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Miks	  sekveneerida	  okaspuu	  genoomi?	  

•  Fülogenee?line	  kaardistamine	  
–  Seni	  väga	  puudulik	  
–  Paljasseemnetaimede	  suurtest	  harudest	  vanim	  (300	  
milj.	  aastat)	  

•  Parasvöötmes	  laialt	  levivad	  

•  Majanduslik	  olulisus	  (tõrvikumänni	  ümarpuit	  
~18%	  maailma	  toodangust)	  

•  Abiks	  kõrgemate	  taimede	  genee?lise	  
mitmekesisuse	  uurimisel	  



Taimegenoomide	  suurused	  



DNA	  hankimine	  



DiTag	  raamatukogu	  loomine	  



Lugemite	  raamatukogud	  

•  Lugemite	  arv:	  >16	  miljardit	  
•  Lugemite	  kogupikkus:	  >1.7	  triljonit	  bp	  



MaSuRCA	  assembly	  

•  MaSuRCA	  assemblerit	  jooksuta?	  64	  tuumalisel	  1	  TB	  
mäluga	  serveris	  

•  Lugemite	  vigade	  parandamine	  (QuORUM):	  800	  GB/10	  
päeva	  

•  Superlugemite	  loomine	  +	  mate	  pair	  filtreerimine:	  400	  
GB/11	  päeva	  

•  Kon?igide	  ja	  scaffoldide	  loomine	  (CABOG):	  450	  GB	  /
>60	  päeva	  

•  Aukude	  täitmine	  varieeruva	  pikkusega	  k-‐meridest	  
loodud	  superlugemitega:	  300	  GB/8	  päeva	  



•	  	  Jellyfishi	  abil	  loe?	  kõigi	  lugemite	  pealt	  kokku	  kõigi	  
k-‐mer’ide	  sagedused	  (pikkusega	  näiteks	  30)	  

AGCTGACTGACTGGTAACAA	  
AGCTGACTGA	  	  	  
	  	  	  GCTGACTGAC	  
	  	  	  	  	  	  ……	  	  
	  
•	  	  Kasutatkse	  ainult	  k-‐mer’e,	  mille	  arv	  >	  lävend	  T	  
(näit.	  T=3)	  	  

	  
•	  	  Idee	  on	  teha	  lugemid	  pikemaks,	  miie	  tükeldada	  
need	  k-‐mer’ideks	  

Superlugemid	  (1)	  



•  Lugemi	  pikendamine:	  

         CGACTGACCAGATGACCATGACAGATACATGGT  
extend 5    GACTGACCAG       ATACATGGTA 10  stop 
extend 3   CGACTGACCA       ATACATGGTC 2  stop  

	  
•	  Illumina	  sekveneerimisprojek?	  tulemuseks	  
>50x	  katvus.	  Seega	  100bp	  lugemite	  korral	  
algab	  keskmiselt	  igas	  positsioonis	  uus	  lugem	  	  

	  

Superlugemid	  (2)	  



•  Alguses	  16	  miljardit	  lugemit	  keskmise	  
pikkusega	  120	  bp	  

•	  Pärast	  filtreerimist	  ja	  superlugemite	  loomist:	  
150	  miljonit	  lugemit	  (>100	  korra	  vähem)	  

	  
•	  Superlugemid	  sisaldasid	  52	  Gbp	  	  
	  
•	  50%	  järjestustest	  olid	  500	  bp	  pikad	  või	  
pikemad	  

	  

Andmete	  vähendamine	  



Assembly	  sta?s?ka	  

Figure	  C1	  The	  con2guity	  of	  the	  loblolly	  pine	  
v1.01	  assembly	  is	  compared	  to	  contemporary	  
dra@	  conifer	  assemblies.	  Total	  scaffold	  span	  is	  
ploied	  against	  a	  minimum	  scaffold	  size	  threshold.	  
Loblolly	  pine	  is	  rela?vely	  more	  complete	  when	  
considering	  large-‐gene-‐sized	  (>10	  kbp)	  scaffolds.	  
This	  is	  reflected	  in	  the	  CEGMA	  results	  (Table	  C1).	  



RNA-‐seq	  raamatukogud	  eri	  kudedest	  



Tõrvikumänni	  geenid	  

•  Unikaalsed	  transkrip?d	  (de	  novo):	  83,285	  (42,822	  
genoomis	  –	  iden	  98%,	  cov	  95%)	  

•  MAKER-‐P	  geenimudelid	  kon?igidelt:	  50,172	  (20,412	  
kaiusid	  transkrip?dega	  –	  iden	  98%,	  cov	  98%)	  



Figure	  2	  Unique	  gene	  families	  and	  Gene	  Ontology	  term	  assignments.	  (A)	  
Iden?fica?on	  of	  orthologous	  groups	  of	  genes	  for	  14	  species	  split	  into	  five	  
categories:	  conifers	  (Picea	  abies,	  Picea	  sitchensis,	  and	  Pinus	  taeda),	  monocots	  
(Oryza	  sa?va	  and	  Zea	  mays),	  dicots	  (Arabidopsis	  thaliana,	  Glycine	  max,	  Populus	  
trichocarpa,	  Ricinus	  communis,	  Theobroma	  cacao,	  and	  Vi?s	  vinifera),	  early	  land	  
plants	  (Selaginella	  moellendorffii	  and	  Physcomitrella	  patens),	  and	  a	  basal	  
angiosperm	  (Amborella	  trichopoda).	  Here,	  we	  depict	  the	  number	  of	  clusters	  in	  
common	  between	  the	  biological	  categories	  in	  the	  intersec?ons.	  The	  total	  number	  
of	  sequences	  for	  each	  species	  is	  provided	  under	  the	  name	  (total	  number	  of	  
sequences/total	  number	  of	  clustered	  sequences).	  (B)	  Gene	  ontology	  molecular	  
func?on	  term	  assignments	  by	  family	  for	  all	  species	  (red),	  conifers	  (green),	  and	  
Pinus	  taeda	  exclusively	  (blue).	  

•  20,646	  geeniperekonda	  kahes	  
või	  enamas	  liigis	  

•  1,476	  perekonda	  kõigis	  
liikides	  

•  1,554	  okaspuude	  spetsiifilised	  
•  159	  tõrvikumännile	  

spetsiifilised	  



Tõrvikumänni	  geenid	  (3)	  
•  Okaspuude	  spetsiifilised	  geeniperekonnad	  sisaldavad	  muu	  
hulgas:	  
•  transkriptsioonifaktoreid	  (Myb,	  WRKY	  ha	  HLH),	  
•  oksüoreduktaase	  (tsütokroom	  p450),	  
•  haigusvastaseid	  valke	  (NB-‐ARC,	  TNL),	  
•  stressiga	  seotud	  (lp3)	  ja	  puidukoe	  moodustamisega	  
seotud	  geenide	  homoloogid	  	  



Kordused	  

•  82%	  tõrvikumänni	  genoomist	  on	  kordused	  (de	  novo	  +	  sarnased)	  
•  Erinevalt	  õistaimedest	  on	  ainult	  2.86%	  on	  tandeemsed,	  enamik	  

retrotransposoonid	  (kuuskedel	  ~2.5%)	  
•  Intronites	  ~60	  %	  kortdustest	  
•  Mändidel	  pikad	  telomeerid	  (kuni	  57	  Kbp)	  –	  heptanukleo?idsete	  

mikrosatellii?de	  suhteliselt	  suurem	  hulk	  


