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Wykorzystanie nowoczesnych technologii
sekwencjonowania DNA (NGS) w bankach genéw
i hodowli roslin. Praca przegladowa

Using the next generation DNA sequencing (technology NGS) in gene banks
and plant breeding. A review

Streszczenie. Technologia sekwencjonowania nowej generacji (NGS — ang. next generation sequ-
encing) jest uniwersalnym narz¢dziem biologii molekularnej. Jest wykorzystywana do sekwencjo-
nowania genomow i transkryptoméw, badania interakcji biatko-DNA/RNA, sprawdzania stopnia
metylacji oraz do badan metagenomowych. Umozliwia analiz¢ ré6znych fragmentéw DNA repre-
zentowanych przez wiele kopii w trakcie trwania jednej reakcji, przygotowania biblioteki, a na-
stepnie uzyskania gigabaz genomowych z jednego sekwencjonowania. Dzigki temu zwigkszona
zostaje nie tylko liczba badanych préb, ale takze wiarygodno$¢ otrzymanych wynikéw sekwencjo-
nowania. Jest to szczegélnie cenne, jezeli zréznicowanie migdzy okre§lonymi genotypami jest
niewielkie. Koszty oraz czas przeprowadzania reakcji sekwencjonowania w przeliczeniu na jed-
nostke uzyskanej informacji sa wielokrotnie nizsze w poréwnaniu z kosztami analiz prowadzonych
z wykorzystywanym dotychczas sekwenatorem kapilarnym. Zastosowanie technologii NGS jest
szczegOlnie przydatne w poznaniu nowych polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw (SNP) oraz
innych wariantéw zmiennosci, np. indeli. Szczeg6élowa analiza bioinformatyczna wynikéw umoz-
liwi poznanie zréznicowania genetycznego ro$lin w obrebie jednego gatunku, dokladniejsze ma-
powanie cech ilo$ciowych oraz wtasciwa identyfikacje taksonomiczng obiektéw i przypisanie ich
do okreslonego rodzaju, co jest bardzo istotne w kolekcjach bankéw genéw.

Stowa kluczowe: sekwencjonowanie DNA, sekwencjonowanie nowej generacji (NGS), genoty-
powanie roslin

WSTEP

Kwas deoksyrybonukleinowy stanowi material genetyczny wigkszosci organizméw
zywych. W podwdjnej helisie DNA zapisane s3 i przekazywane z pokolenia na pokolenie
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informacje o budowie i funkcjonowaniu organizméw. Techniki sekwencjonowania
umozliwiaja poznanie kolejnosci nukleotydéw w podwdjnej helisie DNA.

Technologie sekwencjonowania sg powszechnie stosowane w badaniach molekular-
nych. Od roku 2001 obserwuje si¢ bardzo duzy postep w rozwoju tych metod. Obecnie
coraz czesciej wykorzystywane jest sekwencjonowanie nowej generacji (NGS — ang. next
generation sequencing) w badaniach genetycznych. Stosowanie marker6w genetycznych,
ktére zostaly dotychczas opracowane, w wielu przypadkach ma kluczowe znaczenie
i dlatego wazne jest, aby markery byly dopracowane i jak najbardziej sprz¢zone z bada-
nymi cechami okre§lonego genotypu. Poszukiwanie nowych markeréw jest kosztowne
i bardzo czasochtonne. Na przyklad opracowanie i wdrozenie nowych markeréw moleku-
larnych wiaze si¢ ze znalezieniem danej zmiennosci, standaryzacja utworzonego markera
oraz udowodnieniem wystgpowania danej zmiennosci na duzych populacjach. Najbar-
dziej popularne markery to mikrosatelity, polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP)
oraz delecje. Bioragc pod uwage dostgpnos¢ sekwencjonowania NGS oraz warunki pro-
wadzenia tych reakcji, mozemy znacznie przyspieszy¢ poszukiwanie danej zmiennosci.
Mozliwe jest to przez sekwencjonowanie kilku organizméw docelowych, identyfikowa-
nie SNP oraz poréwnanie tych sekwencji miedzy soba [Davey i Blaxter 2010]. Niezbed-
nym warunkiem sktadania duzych genoméw roslinnych jest utworzenie map genomo-
wych. Odczyty de novo (ang. assembly) danych nastgpnej generacji sg nadal powaznym
problemem bioinformatycznym i nalezy je dopracowaé [Baird i in. 2008].

Pierwsze sukcesy w dziedzinie sekwencjonowania DNA siggaja 1968 r., kiedy to
Kaiser i Wu opublikowali prace na temat sekwencji ,,lepkiego konca’> DNA faga A.
W 1977 r. zostaly opracowane pierwsze metody szybkiego i wydajnego sekwencjonowa-
nia DNA [Sanger 2001]. W drugiej polowie XX w. rozpoczat si¢ trwajacy do dzi$ inten-
sywny rozw6j innowacyjnych metod sekwencjonowania. Ciggla automatyzacja i miniatu-
ryzacja urzadzen umozliwia latwiejsze i szybsze poznawanie sekwencji nukleotydéw lub
zasad w DNA. Interdyscyplinarna wspdtpraca naukowcéw pozwolita na opracowanie
kolejnych, coraz lepszych i wydajniejszych technik sekwencjonowania. Ze wzglgdu na
ciagly rozwdj technologii sekwencjonowania wprowadzono podziatl na trzy generacje
sekwencjonowania.

SEKWENCJONOWANIE PIERWSZEJ GENERACII

Sekwencjonowanie DNA metoda terminacji fancucha — metoda Sangera

Pierwsza technika sekwencjonowania zostala opracowana w 1977 r. Metoda wyko-
rzystuje dideoksynukleotydy, majace woddér w pozycji 2’ oraz 3’ cukru zamiast grupy
hydroksylowej wystepujacej w normalnych nukleotydach. Przytaczanie dideoksynukle-
otydu do nowo syntezowanej nici DNA hamuje jej wydtuzanie. Jest to spowodowane
brakiem grupy hydroksylowej w pozycji 3’ pentozy, a grupa hydroksylowa jest niezbed-
na do utworzenia wigzania fosfodiestrowego [Sanger i in. 1977]. W metodzie Sangera
matryce stanowi jednoniciowe DNA. Mieszanina reakcyjna sktada si¢ z: matrycy bada-
nego DNA, oligonukleotydéw bedacych starterami do syntezy DNA oraz polimerazy
DNA. Konieczny jest rowniez dodatek trdjfosforanéw deoksynukleotydéw (dNTP) oraz
tréjfosforandw dideoksyrybonukleotydéw (ddNTP), umozliwiajacych syntez¢ nowej nici,



Wykorzystanie nowoczesnych technologii sekwencjonowania DNA... 7

a takze jej terminacj¢ w losowym miejscu. W celu zapewnienia prawidlowego odczytu
sekwencji DNA nalezy odpowiednio dobra¢ enzym, polimeraz¢ DNA, ktéra powinna
mie¢ nastgpujace wlasciwosci:

— brak aktywnosci endonukleazy 3’ do 5° — przeciwdziatanie usuni¢ciu dideoksynu-
kleotydéw konczacych tancuch,

— brak aktywno$ci endonukleazy 5’ do 3’ — uniemozliwienie skrécenia nowo zsynte-
tyzowanego tancucha — poprawne odczytanie sekwencji,

— wysoka procesywno$¢ — pozwala na oddysocjowanie nici dopiero po catkowitym
zakonczeniu jej syntezy [Sanger i in. 1977].

W pierwszym etapie reakcji nastgpuje przytaczenie starteréw dla polimerazy DNA.
Startery sa to komplementarne do matrycy oligonukleotydy, ktére umozliwiaja enzymowi
rozpoczgcie syntezy komplementarnej nici DNA. Przylaczaja si¢ do wzorca w miejscu,
od ktérego chcemy rozpocza¢ sekwencjonowanie. Synteza z wykorzystaniem wzorca jest
dokonywana w czterech wersjach, w zaleznosci od dideoksynukleotydu zawartego
w roztworze. Efektem reakcji jest powstanie duzej liczby fragmentéw DNA réznej dtu-
gosci. Dlugo$¢ fragmentu warunkuje moment, w ktérym do tancucha DNA zostanie
dotaczony nukleotyd ddNTP [Sanger i in. 1977].

Tabela 1. Osiagnigcia z dziedziny genomiki roslin przy uzyciu sekwencjonowania metoda Sangera
Table 1. Plant genomics achievements using Sanger sequencing

Sekwencjonowany genom Rok Wielkos¢ Autorzy
Sequenced genome Year Size Authors
Arabidopsis thaliana ESTs 1994 1518 ESTs Newman i in.
A. thaliana chromosom 2 i 4 . L ..
(BAC by BAC) 1999 19,61 17,4 Mb Lin i in., Mayer i in.
Catkowity genom A. thaliana Arabidopsis Genom
(BAC by BAC) 2000 1154 Mb Initiative
Oryza sativa (WGS) 2002 390 Mb Yuiin., Goffiin.
Zea mays 2003 200000 reads Whitelaw i in.
0. sativa (BAC by BAC) 2005 370,7 Mb International Rice Geno-
me Sequencing Project
Z. mays (BAC by BAC) 2009 2,3Gb Schnable i in.

W kolejnym etapie nastepuje rozdzial produktéw reakcji wykonany technikg elektro-
forezy w zelu poliakrylamidowym (fragmenty rozdzielane w zalezno$ci od ich dtugosci).
Nastepnie sekwencje odczytywane sg za pomocg autoradiogramu. Aby uwidoczni¢ pro-
dukty reakcji, stosuje si¢ radioaktywne znaczniki. Wbudowanie radioaktywnych nukle-
otydéw na calej dlugosci zsyntezowanego fragmentu DNA pozwala na zachowanie duzej
czutosci reakcji. W zalezno$ci od wybranej metody znakowania DNA stosuje si¢ na§wie-
tlanie zelu promienia UV lub Roentgena. Efektem sekwencjonowania jest autoradiogram,
czyli obraz przedstawiajacy kolejno$¢ wystgpowania nukleotydéw w badanym DNA
[Franga i in. 2002].



8 J. NOCEN, M. PUCHTA, J.H. CZEMBOR

Najwazniejsze osiagniecia z dziedziny genomiki roslin uzyskane dzigki sekwencjo-
nowaniu metodg Sangera przedstawiono w tabeli 1.

Sekwencjonowanie metoda chemicznej degradacji DNA

Metoda opracowana zostala w 1977 r. przez Allana Maxama i Waltera Gilberta.
Skitada si¢ z 3 podstawowych etapéw: chemicznej modyfikacji zasady azotowej, usunig-
cia zmodyfikowanej zasady oraz przecigcia nici DNA w miejscu AP [Franca i in. 2002].
W tej metodzie matryce stanowi jedno- lub dwuniciowy DNA, wyznakowany radioak-
tywnie na koncu 5° [Brown 2001]. Pierwotnie znakowania dokonywano izotopem fosfo-
ru 32P. Obecnie poszukuje si¢ alternatywnych sposobdw nieradioaktywnego znakowania
w celu zmniejszenia szkodliwo$ci, np. za pomoca biotyny lub streptawidyny [Franca
iin. 2002].

W metodzie wykorzystywane sa zwigzki chemiczne tworzace cigcia w odpowiednim
miejscu sekwencji (typu: G, A+G, T+C i C). W rezultacie otrzymuje si¢ fragmenty DNA
zakonczone odpowiednio wyznakowanym nukleotydem. Zastosowane odczynniki che-
miczne pozwalaja na modyfikacje poszczegdlnych zasad azotowych oraz przecigcie nici
w pozycji, ktéra poprzedza miejsce AP (miejsce apurynowe lub apirymidynowe) [Franca
i in. 2002]. W celu uzyskania petnej sekwencji badanego DNA nalezy przeprowadzi¢
4 réwnolegle reakcje.

W pierwszym etapie prowadzona jest specyficzna reakcja dla guaniny z zastosowa-
niem siarczanu dimetylu oraz reakcja preferencyjna dla puryn A+G z zastosowaniem
kwasu mréwkowego. Kwas mréwkowy powoduje protonacj¢ atoméw azotu w pierscie-
niu puryn oraz ostabienie wigzan glikozydowych [Franca i in. 2002]. W kolejnym etapie
zachodzi chemiczna degradacja tancucha DNA. Piperydyna hydrolizuje wigzania
N-glikozydowe oraz fosfodiestrowe od strony 3’ miejsca AP, ktére pozostalo po usunie-
ciu zmodyfikowanej zasady. W efekcie otrzymuje si¢ pule wyznakowanych oraz niewy-
znakowanych czasteczek DNA z usunigtym znanym nukleotydem. Fragmenty wyznako-
wane maja jeden koniec identyczny, natomiast réznig si¢ drugim koncem powstatym
w wyniku cigcia. W kolejnym etapie fragmenty poddawane sg rozdzialowi elektrofore-
tycznemu w zelu poliakrylamidowym. Sekwencje odczytuje si¢ w postaci autoradiogra-
mu, zaczynajac od prazka potozonego najnizej w kierunku prazka znajdujacego si¢ naj-
wyzej [Franca i in. 2002]. Elektroforeza pozwala na rozdzial fragmentéw o tej samej
liczbie nukleotydéw, natomiast radioaktywne wyznakowanie umozliwia otrzymanie ob-
razu prezentujacego poszczegdlne frakcje [Ortowska i Sobczyk 2017].

SEKWENCJONOWANIE DRUGIEJ GENERACIJI - NGS

Pirosekwencjonowanie (454 Roche)

Technika sekwencjonowania opracowana w 1996 r. na Uniwersytecie Technologicz-
nym w Sztokholmie wykorzystuje inne technologie niz dwie wcze$niej opisane techniki.
Dlatego jest uwazana za pierwsza technologi¢ sekwencjonowania drugiej generacji —
NGS. Metoda bazuje na pomiarze iloci pirofosforanu (PPi) uwalniajacego si¢ podczas
wlaczenia komplementarnej zasady do nowo powstalej nici DNA. Podobnie do metody
Sangera, pirosekwencjonowanie oparte jest na syntezie. Nie poréwnuje si¢ tu dtugosci
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zbudowanych fragmentéw, ale wykrywa moment dotaczenia kolejnego nukleotydu
do sekwencji w czasie jej konstruowania wedlug wzorca badanego DNA [Margulies
iin. 2005].

W pierwszym etapie reakcji nastgpuje przygotowanie jednoniciowej matrycy z wy-
korzystaniem reakcji PCR, a nast¢pnie jej oczyszczenie z nieprzylaczonych starteréw
i nukleotydéw. Fragmenty DNA przeznaczone do sekwencjonowania poddane sa ligacji
z adapterami. Adaptery sa to krétkie fragmenty DNA o znanej sekwencji, unieruchamia-
ne na podlozu statym w mikrokulkach optaszczonych streptawidyna. Jeden ze starteréw
reakcji wyznakowany jest biotyna. Amplifikacj¢ przeprowadza si¢ w emulsji wodno-
olejowej. Emulsje stanowi kropla wody, w ktérej znajduje si¢ pojedyncza ,,mikrokulka”,
a na niej amplifikowany jest fragment DNA. Metoda nazywana jest emulsyjnym PCR-
em. Matryce DNA powielone na mikrokulkach umieszczane sa w studzienkach na mi-
kroplytce, gdzie nastgpuje pirosekwencjonowanie w czasie rzeczywistym [Kotowska
1 Zakrzewska-Czerwinska 2010].

Nastepnie przeprowadza si¢ inkubacje¢ z substratami reakcji oraz enzymami. Podczas
reakcji dodawane sg pojedynczo nukleotydy, przylaczajace si¢ do matrycy na zasadzie
komplementarno$ci. Skutkuje to uwolnieniem pirofosforanu w iloéci odpowiadajacej
liczbie przylaczanych nukleotydéw. Pirofosforan stanowi substrat dla sulfurylazy ATP
katalizujacej przeksztalcenie pirofosforanu do ATP w obecnosci adenozyno-5-fosfo-
siarczanu. ATP napedza kolejng reakcje konwersji lucyferyny do oksylucyferyny. Wyni-
kiem reakcji jest strumien fotonéw, rejestrowany za pomocg $wiatloczutej matrycy CCD
[Kotowska i Zakrzewska-Czerwinska 2010]. Otrzymane wyniki wy§wietlane sa w czasie
rzeczywistym jako wykres (pirogram). Wysokos¢ i ilos¢ pikoéw na wykresie jest propor-
cjonalna do liczby przytaczonych nukleotydéw. Nukleotydy nieprzytaczone do matrycy
degradowane sg za pomocg enzymu apyrazy [Ortowska i Sobczyk 2017].

W odniesieniu do genomiki ro$lin platforma 454 Roche (urzadzenie do sekwencjo-
nowania), wykorzystujaca pirosekwencjonowanie, zostata zastosowana do identyfikacji
nowych transkryptéw nawet w dobrze scharakteryzowanych genomach, takich jak
A. thaliana. Dodatkowo powszechnie wykorzystywana byla do sekwencjonowania ge-
nomow ro$linnych de novo. Za pomoca platformy FLX Titanium zsekwencjonowano
genom ogérka Cucumis sativus (376 Mb) [Przybecki i in. 2009] i A. thaliana (157 Mb)
[Hamilton i Buell 2012]. Technologi¢ Roche 454 wykorzystano réwniez podczas se-
kwencjonowania genoméw: Theobroma cacao (430Mbp) [Scheffler i in. 2009], Miscan-
thus sp. [Swaminathan i in. 2009], a takze Barley sp. [Wicker i in. 2006].

Sekwencjonowanie przez ligacje (SOLiD)

Metoda wprowadzona w 2007 r. Oparta jest na ligacji wyznakowanych fluorescen-
cyjnie oligonukleotydéw do sekwencji matrycy immobilizowanej na mikroptytce. Meto-
da obejmuje 3 etapy: przygotowanie biblioteki jednoniciowego DNA, powielenie
sktadowych biblioteki w procesie amplifikacji klonalnej z zastosowaniem reakcji tancu-
chowej polimerazy w emulsji wodno-olejowej oraz sekwencjonowanie z uzyciem
ligazy DNA.

Po przeprowadzonej reakcji PCR koniec 3’ nici podlega modyfikacji. Modyfikacja
konca 3’ umozliwia kowalencyjne przylaczenie do statego podtoza, ktére stanowi mikro-
ptytka. Otrzymujemy plytke z sektorami zawierajacymi rézne powielone fragmenty.
W kolejnym etapie dokonywana jest hybrydyzacja startera komplementarnego do se-
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kwencji adaptorowej obecnej w kazdym z fragmentéw DNA. Nastepnie zachodzi ligacja
z zastosowaniem komplementarnych sekwencji oligonukleotydéw, ktére stanowig kom-
binacje 16 znanych fragmentéw w danej sekwencji. Sa one wyznakowane fluoroforami
[Ortowska i Sobczyk 2017]. W kolejnym etapie nast¢puje usunig¢cie syntetyzowanej nici
oraz dodanie startera majacego o jeden nukleotyd mniej od stosowanego wczesnie;j.
Kolejny proces polega na przemiennej ligacji odcinkéw, a nastepnie denaturacji powsta-
tej nici. Czynnos$¢ jest powtarzana dla 5 starterow o roznej dlugo$ci. Zastosowanie
4 znacznikéw oraz specyficznej metody analizy sekwencji, ktéra polega na zastosowaniu
5 réznych starteréw, pozwala na uzyskanie podwéjnego pokrycia dla kazdej pozycji
w sekwencji. Identyfikacja nukleotydéw opiera si¢ na detekcji specyficznego koloru
znacznika [Rothberg i in. 2011].

Sekwencjonowanie poprzez ligacje wykorzystano w platformie SOLID, powszechnie
stosowanej do sekwencjonowania genoméw roslin de novo oraz poprawy jakosci odczy-
tow genoméw wczesniej zsekwencjonowanych roslin [Ashelford i in. 2011, Shulaev
iin. 2011].

Sekwencjonowanie przez synteze (Illumina)

Obecnie najbardziej popularna platformg sekwencjonowania drugiej generacji sa
urzadzenia oferowane przez firme¢ Illumina z San Diego w USA. W 2006 r. Illumina
przejeta firme Solexa i niewiele pdzniej rozpoczeta sprzedaz systemu Genome Analyzer
— pierwszego sekwenatora dziatajagcego w oparciu o technologi¢ sekwencjonowania
przez synteze — SBS (ang. sequencing by synthesis) [http://www.illumina.com]. Na rynku
dostepnych jest kilka sekwenatordw, ktére réznig si¢ parametrami, takimi jak: przyblizo-
ny czas trwania reakcji, wydajno$¢ sekwencjonowania, ilo$¢ przefiltrowanych odczytéw,
jakos$¢ i dlugos$¢ odczytéw, oraz ceng urzadzenia i przeznaczeniem. Wszystkie sekwena-
tory zawieraja w pelni zintegrowany system do sekwencjonowania, z zestawami do przy-
gotowania bibliotek, automatyczng analiza danych oraz mozliwo$cig przechowywania
wynikéw w BaseSpace, czyli tzw. chmurze.

Podczas przygotowania bibliotek genomowych DNA zostaje pofragmentowane
przez odpowiednio dobrane enzymy restrykcyjne. Do obu koncéw przylaczane sg krét-
kie, dwuniciowe adaptery, a do nich specyficzne dla platformy Illumina sekwencje in-
dekséw. Dzigki nim po denaturacji jednoniciowe fragmenty DNA przylaczaja si¢ do
powierzchni stalej, ktéra jest mikroptytka umieszczona w komorze przeptywowe;.
Nastepnym etapem jest amplifikacja fragmentéw za pomoca reakcji PCR poprzez two-
rzenie tzw. mostéw amplikonéw. Polega na tym, iz zwigzany z jednej strony fragment
nici DNA odnajduje komplementarny do wolnego konca oligonukleotyd zwigzany
z podiozem, a polimeraza w obecnosci nukleotydéw dobudowuje komplementarng nic.
Po denaturacji powielonych fragmentéw cykl si¢ powtarza az do uzyskania w okolicy
danego fragmentu odpowiedniej ilosci jego kopii. W ten spos6b na mikroptytce tworzone
sa sektory, z ktérych kazdy reprezentuje inny fragment DNA.

Technologia sekwencjonowania przez synteze (SBS) jest kolejnym etapem sekwen-
cjonowania. Oparta jest na zastosowaniu odwracalnego terminatora wbudowanego
w nukleotydy, ktéry umozliwia detekcj¢ pojedynczego nukleotydu, gdy jest on wbudo-
wywany do syntetyzowanych nici DNA. Znakowany fluorescencyjnie terminator jest
wykrywany, a nast¢pnie odcinany, by umozliwi¢ przylaczenie kolejnej zasady. Podczas
kazdego cyklu syntezy obecne sa wszystkie cztery nukleotydy, specyficznie wyznakowa-
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ne terminatorem. Ich duza ilo§¢ minimalizuje bledy w czytaniu sekwencji i prowadzi do
uzyskania bardzo doktadnych wynikéw [Kotowska i in. 2010, Hamilton i Buell 2012,
Orlowska i Sobczyk 2017].

Sekwencjonowanie przez synteze — detekcja H" (Ion Torrent)

Technologia Ion Torrent jest unikatowa wsrdd technologii NGS, poniewaz nie opie-
ra si¢ na fluorescencyjnym znakowaniu nukleotydéw, ale na mierzeniu zmian pH powsta-
tych w wyniku uwolnienia jonéw H' po wlgczeniu nukleotydu z zastosowaniem p6tprze-
wodnikéw [Rothberg i in. 2011]. Dostepne sa dwa urzadzenia, ktére stosuja t¢ technolo-
gie: Ion PGM oraz nowy Ion Proton, ktéry zapewnia wigksza wydajnos¢
[http://www.iontorrent.com]. Technologia sekwencjonowania przez detekcje H' ciagle
si¢ rozwija, a sekwenator Ion Torrent jest wykorzystywany w projektach majacych na
celu np. ochrong roslin [Egan i in. 2012]. Wigkszos$¢ publikacji dotyczacych wykorzy-
stania technologii Ion Torrent koncentruje si¢ na sekwencjonowaniu genoméw bakteryj-
nych [Howden i in. 2011, Rothberg i in. 2011].

SEKWENCJONOWANIE TRZECIEJ GENERACIJI

Technologia tSMS (SeqLL)

Dziatanie pierwszej platformy uwazanej za urzadzenie do sekwencjonowania trze-
ciej generacji, o nazwie Helicos, polega na odczycie sekwencji z matrycy bez konieczno-
$ci amplifikacji — tSMS (ang. true single molecule sequencing). Podstawowa zasada
technologii tSMS jest obrazowanie czasteczek fluoroforu wbudowanego w nukleotyd.
Po wbudowaniu odpowiednio znakowanego nukleotydu do syntetyzowanej nici fluorofor
zostaje usunigty. Fluorescencyjne nukleotydy sa dodawane jeden po drugim, az do uzy-
skania petnych danych sekwencjonowania. Sygnal fluorescencyjny jest rozpoznawany
przez bardzo czuly detektor, ktéry rozszyfrowuje pojedyncza czasteczke fluoroforu
w momencie wbudowania go do nici DNA [Ginolhac i in. 2012]. Metoda nie wymaga
amplifikacji DNA na zadnym etapie, a odczytu sekwencji dokonuje si¢ bezposrednio
Z matrycy.

Technologia tSMS idealnie nadaje si¢ do sekwencjonowania bardzo wymagajacego
materialu: probek z bardzo matla iloScia DNA, zdegradowanego DNA, materiatu gene-
tycznego izolowanego metoda FFPE, starozytnego DNA oraz prébek kryminalistycz-
nych. Technologia ta niesie szereg korzysci: sekwencjonowanie nie wymaga ligacji
z adapterami, amplifikacji lub dlugotrwatych procedur przygotowania bibliotek oraz nie
sekwencjonuje powielonych fragmentéw, tylko niezalezne czasteczki DNA. Wyniki sa
wysoce skorelowane, powtarzalne i bardzo dokltadne [Orlando i in. 2011]. W 2012 r.
firma Helicos ogtosita upadlo$¢. Obecnie ustugi z uzyciem sekwenatora pracujgcego
w technologii tSMS oferuje firma SeqLL [www.seqll.com].

Technologia Starlight (Life Technologies)

Inng technologi¢ sekwencjonowania trzeciej generacji oferuje firma VisiGen, wyko-
rzystujac zjawisko FRET (ang. Forster resonance energy transfer). W roku 2008 firma
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Life Technologies wykupita technologi¢ FRET, zmieniajac jej nazwe na ,,Starlight”.
Metoda opiera si¢ na replikacji DNA, w ktérej wykorzystuje si¢ polimeraz¢ DNA z ko-
walencyjnie dotaczonym fluoroforem, tzw. donorem, oraz specjalnie wyznakowane nu-
kleotydy. Kazdy z czterech nukleotydéw ma przytaczony do reszty fosforanowej inny
fluorofor, tzw. akceptor. Podczas trwania replikacji nastepuje zblizenie donora znajduja-
cego si¢ w polimerazie DNA z akceptorem obecnym w jednym z czterech nukleotydéw.
Dochodzi do wzbudzenia wiazki $wiatla, ktéra jest wychwytywana przez odpowiedni
detektor. Po zwigzaniu nukleotydu z czasteczka DNA zjawisko FRET zanika, a dalej
trwajaca replikacja nici pozwala na odczyt sekwencji w czasie rzeczywistym. Szybko$¢
odczytu za pomocg pojedynczego nanometrowego czujnika moze dochodzi¢ do
300 zasad na sekunde [Pennisi 2010, Thompson i Milos 2011]. Obecnie firma
Life Technologies wydala o$wiadczenie, ze nie planuje komercjalizacji tej metody
w przysztosci.

Technologia SMRT (Pacific Biosciences)

Nastepng technologi¢, SMRT (ang. single-molecule real-time), wprowadzita firma
Pacific Biosciences [http://www.pacificbiosciences.com]. Technologia SMRT, podobnie
jak Starlight, oparta jest na naturalnym procesie replikacji DNA, wykorzystuje nukleoty-
dy z przylaczonymi do reszty fosforanowej fluoroforami oraz umozliwia obserwacje
syntezy DNA w czasie rzeczywistym. Sekwencjonowanie SMRT oparte jest na kilku
kluczowych innowacjach. Jedna z nich jest zastosowanie studzienek reakcyjnych, tzw.
ZMW (ang. zero mode waveguides), w ktérych unieruchomione sa pojedyncze czastecz-
ki polimerazy. ZMW s3 to otwory o s$rednicy kilkudziesigciu nm i grubosci 100 nm wy-
konane w warstwie metalu pokrytej cienka szklang warstwa [Levene i in. 2003].
Od spodu studzienki o§wietlane sg promieniem lasera. Dlugos¢ fali jest wigksza od $red-
nicy studzienek, dlatego objetos¢ swiatla, ktéra dociera do pojedynczego otworu, wynosi
20 zeptolitréw (20 x 107" litra). Detektor wychwytuje sygnat §wietlny w momencie
przylaczenia nukleotydu do nici DNA, tym samym eliminujgc mozliwo$¢ pomyiki spo-
wodowane;j fluorescencja niezwigzanych nukleotydéw.

Prowadzenie reakcji sekwencjonowania w czasie rzeczywistym powoduje, ze tech-
nologia SMRT ma trzy zasadnicze zalety. Po pierwsze, reakcja trwa znacznie krdcej,
zazwyczaj do 30 min, zamiast kilku dni. Po drugie, odczyty sa duzo dluzsze w poréwna-
niu z dotychczas oferowanymi urzadzeniami. Srednia dtugo$é odczytéw wynosi ok.
3000 pz, natomiast najwigkszy zsekwencjonowany fragment miat dlugos¢ 60 000 pz.
Dtuzsze odczyty ujawniaja zlozone zmiany strukturalne obecne w sekwencji, np. infor-
muja, gdzie wystapity réznice w ilosci kopii w stosunku do sekwencji odniesienia. Po
trzecie, mozemy uzyska¢ informacje o szybkos$ci wchtaniania poszczegdlnych nukleoty-
déw, co z kolei informuje o modyfikacji matrycy, tj. metylacji cytozyny lub obecnosci
metylotransferazy w calym genomie bakteryjnym.

Wigkszo$¢ platform ma trudnosci w sekwencjonowaniu regionéw bogatych w AT,
dtugich homopolimeréw lub sekwencji palindromowych, ktére czesto prowadza do zabu-
rzen otrzymanych wynikéw. W technologii SMRT pojedyncza czasteczka nie wymaga
etapu amplifikacji, co prowadzi do ujednolicenia pokrycia we wszystkich regionach.
Z pojedynczymi odczytami wiaze si¢ wigksza liczba bledéw. Sekwencjonowanie SMRT
rozwigzato ten problem poprzez zastosowanie bardzo doktadnego i usrednionego staty-
stycznie ,,stochastycznego profilu btedu SMRT”, w ktérym odczyt sekwencji zestawia
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si¢ z pewnymi zmiennymi losowymi w okreslonej przestrzeni parabolicznej, by uzyskaé
usredniong sekwencje. Strategia ta jest istotna w niektérych przypadkach, np. podczas
ponownego sekwencjonowania okreslonych fragmentéw lub w przypadku sekwencjono-
wania matych fragmentéw [Levene i in. 2003].

Firma Pacific Biosciences ciagle prowadzi prace poprawiajace jakos¢ technologii
SMRT. W ostatnim czasie firma wprowadzita na rynek ulepszong platforme¢ do sekwen-
cjonowania, Sequel, zawierajaca wigksza ilos¢ studzienek reakcyjnych, co wigze si¢ ze
zwickszeniem liczby odczytéw oraz zwigkszeniem obcigzenia sekwenatora. Nowa plat-
forma powstala z mysla o szybkim i ekonomicznym generowaniu wysokiej jakosci da-
nych de novo.

Obecnie dostgpna jest mata liczba publikacji naukowych na temat wykorzystania
technologii SMRT do udoskonalania genoméw referencyjnych dla roslin uzytkowych,
np. kukurydzy [Jiao i in. 2017].

Sekwencjonowanie z wykorzystaniem nanotechnologii
(Oxford Nanopore Technologies)

Kolejny sekwenator, w ktérym zastosowano technologi¢ sekwencjonowania trzeciej
generacji z wykorzystaniem technologii nanoporéw, oferuje brytyjska firma — Oxford
Nanopore Technologies. Najpopularniejszym urzadzeniem, ktére wprowadzita ta firma
na rynek §wiatowy, jest przenos$ny sekwenator MinlON. Zaprojektowany zostal w taki
sposob, by umozliwi¢ sekwencjonowanie zaréwno w $rodowisku laboratoryjnym, jak
i w terenie. Firma oferuje takze sekwenatory przeznaczone do duzych projektéw —
GridION oraz PromethION. Sa to urzadzenia stacjonarne, ktére zawieraja dodatkowy
modut obliczeniowy do wstepnej analizy wynikow.

Firma Oxford Nanopore koncentruje si¢ na tworzeniu bibliotek genomowych oraz
narzg¢dzi do analizy wynikéw sekwencjonowania w sposéb prosty i dostepny dla kazdego
uzytkownika. Opracowano zupetnie nowe sposoby analizy bioinformatycznej, w ktérych
7Znaczaco zmniejszono wymagania obliczeniowe oraz poprawiono szybkos$¢ montazu
ztozonych genoméw. Wykorzystano nanopory, bardzo male otwory, przez ktére prze-
mieszcza si¢ DNA, generujac sygnat elektryczny. Technologia polega na kontrolowanym
odcinaniu nukleotydéw od nici DNA. Kolejno odiaczane nukleotydy przechodza przez
nanopory. Podczas przechodzenia kazdy z czterech nukleotydéw generuje inne nat¢zenie
pradu, ktére mierzy czuly amperomierz. Metoda ta pozwolita poznaé¢ sekwencje o bardzo
dlugich, powtarzajacych si¢ regionach DNA. Do tej pory najdluzszy odczyt wynosit
~850kb. Sekwencjonowanie nanoporowe jest technologia przysziosci, poniewaz w krot-
kim czasie mozemy pozna¢ dluga sekwencj¢ wszystkich genoméw.

Na stronie internetowej firmy [https://nanoporetech.com] mozna znalez¢ informacje
na temat projektow badawczych, w ktérych wykorzystywane jest sekwencjonowanie
nanoporowe. Najwazniejsze projekty wykorzystujace genom roslinny polegaja na:

— skladaniu de novo odczytéw DNA ro$lin majacych duzy genom (opiera si¢ na
identyfikacji kolejnych cze$ciowo naktadajacych si¢ fragmentéw sekwencji),

— poznaniu sekwencji powtarzajacych si¢ regionéw oraz transpozonéw na podstawie
dlugich odczytow,

— poznaniu informacji o strukturze genomu, ktéra mozna wykorzysta¢ w badaniach
dotyczacych hodowli i selekcji roslin,
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— analizie patogendéw roélinnych z mozliwo$cia uzywania bezposredniego sekwen-
cjonowania RNA.

Dzigki mozliwosci przenoszenia sprzg¢tu sekwenator MinlON jest wykorzystywany
do segregowania prébek w ich lokalnym $rodowisku, tym samym uniemozliwiajac po-
mylkowa zamiang¢ zbieranych materiatéw. Dzigki tej cesze urzadzenie MinION moze by¢
przydatne podczas ekspedycji terenowych organizowanych dla banku genéw. Wysoka
przepustowos¢ innych urzadzen oferowanych przez Oxford Nanopore Technologies
przyczynita si¢ do powstania projektow majacych na celu sekwencjonowanie genoméw
pomidora i melona, a takze do uporzadkowania sekwencji powtarzajacych si¢ u Arabi-
dopsis [https://nanoporetech.com/products/minion].

PODSUMOWANIE

Banki genéw na catlym $wiecie maja wiele wyzwan naukowych ze wzgledu na duza
liczebno$¢ kolekcji zgromadzonych materialéw i potrzebe charakteryzowania obiektéw
dla szerokiego grona uzytkownikéw. Wyzwania obejmuja potrzebe prawidlowej identy-
fikacji akcesji, sprawdzania jako$ci materiatu siewnego, identyfikowania i eliminowania
duplikatéw akcesji, doktadnej charakterystyki nowych obiektéw kolekcji, wyodrgbnienia
kolekcji rdzeniowej (ang. core collection), okreslenia ekotypdw, poréwnywania genoty-
péw i fenotypéw obiektow. Wszystkie te prace maja na celu wyodrebnienie cennych
materialéw i przekazanie ich w rece hodowcéw roslin [Egan i in. 2012]. Techniki NGS
stuza innowacyjnej identyfikacji genetycznej w bankach genéw, dlatego nalezy przywia-
zywa¢ do nich duzag wage. Jednym z przyktadéw jest projekt obejmujacy identyfikacje
SNP i innych polimorfizméw ryzu z zastosowaniem technik genotypowania na duza
skale (ang. larg-scale resequencing and genotyping) [McCouch i in. 2012].

Poniewaz technologie NGS wciaz sg rozwijane, zwigksza si¢ zakres ich zastosowa-
nia. Biologia roslin moze wiele zyska¢ dzigki doktadniejszemu poznaniu genoméw ro-
$linnych. Postep technologii sekwencjonowania oraz projekty sekwencjonowania geno-
moéw roslinnych umozliwiajg lepsze zrozumienie proceséw rozwojowych i ewolucyjnych,
ktére tworza réznorodno$¢ zycia na Ziemi. Jak pokazuja najnowsze osiggnigcia biologii
molekularnej, przysztoscia biologii ro$lin i wszystkich dziedzin nauk przyrodniczych sa
innowacyjne techniki sekwencjonowania [Egan i in. 2012].

W Krajowym Centrum Roslinnych Zasobé6w Genowych (KCRZG), w IHAR — PIB
identyfikacje obiektéw prowadzi si¢ metodami tradycyjnymi na podstawie poréwnania
cech fenotypowych, ale réwniez z wykorzystaniem metod biologii molekularne;j.
W latach 2013-2016 dokonano identyfikacji taksonomicznej 98 obiektéw z rodzaju
Avena. Uzyto kilka regiondéw diagnostycznych (matK, trnH-psbA, trnL-trnF, atpF-atpH,
psbK-psbl), obecnych w genomie chloroplastowym (cpDNA) o znaczeniu taksonomicz-
nym dla rodzaju Avena. Badania polegaly na sekwencjonowaniu i resekwencjonowaniu
wybranych regionéw DNA chloroplastowego oraz na analizie dtugo$ci fragmentéw mar-
kerow klasycznych. Nastgpnie poréwnywano wyniki z materialem referencyjnym
umieszczonym w bazach danych oraz z materialem referencyjnym analizowanym réwno-
legle przez laboratorium KCRZG. Prace wykonywano na sekwenatorze kapilarnym
z Applied Biosystem, bazujac na metodzie Sangera. Obecnie laboratorium molekularne
KCRZG dazy do opracowania szybkiej i prostej metody weryfikacji taksonéw poprzez
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sekwencjonowanie nowej generacji NGS, z wykorzystaniem sekwenatora MiSeq Illumi-
na. Analiza jest oparta na autorskim protokole ddRADSeq i polega na cigciu genomu
przez dwa enzymy restrykcyjne (Mstl i Pstl) w losowo wybranych miejscach. Po cigciu
enzymatycznym wybiera si¢ fragmenty o okreslanej dlugosci, ktére poddaje si¢ reakcji
sekwencjonowania. Wszystkie te prace umozliwiaja jednoznaczng i wiarygodna weryfi-
kacje taksonomiczng obiektéw z kolekcji. Dzigki temu materialy zgromadzone w Krajo-
wym Centrum Roélinnych Zasobéw Genowych sa dobrze postrzegane przez odbiorcéw
na catym $wiecie.
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Summary. NGS technology is a universal diagnostic tool in molecular biology. It is used for
sequencing genomes and transcripts, protein—~DNA/RNA interactions, methylation tests, and
metagenomic studies. The technique allows for the analysis of different DNA fragments
represented by multiple copies during a single reaction, library preparation and obtaining
a genomic gigabase from a single sequencing. By NGS technology, the number of research probes
and the reliability of sequencing results are increased.
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This is especially valuable when the variation between genotypes is small. The costs and period of
the sequencing process are repeatedly lower than compared with the capillary sequencer. NGS
technology is useful for learning new SNPs and other variants of diversity, like deletions or indels.
A specific bioinformatic analysis of the sequencing results will allow to acquire knowledge about
genetic diversity of plants within a single species, more precise mapping of quantitative traits loci,
accurate taxonomic identification of objects and assigning them to specific species, which is very
important in GenBank collections. The article presents the available sequencing technologies with
their precise characteristics. The authors aim is to update information on the latest advances in
sequencing technology and their use in plant biotechnology.
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