribosomaalse RNA (rRNA) eraldamine, mis ei pruugi alati onnestuda. rRNA suur
hulk segab transkriptoomilisi uuringuid vdhendades informatsiooni RNA (mRNA) hulka
proovides. Teine probleem on mRNA ebastabiilsus, mis vdib tekitada sekveneerimisele
eelnevalt muudatusi RNA kvaliteedis. (https://www.cd-genomics.com/the-principles-

workflow-and-applications-ofmetatranscriptomic sequencing.html).
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Joonis 1: Metatriipkoodistamise (vasakul), metagenoomika (keskel) ja metatranskriptoomika
(paremal) vordlus. Saadud toorjirjestused ldbivad koigepealt kvaliteedifiltrid. Bakterite puhul
kasutatakse taksonite médramiseks peamiselt 16S rRNA geenide jarjestusi, mida saadakse kas PCR
kasutades vOi metagenoomist 16S geeni jarjestuste eemaldamises, mille jarel sekventsid klasterdatakse
OTUdeks, mis esindavad sarnaseid organisme ja médratakse igale OTU-le taksonoomiline kuuluvus,
mis pohineb saadud jirjestuse ja 16S rRNA andmebaasi vahelises homoloogias. Metagenoomika ja
metatranskriptoomika puhul (shotgun sekveneerimine) jirjestused assambleeritakse kontiigidesse ja
seejérel kaardistatakse andmebaasistatud geenide sarnasuse alusel. Metagenoomika puhul saab DNA
jérjestused kaardistada referentsgenoomi voi geeni kiilge voi kasutada de novo geenide assambleerimist.
Seejérel saab hinnata genoomide voi geenide suhtelist arvukust ja jarjestuste potentsiaali kasutades
annoteeritud andmebaase. Metatranskriptoomi uuringutel analiiiisitakse mikrobioomi aktiivseid geene.
Saadud RNA jérjestused kaardistatakse geenide ja geneetiliste radade kiilge. Metatriipkoodistamise,
metagenoomika ja metatranskriptoomika tulemusi kasutatakse vastavalt mikroorganismide arvukuse,

geenide ja aktiivsete geenide/organismide tuvastamiseks. (Muudetud joonis Bikel jt., 2015).

Metatranskriptoomikat kasutatakse ka inimese mikrobioomi uurimiseks. (Ottman jt., 2012).
Inimese mikrobioomi véartalitused tulenevad erinevatest haigustest. NGS meetodid pakuvad
tohusat voimalust mikroobikoosluste ja nendes toimuvate muutuste uurimiseks, mistdttu voib
inimese mikrobioomi kasutada kui biomarkerit haiguse varajaseks avastamiseks. (Morgan ja
Huttenhower, 2012).
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1.5  Metatranskriptoomi analiiiisimeetodid ja tarkvara

1.5.1 RNA terviklikkus ja RIN viartus

RNA ekspressiooni uuringud - c¢DNA (komplementaarne DNA) raamatukogude
sekveneerimine, mikrokiiptehnoloogia ja Northern blotting analiiis nduavad kdorge
kvaliteediga RNA-d ja seega on kvaliteetse RNA eraldamine véga oluline. RNA analiilisimine
geelelektroforeesil denatureerival agaroosgeelil on kdige levinum meetod RNA terviklikkuse
kontrollimiseks, mis annab tulemuseks selged 28S ja 18S rRNA transkriptide béndid. Selle

meetodi puuduseks on vajamineva RNA suur kogus, mis on tavapéraselt umbes 200 ng.

Alternatiivne meetod RNA analiilisimisele geelelektroforeesil on Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies), mis nditab RNA kontsentratsiooni ja puhtust, mille pdhjal arvutatakse
RIN vairtus. Selle meetodi kasutamisel on eeliseks vaid 1-10 ng/ul proovi kohta vajaminev
RNA kontsentratsioon ja andmete kujutamine nii geelelektroforeesi pildina, tabeli kujul kui ka
elekroferogrammina. (https://www.thermofisher.com/ee/en/home/references/ambion-tech-
support/rna-isolation/tech-notes/is-your-rna-intact.html). RIN  vairtus ehk  RNA
intaktsusnumber on oluline geeniekspressiooni mddtmise vahend. (Schroeder jt., 2006). See on
meetod RNA kvaliteedi hindamiseks skaalal 1-10, kus 1 téhistab lagunenud RNA-d ja 10
intaktset ehk hea kvaliteediga RNA-d. Protsess algab RIN viirtuste valideerimisest, et
saavutada ldvivddrtus Onnestunud ja ebadnnestunud katsete vahel. Seda saab teha
mikrokiiptehnoloogiaga vdi RT-PCR-ga (pOdrdtranskriptsiooni poliimeraasi ahelreaktsioon).
Peale lavivaartuse saavutamist saab seda kasutada RNA QC (RNA sekveneerimistulemuste
kvaliteedikontrolli meetod) testis. Koik RIN vadrtused, mis on suuremad kui ldvivaartus,
labivad QC  testi. Léavivédidrtusest madalamad RIN  véidrtused eemaldatakse.

(https://www.agilent.com/cs/library/applications/5989-1165EN.pdf).

12



3N Intact RNA: RIN 10

Ruarascence
=

8
g Partially degraded
g RNA: RIN 5
&
30-
325
L —
§ 20 Strongly Degraded
15+ RNA: RIN 3
& 10
0.5-
0.0+

9 24 23 3 3@ 44 48 54 58 B4 69
\_ Time (seconds) Y,

Joonis 2. RNA analiiiis Agilent 2100 Bioanalyzer masinal. Ulemine elektroferogramm niitab parimat
voimalikku tulemust ehk mittelagunenud RNA-d vairtusega 10. Keskmine kujutab osaliselt lagunenud
RNA-d RIN viirtusega 5 ning alumine tugevalt lagunenud RNA-d RIN védrtusega 3.
(https://www.agilent.com/cs/library/applications/5989-1165EN.pdf).

Bioloogilisi RNA proove siilitatakse pdhiliselt -20 °C, -80 °C juures voi vedelas lammastikus
(LN) (Hernandez jt., 2009). Vedelas limmastikus proovide sdilitamine hoiab proove
temperatuuril, mis jadb alla vee klaasistumispunkti ehk umbes -135 °C juures, peatades
bioloogilise aktiivsuse ja takistades bioloogilise proovi lagunemist.
(https://www.thermofisher.com/blog/biobanking/is-liquid-nitrogen-the-only-gold-standard-

for-long-term-sample-storage/). Tuleks leida alternatiivseid meetodeid proovide sdilitamiseks,
mis oleksid stabiilsemad ja annaksid tulemuseks eraldatud RNA parima voimaliku
kvaliteediniitaja. RNA kvaliteedi ehk RIN védirtuse mdju transkriptoomi sekveneerimisele on
uuritud ka enne kiiesolevat bakalaureusetood. Uldiselt on teada, et RIN viirtus mdjutab edasist
cDNA raamatukogude siinteesi ja saadud tulemusi. Kuidas aga mdjutavad proovide erinevad
sdilitusmetoodikad siinteesitud RNA kvaliteeti ning sellest tulenevalt omakorda siinteesitavaid

RNA raamatukogusid? Milliseid alternatiivseid meetodeid on vdimalik bioloogiliste proovide
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sdilitamiseks kasutada? Antud bakalaureuset6os séilitati bioloogilisi proove lisaks vedelale

lammastikule, -86 °C ja -20 °C juures kiilmutamisele ka +4 °C juures ja TCO»-s.

1.5.2 Analiiiisikeskkonnad ja andmebaasid

Metagenoomi ja metatranskriptoomi analiilisiks on loodud mitmed késurea pealt tootavad
programmid, mis vajavad ithe vdi mitme programmeerimiskeele oskust. Uheks neist on
metaSPAdes (metagenoomiliste andmete konveier), mida kasutatakse sekveneerimisjargselt
toorfailide assambleerimiseks enne edasist analiiiisi. (http://bioinf.spbau.ru/en/spades3.7; Nurk
jt., 2017). MG-RAST (metagenoomika analiiiisiserver) on keskkond, kuhu fasta voi fastq
formaadis jdrjestuste iiles laadimine ja nende normaliseerimine vdimaldab ligipdédsu
fiillogeneetilisele ja metaboolsele andmestikule. Seoses sekveneerimishindade pideva
langemise ja andmemahtude suurenemisega on sellised kédepérased analiilisimeetodid nagu
MG-RAST olulisel kohal. (Meyer jt., 2008; Wilke jt., 2015). MG-RAST vdimaldab ka mitmete
metagenoomide ja genoomide vordlevat analiiiisi. (Sun jt., 2015). Vordluseks saab tulemused
ithendada KEGG (geenide ja genoomide nomenklatuuri entsiiklopeedia), eggNOG
(ortoloogsete rithmade andmebaas), COG (valkude funktsiooni andmebaas) ja SEED (de novo
annotatsioonide platvorm) andmebaasidega mitmel resolutsioonitasandil. (Thomas jt., 2012).
COG andmebaasi pohiline rakendus on organismide genoomides leiduvate valkude funktsiooni
tuvastamine. (Tatusov jt., 2000). Lisaks voimaldab see genoomi evolutsiooni uuringuid
arendada. COG andmebaas sisaldab pdhiliselt bakterite ja arhede genoomset infot. (Tatusov jt.,
2001). eggNOG andmebaas sisaldab lisaks infot ka eukartiootide kohta. (Jensen jt., 2008).
KEGG andmebaas ithendab teatud geenid rakus olevate geneetiliste radade voi kompleksidega,
poOhiliselt metabolismi ja ortoloogiaga. (Kanehisa ja Goto, 2000). SEED annab vdimaluse
avastada ja edasi arendada de novo annotatsioone ja sisaldab endas ka Subsystems andmebaasi.
(Overbeek jt., 2014). Metagenoomide analiilisimiseks saab kasutada ka IGM/M
(metagenoomika andmebaas) keskkonda, mis sisaldab infot nii eukariiootide, bakterite,
viiruste, plasmiidide, geenifragmentide kui ka metagenoomide ja metatranskriptoomide kohta.
(Chen jt., 2016)
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmiirgid

Esimese projekti eesmargid olid jairgmised:

e Vaadelda kas ja kuidas RNA erinevatest sdilitusmeetoditest tulenev proovide kvaliteet
peegeldab ja indikeerib geeniekspressiooni analiiiisi tulemusi.

e Leida tavapérastele proovide siilitusmeetoditele voimalikke alternatiivseid meetodeid,
mis parandaksid eraldatud RNA kvaliteeti.

o Identifitseerida bioloogilistes proovides leiduvad organismid ja tuvastada nende
erinevaid funktsioone mullas vaadeldes analiiiisikeskkondade MG-RAST ja
BigTableViewerLite tdhusust metatranskriptoomiliste proovide analiiiisimisel.

Teise projekti eesmérgid olid:
o Identifitseerida bioloogilistes proovides leiduvad organismid ja tuvastada nende

erinevaid funktsioonid mullas.

2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Proovialad ja tootlused

Esimese projekti jaoks korjati Ravila tinaval asuva Tartu Ulikooli keemia instituudi vastas
olevast hooldamata pargialalt mullaproovid, mis séilitati kindlate ajaintervallide tagant kuivas
jaas (TCOy), -20 °C, -86 °C, 4 °C juures ja vedelas ldmmastikus (Tabel 1). Proovid korjati

kahelt alalt, punktist A ning punktist B, mille omavaheline kaugus oli umbes 80 meetrit (Joonis
3).
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Joonis 3. Proovivotukohtade asukohad kaardil. Proovid korjati kahest punktist, proovivotukohast A

ja proovivotukohast B, mille omavaheline kaugus oli umbes 80 meetrit ja mis on kaardil tdhistatud kahe

méirgisega.

Tabel 1: Korjatud bioloogiliste proovide sdilitusviisid. Pérast ndidatud aega viidi proovid -86°C juurde

kuni RNA eraldamiseni.

Séilitamise viis | 1 minut 10 minutit 40 minutit | 4 tundi | 24 tundi | 5 pdeva
TCO; +

-20 °C + + + + + +
-86 °C +

4°C + + + + +
LN + + + + +

Teine osa toOst oli varasemast pooleli jadnud 36 proovi metatranskriptoomiline analiiiis.
Proovid olid korjatud ujutamiskatsetega mérgalalt (kuus ujutatud ala ja kuus kontrollala) Ulo
Manderi toorithma poolt Agalis kolmel eri ajal enne, niddala pérast ja mitu kuud pérast
ujumiskatset ning koheselt vedelasse lammastikku kiilmutatud. RNA eraldus ja muu analiitisile
eelnev t60 olid Dr. Ingrid Liivi poolt tehtud. cDNA raamatukogud olid valmistatud ja
sekveneeritud Eesti Biokeskuses, kasutades polyA praimereid. Metatranskriptoomi analiiiisi
teostasin perioodil 25.02-01.03.2019 Tsehhis, The Czech Academy of Sciences instituudis, Dr.

Petr Baldriani ja Dr. Tomas Vetrovsky juhendamisel.
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2.2.2 Fenool-kloroform lahuse valmistamine

RNA eraldamiseks Qiagen Rneasy PowerSoil Total RNA Kit komplektiga valmistati eelnevalt
fenool-kloroform segu, mille pH oleks vahemikus 6,5-8 ning 16ppmaht 6 proovi eralduseks
oleks 25 ml. Selleks vdeti fenool, kloroform ja isoamiiiilalkohol ruumalasuhtega 25:24:1, ehk
kokku segati 12,5 ml fenooli, 12 ml kloroformi ja 0,5 ml isoamiiiilalkoholi. Seejérel lisati 4 ml
destilleeritud vett ja oodati 10 min vesilahuse tekkeni. Mdddeti pH ja lisati vastavalt vajadusele

Tris lahust, mille 1 ml tdstis pH-d umbes 0,2 iihiku vorra.

2.2.3 RNA ja DNA eraldus

RNA eraldati Qiagen Rneasy PowerSoil Total RNA Kit komplekti protokolli jargi. Selleks lisati
kaalutud 2,0 grammi mullaproovi 15 ml graanultuubidesse. Proovidele lisati 2,5 ml Bead
Solution lahust, 0,25 ml SR/ lahust, 0,8 ml /RS lahust ja 3,5 ml fenool-kloroform-
isoamtiiilalkohol segu. Proovidele tehti vortex maksimaalsel kiirusel 15 min. Seejérel
tsentrifuugiti 10 min 2500 x g. Supernatant koguti uude tuubi ja lisati 1,5 ml SR3 lahust, misjéarel
tehti uuesti vortex. Proove inkubeeriti 6 °C juures 10 min ja seejérel tsentrifuugiti 10 min 2500
x g. Lisati 5 ml SR4 lahust ja segati ning inkubeeriti toatemperatuuril 30 min. Seejirel
tsentrifuugiti 30 min 2500 x g. Supernatant eemaldati ja proove kuivatati paberil 5 min. Seejirel
lisati 1 ml SRS lahust ja pandi proovid 10 min 45 °C vesivanni ning suspendeeriti seni kuni
sade segunes. Uute tuubide sisse pandi kolonnid ja lisati 2 ml SR5 lahust ning oodati kuni see
1dbi kolonnide tilgub. Lisati RNA proov, mis samuti 14bi kolonni tilkus, peale mida lisati taas
1 ml SRS lahust ja lasti 14bi tilkuda. Kolonn asetati uude tuubi ja lisati 1 ml SR6 lahust, mis
tilkus samuti 1abi kolonni. Saadud RNA viidi uude 2,2 ml tuubi ja lisati 1 ml SR4 lahust, mida
segati ja inkubeeriti -20 °C juures iile 66. Jdrgnevalt eraldati ka DNA Qiagen Rneasy PowerSoil
DNA Elution Kit kasutades. Selleks pandi RNA eralduses kasutatud kolonnid uutesse
tuubidesse ja lisati 1 ml SRS lahust, mis tilkus 14bi kolonni tuubi. Saadud DNA pandi 2,2 ml
tuubidesse ja tsentrifuugiti 15 min 13000 x g. Supernatant eemaldati ja proove kuivatati 10 min
paberil. DNA resuspendeeriti 100 pl SR7 lahuses. Jargmisel pdeval tsentrifuugiti RNA proove
15 min 13000 x g. Supernatant eemaldati ja proove kuivatati paberil 10 min. RNA
resuspendeeriti 100 pl SR7 lahuses. Kdikidele RNA proovidele tehti koheselt ka DNase to6tlus.
Vedelikus siilitatud proovidel kasutati lisaks ka Qiagen LifeGuard Soil Preservation Solution
protokolli, mille kohaselt tuli proovidele lisada 5 ml LifeGuard Soil Preservation Solution
lahust ja teha vortex kuni terve proov on segunenud. Seejérel proove tsentrifuugiti 5 min 2500
X g ja LifeGuard Soil Preservation Solution lahus eemaldati tuubist. Jétkati vastavalt Qiagen
Rneasy PowerSoil Total RNA Kit komplekti tootjapoolsele protokollile. Antud metoodikat

kasutati mdlemas uuringus.

17



2.2.4 DNase tootlus

Proovidele tehti genoomsete DNA jddkide eemaldamiseks DNase to6tlus. Proovide DNase
tootluseks kasutati Qiagen produkti Dnase Max Kit. Omavahel segati 1 pl DNase I ensiiiimi ja
10 pl 70X DNase puhvrit. Seejirel lisati 89 pl RNase-free vett tuues 10ppmahu 100 mikroliitrini
ja proove inkubeeriti 37 °C juures 20 min. Lisati 10 pl DNase Removal Resin lahust ja
inkubeeriti toatemperatuuril 10 min. Iga 1-2 minuti jdrel proove keerati ja 10 min méddudes
tsentrifuugiti proove 1 min 13000 x g. Supernatant tdsteti uude tuubi, misjarel oli RNA valmis

edasiseks analiiiisiks.

2.2.5 RNA kvaliteedikontroll

RNA kvaliteedikontrolliks saadeti proovid Eesti biokeskusesse. Teostati ScreenTape analiiiis

eukartiootse RNA analiiiisiks, millest saadi iga proovi kvaliteedinditaja RIN véairtus (Tabel 2).

Tabel 2: RNA ScreenTape analiiiisi tulemused mitme viértusega véljadel.

Meetod ja aeg RIN véartus RIN véirtus
(proovivotukoht A) (proovivotukoht B)

TCO>, 1 minut 7,3 7,2
-20 °C, 1 minut 6,8 7,6
-20 °C, 10 minutit 7,3 7,8
-20 °C, 40 minutit 7,1 6,9
-20 °C, 4 tundi 5,7 6,3
-20 °C, 24 tundi 6,1 6,9
-20 °C, 5 pdeva 6.8 5,6
-86 °C, 10 minutit 7,4 7,1
4 °C, 10 minutit 7,9 6,2
4 °C, 40 minutit 7,5 7,6
4 °C, 4 tundi 7,5 5,3
4 °C, 24 tundi 7,0 7,8
4 °C, 5 pieva 7.4 6,6
LN, 10 minutit 7.5 5,3
LN, 40 minutit 7,3 7,5
LN, 4 tundi 7,5 6,7
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LN, 24 tundi 8,0 2,5

LN, 5 pédeva 8,3 8,1

2.2.6 cDNA siintees ja kontsentratsioonide m6otmine

cDNA siinteesiks kasutati esmalt Solis BioDyne FIREScript RT cDNA Synthesis Kit komplekti.
Koigepealt segati kokku 3 pl RNA-d, 1 pl random praimereid ja 12 pl nukleaasivaba vett.
Protokoll lubas kasutada nii random kui ka oligo(dT) praimereid, Antud t63s kasutati random
praimereid, sest need amplifitseerivad kdiki erinevaid RNA-sid (mRNA, rRNA, small RNAs).
Oligo(dT) praimerid on vaid mRNA-spetsiifilised. Proove inkubeeriti 5 min 65 °C ja seejérel
asetati jadle. Liihikese tsentrifuugimise jdrel lisati 2 ul 10x reaktsioonipuhvrit koos DTT
lahusega, 0,5 pl dNTP segu, 1 pl FIREScript RT lahust ja 0,5 pl RiboGrip RNase Inhibitor
lahust. cDNA siinteesiks kasutati PCR (poliimeraasi ahelreaktsioon) programmi 25 °C 10 min,
42 °C 30 min ja 85 °C 5 min. FIREScript RT tekitas liheahelalise cDNA ja ei sisaldanud
ensiiime, mida oleks olnud vaja teise ahela siinteesiks. Edasiseks RNA raamatukogude
stinteesiks oli vaja dsDNA-d; seega tuli leida mooduseid, kuidas ssDNA-st (itheahelalisest
DNA-st) saada dsDNA (kaheahelaline DNA) ilma spetsiaalse kitita. Vajalikud meetodid
pakkus vélja Dr. Karin Seegel firmast Solis BioDyne. Esialgsed katsetused teostati juhuslikult
valitud kahe RNA prooviga. Katsetusmeetodeid oli 6 ja seetdttu tuli cDNA-d juurde siinteesida
kasutates Solis BioDyne FireScript RT cDNA Synthesis Kit komplekti. Seejiarel mdodeti antud
proovide kontsentratsioonid kasutades Qubit® 2.0 fluoromeetrit (Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA). Tulemusteks oli proov 1 puhul 13,3 ng/uL ja proov 2 puhul 11,8 ng/uL. Jirgnevalt segati
kokku 6x2 reaktsioonisegu erinevatel meetoditel dsDNA tegemiseks. Segu sisaldas 0,5 pl 10x
BufferB lahust, 0,5 pl 25 mM MgCla, 4 ul siinteesitud cDNA segu, 0,2 ul FIREPol Pol lahust
ning 4,8 ul destilleeritud vett. Seejdrel teostati katsetused ja moddeti PCR produktide
kontsentratsioonid. Vastavad katsetusmeetodid koos tulemustega on vilja toodud allolevas
tabelis (Tabel 3). Qubit® masinaga mdddetud kontsentratsioonid olid viga madalad, mis viitas

sellele, et tegu oli praimeri dimeeridega ja antud meetodid ei ole efektiivsed.
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Tabel 3: Katsetusmeetodid cDNA kaheahelaliseks muutmisel

Meetod 1. osa 2. osa Korduste | Proov number 1 | Proov number 2
arv kontsentratsioon | kontsentratsioon
(ng/uL). (ng/uL).

1. 95 °C 5 sek 25°C10min |1 1,33 1,044

2. 95 °C 5 sek 25 °C 3 min 5 1,044 0,994

3. 95 °C 5 sek 25 °C 3 min 10 0,7 1,004

4. 95 °C 5 sek +|25°C10min | 1 0,882 0,676
jahutamine jaal

5. 95 °C 5 sek +|95°C 1sekja|5 1,184 0,698
jahutamine jdil | 25°C 3 min
+ 25 °C 5 min

6. 95 °C 20 sek + {95 °C 1 sek ja | 10 1,288 0,738
jahutamine jdil | 25 °C 3 min
+25°C 5 min

2.2.7 RNA raamatukogud

Kuna eelnev meetod ei tootanud kasutati RNA-st cDNA raamatukogude tegemiseks New
England Biolabs NebNext Ultra II RNA Kit komplekti, mis tagab ka ribosomaalse RNA
eemaldamise proovidest. Kasutati random praimereid eesmérgiga tuvastada nii prokariioote kui
eukariioote. Varasemalt olid maérgala katse cDNA raamatukogud tehtud Eesti Biokeskuses
kasutades Illumina TruSeq Stranded mRNA Kit komplekti ja polyA praimereid, mis nditavad
peamiselt eukariiootide transkripte. Protokolli kohaselt vajasid proovid RIN véirtusega 2-6
esimeses PCR tsiiklis liihemaajalist fragmenteerimist, kui proovid, mille RIN viirtus oli 7 ja
enam. Samuti tuli teha 20 ng/ul lahjendused (Lisa 1). Madala kontsentratsiooniga proovidele

lahjendusi ei tehtud. Proovid sorteeriti RIN véartuste alusel.

T60 teostati vastavalt ametlikule protokollile 8-16 proovi kaupa. Jddl segati kokku 5 pl
lahjendatud RNA-d, 4 ul NEBNext First Strand Synthesis reaktsioonipuhvrit ja 1 pl random
praimereid, seejérel asetati proovid termotsiiklerisse. Proovid, mille RIN véértus oli 2-6, vajasid
94 °C juures 7-8 min ja RIN véirtusega 7 voi enam, 94 °C 15 min inkubeerimist. Seejirel pandi
proovid koheselt jdile ja jatkati itheahelalise cDNA siinteesiga. Selleks hoiti proove jdil ja lisati

8 ul vett ja 2 ul NEBNext First Strand Synthesis Enzyme Mix lahust. Peale segamist inkubeeriti
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proove termotsiikleris 25 °C 10 min, 42 °C 15 min, 70 °C 15 min. Seejérel jitkati koheselt
kaheahelalise cDNA siinteesiga. Selleks segati saadud iliheahelaliselele produktile juurde 8 pl
NEBNext Second Strand Synthesis reaktsioonipuhvrit, 4 ul NEBNext Second Strand Synthesis
Enzyme Mix lahust ja 48 pl nukleaasivaba vett, proove segati ja inkubeeriti termotsiikleris 16°C
juures 1 tund. RNA lahus tdsteti imber 2 ml tuubidesse, lisati 144 pul NEBNext Sample
Purification Beads lahust ja segati ning inkubeeriti 5 min toatemperatuuril. Proovid pandi
magnetrestile ja oodati kuni segu selgineks; seejarel eemaldati supernatant ja lisati 200 pl 80%
etanooli, inkubeeriti toatemperatuuril 30 sek ja eemaldati etanool. Etanooliga pesemise
protsessi korrati. Proove kuivatati tuubid avatult 5 min ja seejirel eemaldati magnetaluselt.
Lisati 53 pl 0,1X TFE puhvrit, segati, tehti lithiajaline tsentrifuug ja inkubeeriti 2 min
toatemperatuuril. Proovid pandi magnetrestile ja oodati seni, kuni segu oli selginenud. Vdeti 50
ul supernatanti ja pandi taas mikrotuubidesse. Proovidele lisati 7 ul NEBNext Ultra Il End Prep
reaktsioonipuhvrit ja 3 ul NEBNext Ultra Il End Prep Enzyme Mix lahust, tervet segu pipeteeriti
iiles-alla iile 10 korra, et segu korralikult seguneks. Proovid ldksid termotsiiklerisse
inkubeerima 20 °C 30 min ja 65 °C 30 min. Sellele jirgnes adapterite ligeerimine, milleks tuli
teha Adaptor Dilution Buffer kontsentraadi 5-kordsed lahjendused. Seejdrel lisati igale cDNA-
le 2,5 pl saadud lahjendust, 1 pwl NEBNext Ligation Enhancer lahust ja 30 ul NEBNext Ultra 11
Ligation Master Mix lahust. Pipeteeriti iiles-alla iile 10 korra. Seejirel pandi proovid
termotsiiklerisse 20 °C juurde 15 min. Lisati 3 pl USER Enzyme lahust, segati ja pandi uuesti
termotsiiklerisse 37 °C juurde 15 min. Lisati 87 ul NEBNext Sample Purification Beads lahust
ja segati; inkubeeriti toatemperatuuril 5 min. Proovid pandi magnetrestile ja oodati kuni segu
selgineb. Seejirel segu eemaldati ja lisati 200 pl 80% etanooli; inkubeeriti 30 sek ja eemaldati
etanool. Etanooliga pesemise protsessi korrati. Proove kuivatati lahtiselt 5 min ja seejérel
eemaldati magnetilt. Lisati 17 pl 0,1X 7E lahust ja segati, inkubeeriti 2 min toatemperatuuril ja
asetati taas magnetile, seniks kuni proovid on selginesid. 15 pl supernatanti tdsteti uutesse PCR
tuubidesse ja lisati 25 ul NEBNext Ultra II Q5 Master Mix lahust ja 10 ul indekseid, segati ja
sellele jargnes PCR iiks tsiikkel 98°C 30 sek, kuus tsiiklit 98 °C 10 sek ja 65 °C 75 sek ning 65
°C 5 min. Proovidele lisati 45 pul NEBNext Sample Purification Beads lahust, suspendeeriti ja
inkubeeriti toatemperatuuril 5 min. Proovid asetati magnetrestile ja kui sade segunes, eemaldati
supernatant. Lisati 200 ul 80% etanooli, oodati 30 sek ja eemaldati etanool. Etanooliga pesemist
korrati. Proove kuivatati tuub avatult 5 min ja seejérel lisati 23 pl 0,1X 7E lahust ja inkubeeriti

2 min. Proovid pandi seejirel uutesse mikrotuubidesse ja séilitati -20 °C juures.
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2.2.8 Bioinformaatiline analiiiis

Esimese projektiga tekkis cDNA-de siinteesimisel eelnevalt toos lahti seletatud probleeme (vt
ptk 2.2.6), millele oli raske kiiret lahendust leida ja seetdttu oli protsess aegandudvam, kui
algselt planeeritud. Analiiiisi tuli alustada Ingrid Liivi poolt 1dpetamata mirgala katse proovide
cDNA raamatukogude sekveneerimistulemuste analiiiisimisest. See aga andis hea vdimaluse
nidha, kuidas metatranskriptoomiline analiiiisi kédib, et hiljem enda proovide peal sama meetod
labida.

Saadud sekveneerimistulemuste analiiiisimiseks MG-RAST keskkonnas on vaja toorfailid
eelnevalt lahti pakkida ja seejirel ka assambleerida kasutades metaSPAdes programmi.
metaSPAdes programmi kasutamisel andis héid népunditeid bioinformaatik Reidar Anderson.
Assambleerimine on vajalik, sest liksikute jirjestuste analiilisimine MG-RAST keskkonnas ei
annaks soovitud tulemust. Uksiku jirjestuse pikkus on keskmiselt 90 aluspaari, aga tiiiipilise
metagenoomse kontiigi pikkus pérast assambleerimist on keskmiselt ligi 450 aluspaari (Tabel
5). Assambleerides saab koik failid omavahel iihendada. Jérjestuse pikkusest soltub
annoteerimise kvaliteet ehk e-véirtus, mis on hea vahemikus 1e?° kuni 1e3° (Joonis 4). See

pole saavutatav tiksikute jérjestustega, kuna need on liiga lithikesed.
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Joonis 4. Mérgala katse proovide MG-RAST analiiiisi tulemused. X-teljel on erinevad andmebaasid,
milles vastavaid annoteeritud lugemeid leiti. Y-teljel on lugemite arv. Heaks e-vdértuseks peetakse

vaartusi, mis on joonisel kujutatud punase ja oranzina. (https://www.mg-rast.org).

Edasine bioinformaatiline analiiiis toimus TSehhis, Prof. Petr Baldriani ja Dr. Tomas Vetrovsky
juhendamisel. MG-RAST keskkond ei tuvasta seenetaksoneid ja seetdttu kasutati ka Tomas
Vetrovsky loodud BigTableViewerLite programmi (Vetrovsky jt., avaldamata). See vdimaldab

tapsemalt vaadelda néiteks metabolismi voi rakuliste protsessidega seotud eukariiootide liike ja
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arvukust proovides. Antud programm on veel looja poolt tdiustamisel ja seega ei ole see

internetist alla laetav.

2.2.9 Statistiline analiiiis

Statistiline analiilis viidi ldbi programmipaketis Statistica (versioon 13, StatSoft Inc.). RIN
védrtuste analtitisimiseks kasutasin kolmefaktorilist dispersioonanaliilisi, kus proovipunkt, aeg
ja meetod olid seletavad kategoorilised tunnused. Kuna iikski faktor ei olnud statistiliselt
oluline, kasutasin ka regressioonanaliilisi, et tuvastada ajafaktori modju (aeg minutites
transformeeriti log2-funktsiooniga) RIN viirtustele. Statistiliselt oluliseks pidasin

olulisustdendosust (P-védrtus) olulisusnivool a<0,05.
2.3 Tulemused ja arutelu
2.3.1 Esimese projekti proovide erinevate siilitusmeetodite analiiiis

Antud bakalaureusetods kasutatud bioloogilisi proove siilitati kuuel eri meetodil, millest kolm
olid levinud meetodid ja 2 alternatiivset meetodit. RNA kvaliteedikontroll andis tulemuseks

iga proovi RIN véirtuse ehk RNA intaktsusnumbri. (Joonis 5).
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Joonis 5. Esimese projekti proovide kvaliteet vastavalt siilitusmeetodile. X- teljel proovide erinevad
séilitusmeetodid koos ajaga, Y-teljel RIN véirtus. Sinisega on kujutatud proovivotukohast A korjatud
proovid, oranziga proovivotukohast B korjatud proovid. Visuaalselt on eristatav proovivotukoha B RIN

vadrtuste suurem varieeruvus.
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Joonis 6. Bioloogiliste proovide siilitamise aja mojutatavus RIN védrtuse poolt. X-teljel on kujutatud

RIN viértused, Y-teljel aeg minutites log2 skaalal.

Antud katsete kdigus taheti teada, kas proovide erinevad sdilitusmeetodid mojutavad RNA
kvaliteeti RIN véirtusena ja sellest tulenevalt ka edasist cDNA raamatukogude siinteesi.
Tulemuste pohjal saab Gelda, et RNA kvaliteedianaliiiisi tulemused ei erine mirgatavalt
tulenevalt erinevast sdilitusmeetodist (F326=0,446; P=0,722), ajast (Fs26=0,532; P=0,750) ega
erinevast proovivotukohast (Fi26=3,108; P=0,090). Proovivotukoha puhul on P-véértus kiill
teiste niitajatega vorreldes vdiksem ja ldhedasem olulisusnivoole, aga siiski mitte oluliseks
peetav. Minimaalne RIN véirtus esines 24 tundi vedelas ldmmastikus (proovivotukoht B)
sdilitatud proovil, mille RNA on RIN véirtuse pohjal tugevalt lagunenud. See ebaloogiline
erinevus vOib tuleneda RNA eraldamisel tekkinud vigadest, sest RNA eraldus on viga tundlik
temperatuuri ja protokollist kdrvalekaldumise poolest. Uldiselt dnnestub RNA eraldus kdigi
antud bakalaureusetdos kasutatud séilitusmeetoditega. RNA-de, mis olid séilitatud +4 °C juures
ja TCO2-s tulemused ei erine suuresti tavapéraselt eelistatud sdilitusmeetoditest ega ei anna
silmndhtavalt paremaid tulemusi, seega alternatiivseid sdilitusmeetodeid ei leitud. RNA
sdilitusmeetodite mdju uurimine transkriptoomile on pooleli, sest andmete MG-RAST

keskkonda laadimine vOtab mitu nddalat.
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2.3.2 RNA raamatukogude analiiiis

2.3.2.1 Mirgala katse analiiiisimine

MG-RAST keskkond vdimaldab néha proovides séilinud ribosomaalse RNA suhtelist hulka.
Metatranskriptoomiliste proovide kisitlemisel on oluline, et ribosomaalne RNA saaks
voimalikult suures hulgas eemaldatud. Antud proovides kogumahust oli vaid 9,65%
ribosomaalne RNA, mis on védga hea tulemus ja niitab, et RNA eraldused on teostatud

kvaliteetselt (Joonis 7).

® Tundmatu valk - 38274
(51,70%)

m Annoteeritud valk - 28618
(38,65%)

m Ribosomaalne RNA - 7146
(9,65%)

Joonis 7. Annoteeritud valku kodeeriva mRNA hulk mirgala katse proovides. Antud proovide
kogumahust oli 9,65% ribosomaalne RNA.

Jargnevalt analiiisiti MG-RAST keskkonnas proovides leiduvate eukariiootide, bakterite,
viiruste ning arhede hulka (Joonis 8). Domeeni tasemel tulemused néitavad suurt eukariiootide
transkriptide hulka (79,41%), lisaks ka vdhesel hulgal baktereid (19,94%), viiruseid (0,32%),
arhesid (0,21%) ning tuvastamata jirjestusi (0,08%). Suur eukariiootide transkriptide hulk
tuleneb mérgala katse cDNA raamatukogude konstrueerimisel polyA praimerite kasutamisest.
Random praimerite kasutamine, nagu seda tehti esimese projekti puhul, oleks andnud nii
prokariiootide kui eukariiootide transkriptid ja oleks vdimaldanud pdhjalikuma analiiiisi

koostamist.
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m Eukariioodid - 25294 (79,41%)
m Bakterid - 6352 (19,94%)
m Viirused - 103 (0,32%)
Arhed - 68 (0,21%)
® Tuvastamata jarjestused - 24

(0,08%)
® Muu - 13 (0,04%)

Joonis 8. Mirgala katse tulemused domeeni tasandil. Proovid sisaldasid iilekaalukalt eukariioote

(79,41%). Eukartiootide suur arvukus proovides tulenes polyA meetodi kasutamisest.

MG-RAST paneb tulemused automaatselt vastavusse ka Subsystems ja COG andmebaasidega,
voimaldades lisaks proovis leiduvate mikroorganismide identifitseerimisele ka erinevate
funktsioonide tuvastamist. Subsystems tasandil analiilis nditas mirgatava iilekaaluga valkude
metabolismiga seotud transkripte (4313) (Joonis 9). COG analiiiis nditas, et proovides leiduvad

mikroorganismid on pohiliselt seotud informatsiooni sdilitamise ja tootlemisega (Joonis 10).

®m Aminohapped ja nende derivaadid (274)
m Siisivesikud (449)
m Rakkude jagunemine ja rakutsiikkel (9)
Rakusein ja kapsel (27)
m Klastritel pohinevad allsiisteemid (280)
m Kofaktorid, vitamiinid, pigmendid (98)
m DNA metabolism (24)
m Puhkelolek ja sporulatsioon (3)
m Rasvhapped, lipiidid ja isoprenoidid (53)
® Raua omastamine ja ainevahetus (4)
B Membraanitransport (27)
® Aromaatsete ihendite metabolism (21)
= Muu (105)
m Liikuvus ja kemotaksis (3)
Lammastiku metabolism (66)
Nukleosiidid ja nukleotiidid (95)
m Faagid, transporditavad elemendid, plasmiidid (35)
m Fosfori metabolism (8)
m Fotosiintees (7)
m Kaaliumi metabolism (5)
@ Valkude metabolism (4313)
= RNA metabolism (127)
m Regulatsioon ja rakusignaalid (70)
m Respiratsioon (155)
m Sekundaarne metabolism (11)
Stressivastused (204)
Viivli metabolism (25)
Virulentsus (24)
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Joonis 9. Subsystems andmebaasi tulemused. Proovides leidub iilekaalukalt valkude metabolismiga

seotud transkripte, lisaks ka mérgataval mdaral mRNA-sid.

® Informatsiooni sdilitamine ja
tootlemine - 8081 (44,91%)

m Rakulised protsessid ja
signalisatsioon - 4674 (25,96%)

= Ainevahetus - 2766 (15,36%)

Teadmata - 2483 (13,79%)

Joonis 10. COG analiiiisi tulemused. COG analiiiis néitab, et proovides leiduvad mikroorganismid on

pohiliselt seotud informatsiooni séilitamise ja tootlemisega (44,91%).

Mairgala proovide cDNA raamatukogud olid siinteesitud kasutades polyA praimereid, seega
vaadeldi edasises analiilisis vaid eukartioote. Esmalt uuriti antud proovides olevate
eukariiootide metabolismi (Joonis 11). Metabolismiga seotud eukariiootide arvukusest
domineeris Basidiomycota (37,71%), millele jirgnesid Ascomycota (19,29%) ja Eukaryota
(11,48%). Seejdrel wuuriti ldhemalt ka rakulistes protsessides osalevaid eukariioote.
BigTableViewerLite programm néitab raku liikuvuse, kasvu, surma, transpordi, katabolismi ja
rakkudevahelise suhtlusega seotud eukariioote (Joonis 12). Rakulistes protsessides domineeris
iilekaalukalt Fukaryota (51,08%), millele jargnesid Arthropoda (14,26%) ja Basidiomycota
(12,74%).
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B Microsporidia (0,12%)

® Chlorophyta (3,30%)

= Eukaryota (11,48%)
Chordata (9,78%)

= Nematoda (5,86%)

® Apicomplexa (1,32%)

m Streptophyta (7,12%)

m Arthropoda (4,03%)

m Basidiomycota (37,71%)

® Ascomycota (19,28%)

Joonis 11. BigTableViewerLite tulemused metabolismiga seotud eukariiootide arvukusest proovides.
Koige rohkem on ainevahetusega seotud eukariiootidest esindatud Basidiomycota (37,71%) ja

Ascomycota (19,98%).

m Chlorophyta (3,05%)

® Cryptophyta (0,10%)

= Eukaryota (51,08%)
Chordata (4,23%)

® Nematoda (2,14%)

® Apicomplexa (1,87%)

m Streptophyta (3,37%)

m Arthropoda (14,26%)

® Basidiomycota (12,74%)

® Ascomycota (7,16%)

Joonis 12. BigTableViewerLite tulemused rakuliste protsessidega seotud eukariiootide arvukusest
proovides. Kodige rohkem on rakuliste protsessidega seotud eukariiootidest esindatud Eukaryota
(51,08%).

Uldiselt vdib niha, et MG-RAST ja BigTableViewerLite on head programmid

metatranskriptoomide analiilisimiseks, andes iildise iilevaate bioloogiliste proovide koostisest,
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aga vajavad ka olulisel médral tdiustamist. MG-RAST vdimaldab ndha, milliseid organisme
proovides leidub ja milliste protsessidega nad seotud on, andes kiillaltki pealiskaudsed
tulemused. Lisaks on MG-RAST alustades failide iiles laadimisest kuni analiiiisi koostamiseni
viga aeglane. BigTableViewerLite v0imaldab proove rohkem siivitsi analiilisides
identifitseerida neis leiduvaid organisme taksonoomiliselt kdrgematel tasemetel kui MG-RAST
ja ndha tipsemalt, millised prokariioodid vdi eukariioodid on uuritava protsessiga seotud.
Samas aga on ka see programm aeglane ja analiilisi koostamine vdib votta nddalaid. Lisaks
kuvab programm tulemused protsentuaalselt ning igas proovis eraldi, ehk kogu proovide
analiiiisi tegemiseks tuleb ise andmed kokku liita ja graafikud koostada. Mdlemad programmid
vajavad palju arendamist. Ideaalis vOiks selliste analiiliside koostamiseks olla programme, mis

toimivad kiiremini ja voimaldavad tulemusi paremini kuvada.

2.3.2.2 Esimese projekti analiiiisimine

Antud metatranskriptoomilise analiilisi koostamisel ndudsid kdik protsessid, alates RNA
eraldamisest kuni cDNA raamatukogude tegemise ja sekveneerimiseni tohutult aega. Seetdttu
jouti esimese projekti puhul ainult RIN véértuste analiilisimiseni ja kahe esimese eesmargi
tditmiseni. cDNA raamatukogud valmistati néddala jooksul, aga siinteesitud cDNA
raamatukogude sekveneerimine Eesti Biokeskuses voOttis oodatust kauem aega.
Sekveneerimisel kasutati HiSeq Rapid kiipi, millel on kaks rada ja proovid jagunevad neljaks
ehk esimesel rajal on esimese ja teise lugemi jarjestused LOO1 R1 ja LO01 R2 ja teisel rajal
esimese ja teise lugemi jérjestused L0O02 R1 ja L0O02 R2. Antud sekveneerimine tekitab
ajalises mottes probleeme, sest ainuiiksi failide allalaadimine ja lahti pakkimine vottis aega 1,5

néidalat.

2.3.2.3 Kiaimasolevad analiiiisid

Poolelijadnud esimese projektiga tegeletakse eesmérkide tditmise nimel edasi. Vorreldes
mérgala proovide katsega peaksid esimese projekti tulemused nditama suuremat bakterite
hulka, sest antud t60s kasutati polyA praimerite asemel random praimereid. See vdimaldab
pOhjalikuma analiiisi koostamist. Nende jérjestuste analiiiis on hetkel faasis, kus
analliiisitulemuste ndgemine votab aega veel nddalaid ja seejdrel on vdimalik tuvastada
proovides leiduvad organismid ja nende funktsioonid mullas. Kuigi t66 pdhieesmérk niitas, et
RIN viértused ei sdltunud proovi sdilitamise meetodist, vOib oletada, et pdrast mitmepédevast
sdilitamist on bakterite ja seente osakaal muutunud ning transkriptoomis domineerivad
lagunemisega seotud geenide produktid. Mairgala projektis olen valmistanud samadest

proovidest cDNA raamatukogud ka random praimeritega, mis sekveneeritakse uuema ja

29



voimsama Illumina NovaSeq platvormiga, et vaadelda ka peamiselt bakterite juhitud
lammastikuringet ning tileujutuste moju sellele. HiSeq platvormi iiks rada ei andnud ka piisavalt
jérjestusi, et valmistada geenide kogupikkusele vastavaid kontiige, mistdttu on uus
sekveneerimisanaliilis vajalik ka kvaliteedi mottes. Seejdrel oleks voimalik neid kahte t66d ka

pohjalikumalt omavahel vorrelda.
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KOKKUVOTE

Metatranskriptoomika on metoodika, mis annab iilevaate mikroobikoosluse metaboolsest
aktiivsusest antud ajahetkes ja kohas ning nende muutustest vastavalt keskkonnatingimustele.
Metatranskriptoomika vdimaldab tuvastada geene, mis on ekspresseeritud, osutades
okosiisteemi tegelikule aktiivsusele. Bakalaureusetdo eesmirk oli uurida, kuidas bioloogiliste
proovide erinevatest sdilitusmeetoditest tulenev. RNA kvaliteedinditaja RIN mojutab
geeniekspressiooni, milliseid sdilitusmeetodeid oleks vdimalik kasutada suurema RIN vidirtuse

saavutamiseks ning tuvastada proovides leiduvad organismid ja nende funktsioonid mullas.

Bakalaureuset66 eksperimentaalses osas valmistati korjatud bioloogiliste proovide pdhjal RNA

raamatukogud ja jouti jirgmistele jareldustele:

e Metatranskriptoomika on tohus keskkonna geeniekspressiooni uurimiseks, aga samas
ka kallis ja aegandudev t60.

e Proovivdtt peab toimuma vodimalikult kiiresti. Proovide sdilitamine on keeruline, sest
proovid peab kas koheselt kiilmutama voi koheselt edasi to6tlema.

¢ Bioinformaatiline analiilis nduab tohutut arvutusresurssi.

e Proovide kvaliteet voib olla niivord vilets, et ei sobi edasiseks analiiiisiks.

e Proovide erinevad séilitusmeetodid ei mdjuta otseselt RNA kvaliteeti RIN védrtuse
pohjal.

e Proovides leiduvate organismide ja nende funktsioonide uurimiseks oleks vaja luua

kiiremaid ja pohjalikumaid analiitisimeetodeid.
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Metatranscriptomic analysis of soil organisms

Keiju Rootsma

Summary

Metatranscriptomics is a microbiological research method that gives an overview of the
metabolic activity of microorganisms in certain time and place and their changes to different
environmental conditions. Metatranscriptomic analysis identifies genes that are expressed
refering to the actual activity of given ecosystem. The aim of this work was to analyse whether
the different sample storage methods affect the RNA integrity number and the gene expression
level, which type of other storage methods would give an alternative to the usual methods and

also to detect the soil microorganisms and their genetically expressed activities.

The experimental part of the job focused on RNA library synthesis and the main conclusions

were included:

e Metatranscriptomics is an efficient way for both prokaryotes and eukaryotes but
requires a lot of time and resources.

e Sampling must be done quickly and the samples must be frozen immediately which
makes the processing of samples quite difficult.

e Bioinformatical analysis requires a lot of resources.

e The extracted RNA may have very poor quality which is not suitable for
metatranscriptome analysis.

e The different sample storage methods do not affect RNA integrity.

e To detect and analyse metatranscriptomic samples new analysing methods need to be

developed.
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LISA 1

Tabel 4: RNA proovide 20 ng/ul lahjendused. Proovid on sorteeritud RIN véértuste jérgi.

Proovi number | RIN véértus RNA Lisatav.  RNA | Lisatav vee
kontsentratsioon | lahuse maht maht
(ng/pl)

12 8,3 14,4 10 0

8 8,1 442 10 12,1

9 8,0 3,21 10 0

14 7,9 62,0 10 21

17 7,9 59,8 10 19,9

36 7,9 56,0 10 18

16 7,8 63,7 10 21,85

23 7,8 84,1 10 32,05

6 7,6 85,0 10 32,5

33 7,6 84,2 10 32,1

7 7,5 3,97 10 0

30 7,5 117 10 48,5

31 7,5 131 10 55,5

38 7,5 44 4 10 12,2

39 7,5 48,3 10 14,15

13 7,4 126 10 53

22 7,4 61,5 10 20,75

42 7,4 102 10 41

3 7,3 47,4 10 13,7

15 7,3 68,8 10 24,4

37 7,3 73,7 10 26,85

1 7,2 71,9 10 25,95

2 7,2 88,0 10 34

32 7,1 53,2 10 16,6

41 7,1 112 10 46

29 7,0 107 10 43,5

20 6,9 88,9 10 34,35

34 6,9 47,3 10 13,65

5 6,8 122 10 51

19 6,8 124 10 52
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10 6,7 6,69 10 0

35 6,7 159 10 69,5
18 6,2 54,8 10 17,4
27 6,1 80,0 10 30
26 5,7 20,0 10 0

21 5,6 64,3 10 22,15
25 5.3 133 10 56,5
40 5.3 84,1 10 32,05
4 5,1 130 10 55
28 3,2 144 10 62
24 2,4 141 10 60,5
11 0 2,75 10 0
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