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Summary

The last years have been a time of exponential progress of sequencing
methods. The beginning of the 2Dt closed a thirty-year domination of sequenc-
ing by the Sanger’s method. Next generation technology resulted in a mass se-
quencing of the successive genomes. The time necessary to discover full
genomes, as occurred for potato, was dramatically reduced.
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1. Wstep

Kiedy w roku 1977 iikazata sie praca Sangera i Alana (1,2),
nastgpit pierwszy krok w kierunku uproszczenia i przyspieszenia
techniki sekwencjonowania DNA (3). Metoda Sangera domino-
wata przez kolejne trzy dekady. Metoda ta oparta na syntezie
de novo nici DNA z wykorzystaniem dideoksyrybonukleotydowych
terminatoréw podlegata cigglym usprawnieniom. Poczatkowo sto-
sowano izotopowo znakowane deoksyrybonukleotydy i sekwen-
cjonowanie przeprowadzano w czterech niezaleznych mieszani-
nach reakcyjnych. Do kazdej mieszaniny dodawano niewielkg
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ilos¢ jednego rodzaju dideoksyrybonukleotydu (ddATP, ddCTP, ddGTP lub ddTTP),
o ktoéry zatrzymywaly przebieg syntezy nowej nici. Po rozdziale elektroforetycznym
na niezaleznych Sciezkach w zelach poliakrylamidowych pozycje fragmentéw DNA
ustalano przez naswietlenie kliszy rentgenowskiej (autoradiografia). Obecnie bazuje
sie na znacznikach fluorescencyjnych dotgczonych do dideoksyrybonukleotydowych
terminatoréw. Do kazdego rodzaju dotgczany jest barwnik emitujgcy Swiatto o innej
diugosci fali po wzbudzeniu laserem. Pozwala to caly proces przeprowadzi¢ w jed-
nej probowce. Kolejna istotna zmiana nastgpita wraz z pojawieniem sie aparatury
nowej generacji (NG, ang. Next Generation). Zapowiedzig jej byt m.in. artykut w ,Na-
ture” w roku 2005 o masywnym réwnolegtym sekwencjonowaniu na plytce
w dotkach o objetosci pikolitrowej, opisujacy nowa technike sekwencjonowania
przez synteze z wykorzystaniem aparatu firmy 454 (obecnie wtasnos¢ Roche) (4).
W tym czasie na rynku pojawity sie sekwenatory Solex firmy lllumina i aparat Solid
firmy Applied Biosystems. Pierwsze aparaty 454 generowaly ponad 50 razy wiecej
sekwencji DNA niz powszechnie stosowany 96-kapilarny Applied Biosystems
3730XL i to za jedng szOstg kosztow. Pomimo tak obiecujacych wynikéw naukowcy
podchodzili do nich bardzo sceptycznie. Pewien wplyw na to mogt mie¢ fakt, ze
duze centra sekwencjonowania zainwestowaly ogromne sumy w sekwencjonowanie
technikg kapilarna. Przejscie na korzystanie z aparatéw NG wida¢ wyraZnie po zmia-
nach ilosci projektow dotyczacych sekwencjonowania catych genomoéw realizowa-
nych w kolejnych latach (rys. 1). Obecnie, jak wypowiedziat sie¢ Adam Lowe, dyrektor
marketingowy llluminy (5), uzytkownicy ich systemu tygodniowo otrzymuja tysigce
miliardéw nukleotyddw sekwencji, co odpowiada 20-krotnej ilosci sekwencji zgro-
madzonych w GenBanku w roku 2005.

Rys. 1. Liczba zsekwencjonowanych genomoéw w kolejnych latach (http://www.genomcsonline.org/
GOLD - Genomes OnLine Database v.3.0).
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2. Polski Narodowy Projekt Sekwencjonowania Genomu Ziemniaka

Ziemniak nalezy do rodziny Solanace, do ktérej zalicza sie réwniez wiele innych
gatunkow roslin istotnych ekonomicznie, takich jak pomidor, tyton, baktazan czy
pieprz, jest on uprawiany na duzg skale w Europie i Ameryce od drugiej potowy
XIX w. i zajmuje trzecie miejsce po ryzu i pszenicy wsréd zrodet pokarmu dla ludzi.

Polska znajduje sie na 6. miejscu wsréd Swiatowych producentéw ziemniaka (6).
Na Swiecie uprawianych jest wiele odmian ziemniaka (7), ktére stanowig potencjalne
zrodto do tworzenia nowych odmian odpornych na choroby czy szkodniki (wirusy,
zaraza ziemniaka, rak ziemniaka, mokra i sucha zgnilizna, czarna nézka, parch zwy-
kly, bakterioza pierscieniowa). Poznanie sekwencji genomu ziemniaka (okoto 840
milionéw par zasad) powinno dostarczy¢ nowoczesne narzedzie do wprowadzania
na rynek kolejnych odmian odpornych na pestycydy i choroby, jak réwniez charakte-
ryzujace sie wieksza tolerancja na susze czy niskie temperatury. Zastosowanie no-
wych metod genetyki molekularnej skréci czas wytwarzania nowych odmian, obec-
nie trwajgcy okoto 10-12 fat, i jednoczesnie obnizy koszty prowadzonych badan.

W celu poznania petnej sekwencji genomu ziemniaka i sporzgadzenia anotacji
znajdujacych sie w nim genéw powstato miedzynarodowe Konsorcjum ,The Potato
Genome Sequencing Consortium” (PGSC). Instytut Biochemii i Biofizyki PAN w War-
szawie zostat zaproszony do udziatu w tym Konsorcjum. Polski udziat w realizacji
projektu miat miedzy innymi dotyczy¢ sekwencjonowania jednego z dwunastu chro-
mosomow genomu ziemniaka. Celem projektu byto nie tylko proste poznanie se-
kwencji nukleotydowej. Miata ona postuzy¢ w kolejnym etapie do analiz poréwnaw-
czych z innymi genomami, jak réwniez ustalenia lokalizacji poszczeg6inych genéw.
Niektore cechy fenotypowe byly powigzane tylko z regionami chromosoméw, teraz
pojawita sie mozliwos¢ po szczegoOtowe] analizie przypisania ich do konkretnych
otwartych ramek odczytu.

3. Zalozenia Konsorcjum

Pierwotnie zamierzano sekwencjonowac¢ biblioteke chromosomalnego DNA
sklonowanego w BAG (ang. Bacterial Artificial Chromosome) z heterozygotycznego ge-
notypu diploidalnego ziemniaka RH89-039-16 (RH). Koordynator projektu. Centre for
Biosystems Genomics w Wageningen, Holandia, przygotowat 78 000 klonéw niosa-
cych wstawki genomowego DNA o $redniej dtugosci 120 Kb. Na podstawie analizy
restrykcyjnej klony zostaly potaczone w grupy i przyporzadkowane do —7000 fi-
zycznie zmapowanych kontigdw. Rownocze$nie zostaly one przekazane do firmy
biotechnologicznej Keygene Inc., Wageningen Holandia (8). Opierajgc sie na wiasnej
technologii AFLP (9) (ang. Amplified Fragment Length Polymorphism) w Keygene zma-
powano 30 000 klonéw BAG na ultra-gestej mapie zawierajgcej wzajemng pozycje
10 000 unikatowych markeréw AFLP przypisanych do wszystkich 12 chromosomoéw
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Rys. 2. Gestos¢ i potozenie markeréw AFLP na dwunastu chromosomach ziemniaka. Markery zazna-
czono na ciemno.

ziemniaka. Mape opracowat holenderski zesp6t z Wageningen {Plant Breeding Group)
i (10). Mapa genetyczna (rys. 2) wskazuje istniejace zageszczenia markeréw AFLP
w réznych chromosomach ziemniaka.

Do kazdego chromosomu zostato na tej podstawie przypisane od 50 do 150
BAC. Ich potozenie zostalo zweryfikowane przez hybrydyzacje fluorescencyjna
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in situ DNA BAC z chromosomami. Miaty sta¢ sie one miejscami startu do sekwencjo-
nowania metodg BAC-to-BAC.

Kiedy powstawat projekt podstawowg metodg sekwencjonowania byty techniki
oparte na metodzie Sangera z dideoksyrybonukleotydami terminujgcymi reakcje
polimeryzacji nowo powstajgcej nici DNA. W zaleznosci od firmy dostarczajacej apa-
raty do sekwencjonowania stosowano rézne rozwigzania techniczne. Najbardziej
wydajny byt system firmy Applied Biosystem oparty na czterech r6znych barwnikach
fluorescencyjnych i rozdziale elektroforetycznym w polimerze, odpowiedniku zelu
poiiakrylamidowego, umieszczonym w Kkapilarze. Dzieki automatyzacji procesu
mozliwe bylo réwnoczesne odczytywanie 96 matryc i automatyczne, po zakonhcze-
niu jednego odczytu, podstawianie kolejnej porcji reakcji do analizy. W ten sposob
mozna byto uzyska¢ ponad 1000 odczytéw o Sredniej dlugosci 600-800 pz w ciggu
doby na jednym aparacie.

W trakcie trwania projektu powszechnie dostepne staty sie sekwenatory nowej
generacji, tzw. sekwenatory genomowe. W roku 2008 Instytut Biochemii i Biofizyki
PAN zakupit jedno z takich urzadzenh GS FLX (454) firmy Roche. Umozliwia ono réw-
noczesny odczyt okoto 100 milionéw fragmentoéw DNA o $redniej diugosci 250 nu-
kteotydow. Zastosowanie tego aparatu zmienito radykalnie podejscie do poznania
petnej sekwencji genomu ziemniaka. Sekwencjonowanie metodg Sangera stato sie
pomocniczym, uzywanym gtéwnie do wyjasnienia miejsc watpliwych w sekwencji,
zamykania przerw miedzy kontigami czy rozwigzywaniem problemow zwigzanych
z powtdrzeniami w sekwencji.

Z powodu powolnego postepu prac nad sekwencjami genotypu RH zwigzanych
z ograniczeniami spowodowanymi heterozygotycznoscia i dostepem do aparatury
nowej generacji. Konsorcjum zdecydowato sie na réwnolegte prowadzenie sekwen-
cjonowania drugiego genotypu, homozygoty (monoploida) DM 1-3 516R44.

4. Strategia sekwencjonowania metoda Sangera

DNA genomowe ziemniaka zostato pofragmentowane przez niepeine trawienie
enzymami restrykcyjnymi EcoRl i HinDIll, a nastepnie fragmenty o dtugosci
100-150 kpz sklonowano w BAC. Tak przygotowana biblioteka zostata udostepnio-
na cztonkom Konsorcjum. Korzystajgc z oprogramowania przygotowanego przez
holenderskiego koordynatora i udostepnionego czionkom Konsorcjum, na podsta-
wie mapy fizycznej wytypowano BACi przypisane do chromosomu VII. Miat to by¢
wyjsciowy materiat do sekwencjonowania metoda Sangera. Wyizolowane DNA BAC
zostalo ponownie pofragmentowane na odcinki dtugosci 2-3 tysiecy par zasad
i sklonowane w wektorze pBluScript. Taka strategia wymaga tworzenia kolejno
dwoch bibliotek i selekcji klondw niosgcych DNA genomu ziemniaka. Z powodu nie-
zupetnie losowego fragmentowania DNA przez niepetne trawienie duza czes¢ se-
kwencji w kolejnych BAC sie powtarza. W niektérych przypadkach nawet do
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20-30 kpz. Ponadto niektére sekwencje z ré6znych powodéw takich jak toksycznosé
czy odmienna zawartos¢ par G/C, okazaly sie trudne do klonowania w bakteriach
lub niestabilne. Tych sekwencji brakowato w trakcie skfadania konsensusu.

5. Strategia sekwencjonowania nowej generacji

w nowej technologii sekwencjonowania calych genoméw pomija sie wstepne
etapy klonowania i tworzenia bibliotek w bakteriach. Dzieki temu nie ma wad
zwigzanych z nietolerancjg bakterii na informacje przenoszong przez badany DNA
czy skiad nukleotydowy. Technologia ta ma tez minusy wynikajace z duzej ilosci
uzyskiwanych informacji, ktéra musi zosta¢ poddana analizie przy skfadaniu kon-
sensusu. Pewnym problemem sg tez krétsze, pojedyncze odczyty, chociaz w marcu
2010 r. mozna juz bylo odczytywac okoto 500 pz, co zaczyna by¢ poréwnywalne do
sekwencjonowania metodg Sangera. Pomimo ze nowa technologia wymaga wiek-
szej liczby odczytdw, 30-krotne pokrycie w poréwnaniu z 8-10-krotnym pokryciem
wymaganym przy metodzie Sangera, koszt uzyskania konsensusu jest znaczaco niz-
szy. W celu wykorzystania juz istniejgcej biblioteki BAC do sekwencjonowania zo-
stata zastosowana technika tzw. MID (ang. Multiplex IDentifier). Standardowo DNA
po fragmentowaniu do odcinkdw dtugosci Srednio 800 pz jest przygotowywany do
przylaczenia na koricach dwuniciowych adapteréw niezbednych do amplifikacji ma-
teriatu przed sekwencjonowaniem. Sekwencje adapterowe stuzg rowniez jako miej-
sca przytaczenia startera do sekwencjonowania. W technice MID adaptery sg dodat-
kowo przediuzone o specyficzne 10-nukileotydowe sekwencje, inne dla kazdego
BAC-a, ktére pozwolg pdzniej je rozrézni¢ i przypisa¢ do poszczegodlnych klonéw
BAC przez program komputerowy (np. sflffile firmy Roche). Dzieki tej metodzie jest
mozliwe réwnolegte sekwencjonowanie kilku BAC-6w jednoczesnie w trakcie jedne-
go przebiegu reakcji w genomowym sekwenatorze.

6. Sekwencjonowanie BAC dwoma metodami

w trakcie wdrazania nowego systemu sekwencjonowania przeprowadziliSmy dla
poréwnania ponowne sekwencjonowanie jednego z wczesniej wybranych BAC, kt6-
rego konsensus zostat ustalony metodg Sangera. Powtorne sekwencjonowanie na
aparacie GS FLX (454) wygenerowato konsensus zgodny z wczesniej otrzymanym.
Jednak réznica w czasie i nakladzie sit i Srodkow byta nieporéwnywalna na korzysé
aparatu nowej generacji. Podczas gdy przygotowanie banku DNA Kklonu BAC
RH200P15 do sekwencjonowania zajeto ponad dwa tygodnie i wymagato zmudnej
selekcji klonéw niosacych wstawki DNA, a nastepnie zabezpieczenia ich w postaci
zamrozonych hodowli na ptytkach 96-dotkowych. W drugim przypadku wyizolowa-
ny DNA klonu BAC RH200P15 byt wprost uzyty do sekwencjonowania. W ciagu jed-

74 PRACE PRZEGLADOWE



Wykorzystanie sekwencjonowania nowej generacji do poznania genomu ziemniaka

nego tygodnia zostalo zakonczone sekwencjonowanie klonu RH200P15 i mozna
byto analizowa¢ otrzymane sekwencje, ktére ztozyly sie w konsensus o diugosci
149532 pz.

7. Podsumowanie

Gwattowny rozw6éj nowych technologii pozwala wierzy¢, ze genomika personal-
na to nie odlegta przysztos¢, ale wilasciwie juz terazniejszos¢. Sekwencjonowanie
pierwszego genomu cztowieka trwato ponad 10 lat i pochtoneto kwote ponad 3 bi-
lionéw dolaréw. Obnizenie kosztéw i skrécenie czasu generowania sekwencji stato
sie punktem wyjsciowym ogtoszenia w 2007 r. projektu ,Projekt 1000 genomow”
(The 1000 Genome Project), w ktérym mamy pozna¢ genomy ludzi z réznych czesci
Swiata. W styczniu 2010 r. firma lllumina podata, ze majgcy wejs¢ do uzycia ich
nowy sekwenator HiSeq2000 powinien zsekwencjonowa¢ réwnoczesnie dwa geno-
my ludzkie za réwnowarto$¢ 10 tysiecy USD z 30-krotnym pokryciem (11). Duze za-
interesowanie budzi réwniez, majacy w tym roku wejs¢ do powszechnego uzycia,
nowy system sekwencjonowania w czasie rzeczywistym pojedynczej czasteczki DNA
firmy Pacific Bioscences (12).

Opracowanie powstato w ramach realizacji projektu badawczego finansowanego przez Minister-
stwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: 47/PGS/2006/01.
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