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STRESZCZENIE:

W niniejszej pracy przedstawiono i scharakteryzowano metody sekwencjonowania nowej generacji —
NGS (ang. Next-Generation Sequencing). W tym krotkim przegladzie zaprezentowano najwazniejsze
techniki sekwencjonowania drugiej generacji. Metody te umozliwiajg odczytanie kolejnosci nukleoty-
déw w tancuchu DNA. Szybki rozwdj technik sekwencjonowania zaczat sie na poczatku lat 70. XX wieku,
kiedy to opublikowano dwie techniki pierwszej generacji — metode Sangera, na ktérej bazujg techniki
NGS, oraz metode Maxama i Gilberta. Pézniejsze ich modyfikacje (m.in. wprowadzenie elektroforezy
kapilarnej, fluorescencyjne znakowanie nukleotydéw, zastosowanie mikroprocesora) doprowadzity do
petnej automatyzacji procesu i przyczynity sie do jego udoskonalenia. Obecnie metody NGS sg narze-
dziem wykorzystywanym w wielu dziedzinach nauki, m.in. w genetyce, biotechnologii, biologii moleku-
larnej i w nowoczesnej hodowli roslin. Technologie prezentowane w artykule cechujg sie wieloma zale-
tami, ale nie sg tez pozbawione wad. Doktadnos$¢ odczytu sekwencji oraz ogdélne koszty eksploatacyjne
wskazujg na to, ze najbardziej obiecujgca metoda sekwencjonowania nowej generacji opiera sie na sys-
temie SOLID. Z kolei zas sekwencjonowanie poprzez ligacje (platforma SOLIID) oprécz duzej doktadnosci
charakteryzuje sie dtuzszym czasem analiz w poréwnaniu do innych omawianych metod.
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ABSTRACT:

In this article next generation sequencing (NGS) methods were characterized. This short review focus
on the most important methods of second and third generation sequencing techniques. NGS tech-
niques give unique opportunity to read nucleotides order in DNA strand. Fast, rapid development and
progress of genetic sequencing methods began in the seventies. Then two new sequencing techniques
were established — enzymatic method (Sanger’s sequencing), chemical method (Maxam’s and Gilbert’s
sequencing). Later modifications such as use of capillary electrophoresis, fluorescent nucleotides and
application of microprocessor led to total automation of the process and contributed to the methods
improvements. Nowadays NGS methods are tools used in many scientific fields e.g. genetic, biotech-
nology, molecular biology and modern plant breeding programs. Technologies presented in this article
have many advantages, but are also not without flaws. Reading accuracy and the overall costs indicate
that method based on SOLID system is the most promising next generation sequencing. Sequencing
by ligation (SOLID) characterized by high precision but also run time is longer compared to the other

method described in this article.

1. WSTEP

Analiza DNA stanowi podstawe dla wielu wspot-
czesnych nauk, m.in. genetyki, biotechnologii,
a takze medycyny i kryminologii. W ostatnich la-
tach nastgpit ogromny postep w dziedzinie badan
genetycznych, zwigzany gtéwnie z opracowaniem
nowych metod sekwencjonowania DNA (kwas
deoksyrybonukleinowy, z ang. deoxyribonucleic
acid) [2, 4, 20]. Sekwencjonowanie to proces ma-
jacy na celu precyzyjne ustalenie sekwencji nu-
kleotydéw, wchodzacych w sktad taricucha DNA
[14].

Stosunkowo szybkie i wydajne procedury se-
kwencjonowania kwaséw nukleinowych opraco-
wano dopiero w drugiej potowie lat 70. XX wieku.
Niemalze réwnoczesnie opublikowane zostaty
dwie techniki, umozliwiajgce poznanie sekwencji
zasad w tancuchu DNA: pierwsza, zwana meto-
da chemicznej degradacji faricucha DNA, zapro-
ponowana przez Maxama i Gilberta, oraz druga
— metoda terminacji taricucha, stworzona przez
Sangera i jego wspotpracownikéow. Poczgtkowo
obie te metody cieszyly sie jednakowa popular-
noscig, jednakze po latach, to metoda Sangera
stata sie powszechniej stosowana, m.in. ze wzgle-
du na mozliwosc¢ jej automatyzacji [9, 18].
Impulsem do poszukiwania nowych, wysoko-
wydajnych metod sekwencjonowania DNA byt
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przebieg projektu sekwencjonowania genomu
cztowieka, ktéry pomimo wysitkdw licznych zespo-
téw badawczych pochtonat znacznie wiecej fun-
duszy oraz czasu, niz poczgtkowo przewidywano.
Pomimo duzej doktadnosci odczytow i wysokiej
wiarygodnosci sekwencji stosowane wéwczas me-
tody sekwencjonowania okazaty sie zbyt mato
wydajne dla szybkiego odczytu ogromnej, liczacej
okoto 3 mld par zasad sekwencji genomowej [4].
Na podstawie osiggnie¢ Sangera oraz Maxama
i Gilberta w zakresie technik sekwencjonowania
wyodrebniono kolejne metody, okreslane mia-
nem pierwszej generacji sekwencjonowania. Bio-
ragc pod uwage réznorodnos$é stosowanych proce-
dur, ztozono$¢ niezbednej aparatury, zakres poje-
dynczego odczytu, a przede wszystkim wymagang
ilos¢ proby wyjsciowej do analizy, sklasyfikowano
techniki sekwencjonowania wedtug stopnia ich
technologicznego zaawansowania, nadajgc im
kolejne numery [2, 12].

Sekwencjonowanie pierwszej generacji obej-
muje metody opracowane przez Sangera oraz
Maxama i Gilberta. Sekwencjonowanie drugiej
i trzeciej generacji okreslane jest wspdlnym mia-
nem sekwencjonowania nowej generacji — NGS
(ang. Next-Generation Sequencing). Gtéwnymi
zaletami najnowszych metod sekwencjonowania
sg przede wszystkim wysoka przepustowos¢ i ni-
ski koszt analizy jednej prébki w poréwnaniu do
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starszych technik. Dodatkowo istnieje mozliwosé
analizy ogromnej ilosci danych w stosunkowo
krétkim czasie. Technologie NGS generujg duzg
liczbe wynikow, ktére nastepnie nalezy przetwa-
rza¢, wykorzystujac innowacyjne narzedzie bio-
informatyczne oraz komputery, charakteryzujgce
sie duzg mocg obliczeniowa. Ma to ogromne zna-
czenie w przypadku badan nad genomami roslin,
charakteryzujgcymi sie duzym rozmiarem, zwia-
zanym z wystepowaniem poliploidalnosci oraz
wielu sekwencji niekodujgcych. Obecnie wyzwa-
niem jest ich przetwarzanie oraz analiza danych,
umozliwiajgca ich aplikacyjne zastosowanie, m.in.
w nowoczesnej hodowli i procesie efektywniej-
szego ulepszania odmian ro$lin uprawnych [22].

2. SEKWENCJONOWANIE PIERWSZEJ GENERACII

2.1 Sekwencjonowanie z wykorzystaniem me-
tod enzymatycznych — metoda Sangera

Sekwencjonowanie z wykorzystaniem metod en-
zymatycznych jest jedng z najpopularniejszych
i najszerzej wykorzystywanych technik sekwen-
cjonowania.

Po raz pierwszy metode te zastosowano do po-
znania sekwencji DNA faga X174 o dtugosci
5,4 tys. nukleotyddw. W pdzniejszych latach me-
toda Sangera ulegata licznym modyfikacjom,
m.in. poprzez zastosowanie rekombinowanych
polimeraz DNA czy tez znacznikéw fluoroforo-
wych (zamiast izotopowych) [6].

Zmiany standardowych protokotéw umozliwity
poznanie najtrudniejszych do analizy rejondéw
genomu [5, 13]. Klasyczna technika opracowana
przez Sangera i wspotpracownikow opiera sie na
wykorzystaniu czterech dideoksynukleotyddéw
(ddNTP). Czasteczki te, oprécz typowych nukle-
otyddw, uczestniczg w reakcji PCR, a w wyniku
wbudowania sie ich do polimeryzowanego tani-
cucha DNA dochodzi do terminacji zachodzacego
procesu [18, 19].

Zasadniczg réznicg pomiedzy ddNTP a normal-
nym nukleotydem jest obecnos$é¢ wodoru na kon-
cu 3’ kazdego dideoksynukleotydu zamiast stan-
dardowej grupy -OH. Ta modyfikacja sprawia, ze
niemozliwe staje sie dotgczenie kolejnego nukle-
otydu do czgsteczki ddNTP, w wyniku czego na-
stepuje koniec syntezy DNA. Proces syntezy DNA
przy uzyciu wzorca jest dokonywany niezaleznie
od siebie w 4 prébkach, réznigcych sie typem
ddNTP zawartego w roztworze.

W momencie, kiedy dochodzi do zakonczenia re-
akcji we wszystkich czterech probdéwkach reakcyj-
nych, ich produkty przygotowywane sg do elek-
troforezy zelowej. W celu rozdzielenia fragmen-
tow o réznych dtugosciach zawartos¢ kazdej
z probéwek jest umieszczana w kapilarze wypet-
nionej zelem. Uzycie wysokorozdzielcze] elektro-
forezy zelowej umozliwia rozdzielenie fragmen-
téw réznigcych sie dtugoscig z doktadnoscia do
jednego nukleotydu. Nastepnie zel jest naswie-
tlany promieniami UV lub Roentgena w zalez-
nosci od metody znakowania DNA. W tej fazie
mozliwe jest juz uzyskanie obrazu wizualizuja-
cego wyznakowane wczesniej nukleotydy ddN-
TP — terminatory reakcji syntezy DNA, w réznych
odlegtosciach od poczatku sekwencji (tj. starte-
ra). Dzieki temu uzyskiwany jest autoradiogram,
czyli obraz wystepowania kolejnych nukleotydow
w badanym DNA. Jego odczytanie jest koicowym
etapem metody, dzieki ktéremu poznawana jest
kolejnos¢ wystepowania nukleotydéw w analizo-
wanej sekwencji DNA [11, 18, 19].

2.2 Sekwencjonowanie z wykorzystaniem me-
tod chemicznych — metoda Maxama i Gilberta

Metoda Maxama-Gilberta , ktéra zostata stwo-
rzona w latach 1976-1977 przez Allana Maxama
i Waltera Gilberta, nazywana jest réwniez sek-
wencjonowaniem chemicznym [9]. Metoda ta
wykorzystuje specjalnie dobrane zwigzki che-
miczne do przeprowadzania cie¢ w odpowiednim
miejscu (G, A+G, T+C, C), dzieki czemu otrzymy-
wane sg fragmenty badanego DNA konczace sie
odpowiednim, znanym nukleotydem.

W ramach sekwencjonowania do podziatéw wy-
korzystywanych jest wiele kopii tej samej sekwen-
cji. Jeden koniec (5’) kazdej z nich jest radioak-
tywnie wyznakowany, zazwyczaj za pomocg ra-
dioaktywnego fosforu. Fragmenty DNA z czterech
niezaleznych reakcji otrzymanych w wyniku ciec¢
chemicznych umieszcza sie obok siebie na ptytce
z zelem i poddaje elektroforezie. Umozliwia to
rozdzielenie fragmentdéw o tej samej liczbie nu-
kleotydéw, a dzieki radioaktywnemu oznakowa-
niu danego konca istnieje mozliwos¢ otrzymania
obrazu, prezentujgcego poszczegdlne frakcje. In-
terpretujac prazki w kolejnosci od najbardziej wy-
sunietych wzgledem miejsca naniesienia probek
na ptytke, mozna okresli¢ sekwencje analizowa-
nego DNA [9].
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2.3 Pirosekwencjonowanie

Pirosekwencjonowanie jest technologia oznacza-
nia sekwencji kwaséw nukleinowych,ktérg opra-
cowat w 1996 roku w Krdélewskim Instytucie
Technologicznym w Sztokholmie profesor Pal
Nyren i jego uczern Mostafa Ronaghi. Metoda ta
nazywana jest tez sekwencjonowaniem przez
synteze (DNA) w czasie rzeczywistym [16].

Bazuje ona na pomiarze ilosci pirofosforanu (PP),
uwalnianego w momencie witgczenia komple-
mentarnej zasady do nowo powstajgcej nici DNA.
Detekcji dokonuje sie posrednio, poprzez reje-
stracje sygnatu Swietlnego.

Pierwszym krokiem do rozpoczecia pirosekwen-
cjonowania jest przygotowanie jednoniciowej
matrycy za pomocg reakcji PCR (ang. Polymerase
Chain Reaction) oraz jej oczyszczenie z nieprzy-
faczonych nukleotyddw i starteréw. Nastepnie
przeprowadza sie hybrydyzacje matrycy ze znako-
wanym biotyng primerem oraz inkubacje z odpo-
wiednimi enzymami (polimerazg DNA, sulfuryla-
z3 ATP, lucyferazg, apyraza) i substratami reakgc;ji
(adenozyno-5’ -fosfosiarczanem i lucyferyng).

W trakcie reakcji do mieszaniny pojedynczo, ko-
lejno po sobie, dodawane sg nukleotydy, kté-
re przytaczane sg komplementarnie do matry-
cy DNA. Powoduje to uwolnienie pirofosforanu
(PPi) w ilosci odpowiadajgcej liczbie przytaczo-
nych nukleotyddw.

PPi jest substratem dla sulfurylazy ATP, ktéra
w obecnosci adenozyno-5-fosfosiarczanu (APS)
katalizuje przeksztatcenie pirofosforanu do ATP,
napedzajgcego reakcje katalizowang przez kolej-
ny enzym — lucyferaze - i polegajgca na konwersji
lucyferyny do oksylucyferyny, czemu towarzyszy
zjawisko chemiluminescenciji, ktore rejestrowane
jest przez kamere ze Swiattoczutg matrycg CCD.
Wyniki wyswietlane sg w czasie rzeczywistym na
ekranie komputera na wykresie zwanym pirogra-
mem. Wysokos¢ i ilos¢ pikdw jest w nim propor-
cjonalna do liczby przytagczonych nukleotydow,
a ich kolejnos¢ pozwala bezposrednio odczytaé
sekwencje powstajacej nici. Pozostate nukleoty-
dy, ktére nie zostaty przytgczone do matrycy, sg
degradowane przez apyraze [15, 16].

Zaletg pirosekwencjonowania jest wysoka czu-
tos¢, wiarygodnosé, powtarzalnos¢ wynikéw (do-
ktadnos¢ powyzej 99%) oraz specyficznosé. Dzie-
ki uzyciu zdefiniowanych starteréw powielony
i poddany analizie zostaje jedynie wybrany frag-
ment DNA. Dzieki pominieciu elektroforezy
analiza przebiega znacznie szybciej (~10 minut)
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w porownaniu z konwencjonalnym sekwencjo-
nowaniem Sangera (24-55 h). Kolejng zaletg tej
techniki jest takze wysoki stopied automatyzacji
— proces dodawania nukleotyddéw i analizy wyni-
kéw wykonywany jest przez urzgdzenie. Jedno-
czesne analizowanie duzej liczby préb pozwala na
obnizenie kosztow prowadzonych badan [15, 16].

3. SEKWENCJONOWANIE NOWEJ GENERACII

3.1 Sekwencjonowanie technika 454

Metoda okreslana mianem 454 stanowita pierw-
szg z technik sekwencjonowania nowej genera-
cji. Zostata ona wprowadzona w 2005 r. Wymaga
przeprowadzenia kolejno zachodzgcych po sobie
procesow:

* przygotowania biblioteki jednoniciowego DNA,
e powielenia sktadowych powyiszej biblioteki
w procesie amplifikacji klonalnej z zastosowa-
niem emPCR (reakcja tancuchowa polimerazy
w emulsji wodno-olejowej),

e sekwencjonowania przez synteze z zastosowa-
niem pirosekwencjonowania.

W pierwszym etapie w celu wygenerowania bi-
bliotek jednoniciowego DNA konieczna jest frag-
mentacja badanego DNA lub cDNA w procesie ne-
bulizacji. Proces ten polega na przepychaniu roz-
tworu DNA przez szczeline stozkowatego cylindra,
za pomocg wytworzonego nadcis$nienia. Poprzez
dobdr odpowiedniej szczeliny mozna tg metoda
uzyskac fragmenty zgdanej dtugosci. Do otrzyma-
nych fragmentéw, w procesie ligacji, przytagczane
sg nastepnie adaptery, ktére stanowig odcinki
DNA, o znanej sekwencji nukleotyddéw, znakowa-
ne na koricu 5’ biotyng. Umozliwia to selektywne
zwigzanie DNA do ziaren optaszczonych strepta-
widyng. Immobilizowane fragmenty DNA podda-
je sie procesowi denaturacji w celu pozyskania
pojedynczych nici DNA ktdre w drugim etapie po-
stuzg jako biblioteki DNA, do reakcji emPCR [3].
Uzyskane jednoniciowe fragmenty DNA s3 unie-
ruchamiane poprzez hybrydyzacje do podtoza
statego, w postaci ziaren, zawierajgcych na swoje;j
powierzchni sekwencje oligonukleotydowe, kom-
plementarne do sekwencji jednego z adapteréw
okalajgcych analizowane fragmenty DNA. W celu
otrzymania swoistych mikroreaktorow warunki
reakcji sg $cisle okreslone. W jednej kropli wody
musi byé obecna jedna mikrokulka z pojedyn-
czg, unikalng sekwencjg DNA, ktéra postuzy jako
matryca podczas procesu amplifikacji. emPCR
pozwala na jednoczesne powielenie wszystkich
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fragmentéw DNA, co umozliwia uzyskanie milio-
na kopii kazdej analizowanej sekwencji. Otrzy-
mane dwuniciowe DNA jest denaturowane do
postaci jednoniciowe]j formy, niezbednej podczas
ostatniego etapu — procesu pirosekwencjonowa-
nia. W tym celu dodawane sg kulki magnetyczne,
optaszczone streptawidyng, do ktdorych wigzg sie
za posrednictwem biotyny dwuniciowe amplifi-
kowane DNA. Nastepnie w wyniku denaturyza-
cji pozyskuje sie matryce do sekwencjonowania
zwigzane z ziarnami.

3.2 Metoda Illlumina

Metoda sekwencjonowania zastosowana w se-
kwenatorze firmy lllumina, podobnie jak sekwen-
cjonowanie Sangera i pirosekwencjonowanie, na-
lezy do metod sekwencjonowania przez synteze.
Technika ta zostata opracowana w 2006 r. i po-
dobnie jak metoda 454 wymaga przeprowadze-
nia trzech etapow:

* przygotowania jednoniciowych bibliotek DNA,
e amplifikacji fragmentéw DNA z zastosowaniem
reakcji PCR typu ,koci grzbiet”

e oraz sekwencjonowania z zastosowaniem zna-
kowanych fluorescencyjnie nukleotyddw, tzw.
odwracalnych terminatoréw (ang. reversible ter-
minators).

Tworzenie bibliotek DNA przebiega podobnie jak
w przypadku sekwencjonowania w systemie 454,
W drugim etapie uzyskane jednoniciowe frag-
menty DNA unieruchamiane sg na mikroptytce
pokrytej gesto sekwencjami oligonukleotydowy-
mi (sekwencje adaptorowe) poprzez hybrydyza-
cje komplementarnych sekwencji, a nastepnie
sq one zaginane w mostek, tzw. ,koci grzbiet”.
Mostek ten tworzy sie na skutek oddziatywania
wolnego konca analizowanych fragmentow DNA
z drugg unieruchomiong sekwencjg oligonukle-
otydowg znajdujacg sie w poblizu. Nastepnie im-
mobilizowane pojedyncze nici DNA poddawane
sg reakcji polegajacej na przemiennym prowadze-
niu syntezy i denaturacji, w wyniku czego ptytka
zawiera tzw. klastry zbudowane z wielu kopii da-
nego wzorca [8].

Tak przygotowana ptytka jest przemywana roz-
tworem, zawierajgcym wszystkie cztery rodzaje
odwracalnych terminatoréw. W kazdym cyklu do-
chodzi do dofaczenia jednego terminatora kom-
plementarnego do syntetyzowanych sekwencji
we wszystkich klastrach, a pozostate nieprzytfa-
czone terminatory sg wyptukiwane z ptytki. Dzieki
fluorescencyjnemu oznakowaniu terminatoréw

istnieje mozliwos$¢ uzyskania obrazu (fotografii),
prezentujgcego, ktére terminatory zostaty przyta-
czone w poszczegdlnych klastrach. W momencie,
w ktdrym nastepuje przytgczanie odpowiednich
nukleotydéw w klastrach, tworzone sg przez ka-
mere sekwenatora nastepne fotografie, rejestru-
jgce synteze w kolejnych cyklach. Na ich podsta-
wie mozna odtworzy¢ kolejnos¢ nukleotydow
w sekwencji DNA. Przed ponownym przemyciem
ptytki roztworem odwracalnych terminatoréw
przeprowadza sie reakcje chemiczne, prowa-
dzgce do usuniecia fluorescencyjnego znacznika
i odblokowania mozliwosci przytgczenia kolejne-
go terminatora.

3.3 Sekwencjonowanie z zastosowaniem techni-
ki SOLID (ang. Support Oligonucleotide Ligation
and Detection)

Metoda ta po raz pierwszy zostata wprowadzona
w 2007 r. przez firme Applied Biosystems (Foster
City, USA). Opiera sie ona na ligacji oligonukleoty-
déw sekwencji znakowanych fluorescencyjnie do
matryc immobilizowanych na mikroptytce. W me-
todzie tej mozna wyrdznié trzy etapy. Dwa pierw-
sze sg podobne jak w przypadku sekwencjono-
wania 454, a ostatni etap to sekwencjonowanie
z uzyciem ligazy DNA.

Po przeprowadzeniu reakcji PCR koniec 3’ jednej
z nici DNA jest modyfikowany, co umozliwia jej
kowalencyjne przytaczenie do statego podtoza,
ktorym jest szklana mikroptytka. W taki sposdb,
podobnie jak we wczedniejszej metodzie Solexa,
otrzymuje sie mikroptytke z sektorami, reprezen-
tujgcymi rézne powielone fragmenty. Nastepnie
zachodzi hybrydyzacja startera komplementarne-
go do sekwencji adaptorowej obecnej w kazdym
fragmencie DNA. W kolejnym etapie nastepuje
przytgczenie sie na zasadzie ligacji komplemen-
tarnych zmodyfikowanych sekwencji oligonukle-
otydow. Stanowig one kombinacje 16 znanych
dinukleotydéw w danej sekwencji, znakowanych
czterema specyficznymi fluoroforami. W nastep-
nej kolejnosci po usunieciu syntetyzowanej nici
dodawany jest starter, o jeden nukleotyd krétszy
od wczesniej zastosowanego. Tego rodzaju pro-
ces polegajgcy na przemiennej ligacji kolejnych
odcinkdéw, a nastepnie denaturacji powstatej nici,
powtarzany jest dla pieciu réznej dtugosci starte-
row, okreslanych jako pieé rund. Uzycie czterech
znacznikéw oraz specyficznej metody analizy se-
kwencji, polegajgcej na zastosowaniu pieciu roz-
nych starteréw (dtugosc startera: n, n-1, n-2, n-3,
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n-4), powoduje uzyskanie podwdjnego pokrycia
dla kazdej pozycji w sekwencji, natomiast identy-
fikacja nukleotydéw oparta jest na detekcji spe-
cyficznego koloru znacznika [21].

3.4 Metoda lonTorrent

Metoda lonTorrent stanowi jedng z najnowocze-
$niejszych nanotechnologii sekwencjonowania,
ktdrg przeprowadza sie poprzez synteze z zasto-
sowaniem mikroprocesora, posiadajgcego na
swej powierzchni gestg sie¢ stworzong, przez po-
nad milion studzienek reakcyjnych sprzezonych
z opatentowanym sensorem.

Zasada postepowania w przypadku tego typu se-
kwencjonowania jest zblizona do techniki 454,
jednak zamiast pomiaru emisji swiatta dokony-
wana jest detekcja zmiany pH mieszaniny reak-
cyjnej, bedacej skutkiem wbudowania nukleoty-
du. Do studzienek wprowadza sie mikro-kulki
optaszczone jednoniciowym badanym DNA, przy
czym kazda studzienka zawiera inny szablon DNA,
co umozliwia masowe réownolegte sekwencjono-
wanie. Proces syntezy nowo powstajgcych nici
katalizowany jest przez polimeraze DNA, ktéra
wtaczajac kolejne komplementarne nukleotydy,
powoduje uwolnienie kationu wodoru do miesza-
niny reakcyjnej jako produktu ubocznego.

Na mikroptytke w kazdym cyklu dozowany jest
okreslony rodzaj nukleotydéw, a emitowany sy-
gnat jest wprost proporcjonalny do liczby nukle-
otydéw witgczonych do nowo powstajgcych nici
w okreslonych studzienkach. Detekcja dokony-

wana jest jednoczesnie na powierzchni catej plat-
formy. Dziatanie takie jest mozliwe dzieki zastoso-
waniu systemu sensorycznego PGM (ang. Perso-
nal Genome Machine), stanowigcego najmniejszy
na $wiecie pehametr. Wcielenie nukleotydu prze-
jawia sie skokiem napiecia, czego konsekwencjg
jest mozliwos¢ dokonania odczytu i okreslenie
rodzaju dotgczonego nukleotydu [7, 10, 17, 20].
W Tabeli 1 porownano wydajnosci poszczegél-
nych metod sekwencjonowania nowej generacji,
na tle sekwencjonowania enzymatycznego.

4. WYKORZYSTANIE TECHNIK SEKWENCJONO-
WANIA NOWEJ GENERACIJI W GENETYCE, HO-
DOWLI | BIOTECHNOLOGII ROSLIN

Wprowadzenie metod NGS umozliwito poznanie
sekwencji nukleotydowej roslin innych niz charak-
teryzujgce sie niewielkim genomem organizmy
modelowe takie jak Arabidopsis thaliana [23]. Za-
interesowanie wzbudzajg gtéwnie gatunki upraw-
ne takie jak: zboza, kawa i trzcina cukrowa. Koszt
takich badan zmniejszyt sie ponad 1000-krotnie
w poréwnaniu do metod klasycznego sekwen-
cjonowania. Dodatkowo skréceniu ulegt czas
analiz dzieki mozliwosci jednoczesnego przepro-
wadzania milionéw reakcji. Od czasu zsekwen-
cjonowania genomu pierwszej rosliny modelowej
w 2000 r. poznano sekwencje ponad 100 innych
gatunkdw roslin [24].

Inng strategia sekwencjonowania, wykorzysty-
wang gtéwnie w celu zbadania interakcji roslin

Tabela 1 Poréwnanie wydajnosci metod sekwencjonowania nowej generacji oraz sekwencjonowania enzymatycznego

Platforma Sanger 3730 454 Roche SOLiD lllumina lonTorrent  HeliScope PacBio
Obecna firma Thermo Fisher Roche Life Illumina Life Helicos Pacific
Scientific Technologies Technologies Bioscience
Model Sanger 3730xI  454RocheFLX SOLiDv4 HiSeq2000 lon PGM NA PacBioRSII
Mechanizm Terminacja Pirosekwen- Sekwencjono- Sekwencjono- Synteza Synteza  Synteza
sekwencjonowania tancucha cjonowanie  wanie przez  wanie przez  (detekcja H+)
dideoxy ligacje synteze
Rodzaj amplifikacji  Dye-terminator emPCR emPCR BridgePCR emPCR Brak Brak
PCR
Szybkos¢ wykonania 2 h 10-24 h 7-14 dni 1-10 dni 2h 8 dni 0,5-2h
jednego cyklu pracy
Dtugos¢ czytanych ~ 400-900 450-700 ~100 100-300 ~100 ~35 ~3500
fragmentow (pz)
Koszt/milion pz ($) 1500 10 0,12 0,10 1-50 11
Najczestsze btedy Substytucja Indel Btedy A-T Substytucja Indel Indel Delecje CG
Doktadnos¢ 99,999 99,9 99,9 98 99 99-99,9 85
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i Srodowiska, jest wykorzystanie metod NGS do
poznania transkryptomu roslin w poszczegdlnych
stanach fizjologicznych. Analizujgc sekwencje
cDNA, otrzymuje sie informacje o sekwencyjnych
znacznikach ekspresji (ESTs), ktére ulegajg tran-
skrypcji w poszczegdlnych tkankach i organach;
mimo pewnych ograniczen, dane te sg bardzo
przydatne dla hodowcow [25].

Techniki sekwencjonowania nowej generacji
umozliwiajg réwniez badania jakosciowe i ilo-
Sciowe genow, ulegajgcych ekspresji w réznych
warunkach. Dane te, umieszczone w bazach, s3
podstawg i narzedziem dla przysztych ekspery-
mentdéw, a dzieki informacjom tam zamieszczo-
nym mozna projektowaé¢ markery molekularne
oraz zajmowac sie transkryptomiky poréwnaw-
cza. Znajac sekwencje nukleotydowg genomu
badz transkryptomu, mozna réwniez znalez¢ mu-
tacje pojedynczych nukleotydow (SNP) lub proste
powtdrzenia sekwencji nukleotydéw (SSR). Ze

wzgledu na to, ze rdznice te wystepujg w sekwen-
cjach niekodujacych, wykazujg one duzg zmien-
nos¢ i polimorfizm. Dane te przydatne sg réwniez
w tworzeniu markeréw molekularnych typu SNP
oraz In/Del, ktore wykazujg charakter kodomi-
nujacy, a tym samym sg najlepszymi kandydata-
mi na markery molekularne, wykorzystywanymi
w hodowli i selekcji odpowiednich genotypow
do dalszych krzyzowan. Dzieki powyzszym ce-
chom markery SNP i SSR majg tez wiele innych
zastosowan, do ktorych nalezg m.in. tworzenie
molekularnych map sprzezen czy znajdowanie
obszaréw QTL (ang. Quantitative Trait Loci), ktére
odpowiadajg za dziedziczenie cech ilosciowych.
Dodatkowo wykorzystywane sg do analiz pocho-
dzenia, poszukiwania ,odcisku palca” odmian
hodowlanych, w badaniach zréznicowania gene-
tycznego w populacjach, przeptywu gendw i pra-
cach nad genetykg ewolucyjng roslin [26].
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