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Genome sequencing and progress in biotechnology
Summary

As a result ofthe Human Genome Project and announcement ofthe project:
Archon X Prize for Genomics “genome for 1000$”, the sequencing technology
made huge progress. The purpose was to develop radically new technology that
would dramatically reduce the time and cost of sequencing and resequencing
eukaryotic genomes (or large region), and transcriptomes. This progress has in-
fluenced many areas also widely understood biotechnology. Owing to compara-
tive genomic and sequenced genomes, new opportunities have occurred such
as acceleration of genomic polymorphism identification, genes and genome
structure prediction. It has also stimulated the development of assignation of
functional effect of SNP, CNP or INDEI. polymorphism and enabled functional
and structural annotation of genome, establishment ofa net of genome interac-
tion (netoms) and netom’s controlling. Genetic and physical mapping of ge-
nome elements methods undergo considerable alterations, thus they become
critical in association metbodology of genome and their function. The analysis
of metabolic network and its elements is basic in planning activities in new bio-
technology. Here we present the achievements in cucumber which were possi-
ble due to sequencing the genome of this species by our team.

Key words:

whole genome sequencing (WGS), next-generation DNA sequencing (NGS),
genome-wide association study (GWAS), expression QTL (eQTL), synthetic biol-
ogy, genome engineering, netom.
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1. Wstep

Xiaoi i wsp. (1) uwazaja, ze od 2001 r., czyli zakoriczenia sekwencjonowania ge-
nomu cztowieka rozpoczety sie wielkie zmiany nie tylko w badaniach biologicznych.
Objety one wiele sfer, poczawszy od molekularnych po genomiczne, poprzez gene-
tyke i odwrotng genetyke, oraz stopniowe wplywanie na styl zycia, szczegolnie
w ochronie zdrowia. Ich zdaniem sytuacja dojrzata do tego, aby zdefiniowa¢ na
nowo pojecie genomu. Uwazajg takze, ze genom moze by¢ rozpatrywany na pozio-
mie, molekularnym, komdérkowym, osobniczym i gatunkowym, co bedzie rodzito
rézne implikacje w biotechnologii i diagnostyce. Proponujg definiowa¢ genom Jako
.peten skltad materiatu genetycznego posiadanego przez wewngtrzkomoérkowe pa-
razyty, komorke, czy organizm, jednoczesnie dla mikroorganizméw wprowadzono
pojecie metagenom, obejmujgce wartosci genomow grup mikroorganizméw zasie-
dlajgcych okreslone siedliska, np. mikroorganizméw glebowych, mikroorganizmow
sfery korzeniowej danego gatunku rosliny, metagenom mikroorganizmoéw zasie-
dlajacych przewéd pokarmowy lub Jego czesci itp.

Genom peni podstawowg role w funkcjonowaniu organizmu, i dlatego znajo-
mos¢ Jego petnej sekwencji wplywa w decydujacy sposéb na rozwéj wielu dziedzin
nauki i biogospodarki Jak: biologia systemoéw (integruje wiedze omiczng), biologia
syntetyczna (projektowanie i tworzenie sztucznych systeméw biologicznych opartych
na wiedzy z biologii systeméw), czy biotechnologia.

Wedtug Zespotu ds. Biogospodarki przy Ministrze Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
(2007 r.); http://lwww.nauka.gov.pl/mn/_gAllery/33/69/33696/20071224_Raport_Bio-
gospodarka.pdf biotechnologia definiowana Jest Jako interdyscyplinarna dziedzina
nauki i techniki, ktéra zajmuje sie zmiang materii zywej i nieozywionej poprzez
zastosowanie metod naukowych i technologii z wykorzystaniem organizmow zy-
wych, ich czesci badz pochodzacych od nich produktéw i ich modeli z uzyciem
technik DNA/RNA, biatek i innych czgsteczek, komoérek, kultur komoérkowych i in-
zynierii komoérkowej, genowych i wektorow RNA, bioinformatyki, nanobiotechno-
logii, w celu tworzenia wiedzy, débr i ustug”. W definicji tej. Jak sie wydaje, miesci
sie takze biologia syntetyczna.

2. Przedmiot badan biotechnologii

Z przytoczonej definicji wynika, ze organizmy lub ich czesci, sg gtdwnymi obiek-
tami zainteresowan biotechnologii. Wiemy takze, ze charakteryzuja sie one szere-
giem wlasciwosci (cech), bedacych przedmiotem zainteresowania biotechnologa,
w Jego dazeniu do uzyskania okreslonego celu utylitarnego, lub naukowego.

Kazda wtasciwos¢ organizmu Jest wynikiem dziatania okreslonej sieci metabo-
licznej, ztozonej ze szlakéw metabolicznych i sterowanej okreslonym zbiorem ge-
now i ich produktow. Zbioér ten, dla wiekszej precyzji przekazu mozna okresli¢ Jako
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netom (ang. network - sie€), co powoduje wyodrebnienie terminu netomika. Neto-
my charakteryzujg sie réznym stopniem ziozonosci, wobec tego mogag sktadac sie
z netomoOw roznych rzedbéw, okreslanych réwniez modutami. Ztozono$¢ netomu za-
lezna bedzie od kompleksowosci cechy, ktdrg tworzy. Mozna uzna¢ wobec tego, ze
organizm dziata dzieki funkcjonowaniu skomplikowanego, dobrze zorganizowane-
go netomu organizmalnego, ztozonego z olbrzymiej liczby netomow nizszych rze-
déw. Najwiecej sieci metabolicznych opracowano dla prostych organizmow, gtow-
nie bakterii i grzybow (2-4). Natomiast przykladem zlozonego netomu u ro$lin jest
sie¢ metabolizmu podstawowego (primary) u Arabidopsis thaliana (5) skonstruowana
w wyniku analizy wykorzystujacej modelowg sie¢ metaboliczng AraGEM. Do rekon-
strukciji sieci wykorzystano okoto 10 tys. elementéw, w tym unikatowych dla kom-
partmentéw komérkowych. Model metabolizmu obejmuje m.in. fotorespiracje, fo-
tosynteze zréznicowane dla komérek fotosyntetyzujgcych i niefotosyntetyzujgcych
procesy redoks. Autorzy podkreslajg role sekwencjonowania genomu w tych pra-
cach. Ztozonym netomem (uwzgledniajgcym réwniez interaktom) moze by¢ sie¢
procesu nowotworowego raka moézgu u cztowieka glioblastoma (CBM) (6). Opraco-
wujac nowe podejscie okreslane jako ,automatyczna analiza sieciowa” (pakiet Net-
Box) oparte na analizie topologicznej, wyodrebniono 10 modutéw tej sieci. Wsrod
nich wyrézniono 2 moduly state (core) czyli wystepujace we wszystkich odmianach
(zawierajgce m.in. szlaki sygnalne) tego nowotworu i zmienne - ujednych pacjen-
tow wystepujace u innych nie (specyficzne osobniczo). W tej analizie wykorzystano
mutacje, CNP zunifikowang sie¢ interakcji molekularnych (oddziatywania biatko-biat-
ko i Sciezki przesylu sygnatu). Ta metodg rozbudowywany bedzie netom GBM,
w tym roéwniez dla dalszych wariantéw tego nowotworu.

Dziatalnos¢ biotechnologa, czy hodowcy, polega badZz na przewidywaniu wyste-
powania okreslonej wtasciwosci wynikajgcego z zestawu gendéw badz tez na doko-
nywaniu okreslonych zmian cech organizmu lub komorki. Wymaga to wiedzy
0 zaleznosciach w obrebie netomu i miedzy netomami. Ingerencja w dziatanie neto-
mow moze mie¢ charakter trwaly lub czasowy. Ten ostatni wywolywany jest czynni-
kami pozagenetycznymi (jednak sposéb reakcji na nie jest zalezny od stuktury gene-
tycznej), natomiast trwate zmiany w netomie sg efektem zmian w czesci genomu
kontrolujgcego netom.

Okreslone zmiany w netomach, mozna dokonywac¢ w dwojaki sposéb: 1) wprowa-
dzajgc zmiany w sposéb losowy - stosuje sie w przypadku braku wiedzy na temat
dziatania netomu (podtoza molekularnego cechy) i/lub brak mozliwosci wprowadzania ce-
lowych zmian z powodu braku odpowiednich metod; 2) wprowadzajac zmiany w zdefinio-
wanym miejscu co gwarantuje zamierzony efekt i jest stosowane, kiedy wiadomo jak sys-
tem (netom) dziala i istniejg metody wprowadzania zmian. Tak zatem, w zaleznosci od na-
gromadzonej wiedzy o netomie i dostepnosci metod ingerencji w jego dziatanie mozna
uzyskiwac efekty scisle zaplanowane, co przektada sie na skutecznos¢ dziatania.

Wiedze o netomach i ich modyfikacjach, zdobywa sie w najwiekszym stopniu
przez wielkoskalowe sekwencjonowania (WGS, ang. Whole Cenome Sequencing) geno-
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mow (referencyjnego i resekwencjonowanych) i transkryptomow. Inne sposoby
(tab.), dajg obraz wycinkowy i ich znaczenie bedzie marginalizowane w tym sensie,
ze bedg uzywane do weryfikacji w okreslonych sytuacjach. Postep w technologii
i obnizenie kosztéw sekwencjonowania WGS, ogromnie przyspieszy postep zaste-
pujac wiele istniejgcych metod i technik, lub modyfikujgc je poprzez wiaczenie
WGS. Samo zsekwencjonowanie i skladanie Sredniej wielkosci genomu mozna zreali-
zowa¢ w warunkach S$redniej wielkosci zespotu badawczego z budzetem okoto
3 min zt (7) dobrze przygotowanego od strony bioinformatycznej, dysponujgcego
komputerem o 48 GB RAM oraz komputerami mniejszej mocy. Wielkie konsorcja
miedzynarodowe nie sg potrzebne do samego sekwencjonowania i sktadania, nato-
miast wspotpraca z ré6znymi specjalistami (fizjomika, genomika, metabolomika) jest
niezbedna do pelnego wykorzystania uzyskanych danych.

3. Genomika poréwnawcza - uzycie w hodowli i biotechnologii

Genomika poréwnawcza polega na charakteryzowaniu bioinformatycznym przez
porownanie sekwencji catych genoméw, lub duzych jego obszaréw, oraz poréwna-
niu sekwencji genomowych z innymi zbiorami sekwencji, np. transkryptomow,
EST-6w i in. Powstala z chwilg zsekwencjonowania catych genoméw i duzych zbio-
row sekwencji oraz ich zgromadzenia w bazach danych (8). O jej rozwoju decyduje
postep w bioinformatyce oraz dostepnos$¢ nowych metod sekwencjonowania szcze-
golnie tzw. Next-Generation-Sequencing (NGS). Znaczenie NGS dla genetyki, hodowli
roslin i biotechnologii (tab.; rys. 1) jest wielorakie, ale gtdwnie polega na; dostarcza-
niu zasobdéw genomowych (sekwencji catych genoméw, lub ich elementéw, tran-
skryptomow, proteomow i in.), dostarczaniu markeréw i mapowaniu QTL-i, identyfi-
kacji introgresji genéw w wyniku oddalonych krzyzowan, utatwieniu analizy ekspre-
sji oraz wykorzystaniu mozliwosci mapowania asocjacyjnego. Na przyktad sekwen-
cjonowanie genomowego DNA obejmjgcego BACi (np. BES, ang. Bac End Sequence),
redukuje reprezentacje genomu (RRG), lub sekwencjonowanie cDNA z genotypow
referencyjnych uzywajac technologii NGS moze dostarczy¢ genomowych zasobdw
(sekwencje genomowe) takich jak EST, elementy genowe i obszary genomowe.

Zasoby genowe takie jak: obszary wysycone genami (ang. gene spaces - dlugie
obszary bogate w geny, zjawisko powszechne u rodlin - (9)) z posktadanych frag-
mentéw genomu (ang. genome assembly — kontigi, superkontigi) maja bezposredni
wplyw na zrozumienie architektury genomu przydatnej dla genetyki hodowli i bio-
technologii waznych gospodarczo obiektow.

Innym zastosowaniem NGS jest genotypowanie form rodzicielskich populacji
mapujacych, lub spokrewnionych z innymi formami nie uprawnymi. Przyspiesza to
konstruowanie markeréw molekularnych, np. SSR-6w i SNP-6w, ktére sg bardzo
przydatne do konstrukcji map genetycznych, identyfikacji QTL-i i wykrywania frag-
mentéw pochodzacych z introgresji. Markery sprzezone z QTL-ami mogg by¢ uzyte
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Rys. 1. Przeglad zastosowan sekwencjonowania NGS w genetyce i hodowli/biotechnologii wg (8).
Opis w tekscie.

w procesie selekcji wspomaganej markerami (MAS) do selekcji potomstwa zawie-
rajgcego korzystne allele. Dla uzyskania markeréw funkcjonalnych lub genowych
(ang. gene-based - stanowigce fragment genu wykazujgcego sprzezenie z marke-
rem), sekwencjonowanie NGS cDNA genotypow kontrastowych (zawierajgcych ce-
chy alleliczne) ze wzgledu na interesujgce cechy mogg by¢ uzyte do identyfikacji ge-
noéw kandydackich determinujgcych ceche lub zasocjowanych z nig. Mapowanie eks-
presji genéw (jakos¢ i poziom produktéw ekspresji) kandydackich, razem z fenoty-
powaniem populacji segregujgcych, uzyskanych z genotypéw kontrastowych dostar-
cza QTL-i ekspresyjnych (eQTL-) i markerow zasocjowanych z tymi eQTL-ami
(np. eSNP-y). Sg one przydatne jako funkcjonalne (perfect) markery do MAS. Innym
waznym obszarem zastosowania NGS jest genetyka asocjacyjna i biologia populaciji,
gdzie z setek osobnikbw mozna sekwencjonowac zbiory amplikonéw PCR tysiecy
gendéw kandydatéw. Dane sekwencyjne moga zosta¢ uzyte do identyfikacji SNP-6w
lub haplotypéw gendéw lub genomdéw w genetyce asocjacyjnej i biologii popu-
lacji (8).
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Zmiany w metodyce niektérych badan z udzialem sekwencji genomu i WGS

Rodzaj analizy

izolacja genéw

genotypowanie — zmien-
noé¢ DNA genomowego

mapowanie genetyczne (dy-
stans w jednostkach wzglyd-
nych wyrazajacych wielko$¢
sprzezenia)

mapowanie fizyczne (dystans
i potozenie w jednostkach fi-

zycznych)

GWAS (ang. Cenome-Wide

Association Siudy)

Wykonanie bez WGS

standardowe metody klono-
wania funkcjonalnego i pozy-
cyjnego (mape-based)

wszystkie metody wyszukiwa-
nia markeréw molekular-

nych w tym subtrakcyjne

tradycyjne metody mapowa-
nia, z udziatem tradycyjnych

markeréw

standardowe mapowania cy-
togenetyczne; mapy klonalne

mapowanie asocjacyjne przy
uzyciu tradycyjnych marke-

réw i mikromacierzy

Wykonatiie z uzyciem WGS

identyfikacja hinkcjonalnai po-
zycyjna (jezeli genom jest na
chromosomach) genéw in
silico w adnotowanym struk-
turalnie i funkcjonalnie ge-

nomie

subtrakcja in silico (analiza
poréwnawcza miedzy geno-
mami: miedzy genomami
a transkryptomami lub zbio-

rami EST i in.)

morganowskie* (czesto okre-
Slane jako rekombinacyjne)

i asocjacyjne

in silico

mapowanie a.socjacyjne z uzy-
ciem genomu referencyjnego
i calych lub czesciowo rese-
kwencjonowanych genomoéw

populacji mapttjgcych

Tabela

Efekt uzycia WGS

wyszukanie in silico dowol-

nej sekwencji kandydackiej

caly polimorfizm SNP i INDEL
poréwnywanych  genoméw
w ciagu kilku godzin w zto-
zonej czesci genomu i zma-
powany — jezeli genom przy-
pisany zostat do chrotnosoméw
zmapowany caly polimor-
fizm w ztozonej czesci geno-

mu

szczeg6towe mapy fizyczne
adnotowanego genomu i za-
socjowanych cech

zmiennos$ci

iej

przeglad calej
genomu i okreslanie

zwigzkéw z cechami

mapowanie zbioréw genéw standardowe metody (hybry- iloSciowa i jakoSciowa anali- eQTI, (expression QTLs)\
sterujgcych ekspresjg ztozo- dyzacja northema, OT-RT-IkIR; za poréwnawcza sekwencji eSNP  (expression SNPs)\
nych cech mikromacierze i in.) iloscio- catych genoméw i tratiskryp- kontrola ekspresji genéw;
wego i jakosciowego wyzna- tomoéw, biatek tworzenie netoméw
czania  ekspresji genéw
(transkryptom. proteom)
i mapowanie asocjacyjne,
lub morganowskie
“mapowanie morganowskie — jest mapowaniem wg zasad podanych przez Morgana -jego twdrcy, czysto nazywane jest rc-

kombinacyjnym. Jednak mapowanie asocjacyjne jest réwniez mapowaniem genetycznym i u jego podstaw réwniez lezy zja-
wisko rekombinacji genetycznej. Dlatego dla wyraznego rozréznienia tych mapowan pierwsze z nich okrefSlono tutaj jako

morganowskie.

W tabeli pokazano w jaki sposéb sekwencjonowanie genoméw moze zmieniac¢
tradycyjne metody rozwigzywania problemow i jaki jest efekt takiej zmiany.

1. Izolowanie gendw ,wspomagane genomem” polega na wyszukaniu in silico
w sekwencji adnotowanego genomu sekwencji homologicznych do sekwencji zi-
dentyfikowanej funkcjonalnie (sekwencja warunkujgca analogiczng funkcje w innym
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gatunku, sekwencja uzyskana w wyniku odczytu sekwencji aminokwaséw, sekwen-
cja uzyskana z transkryptu i in.), lub homologicznych do markera(éw) sprzezonego
z poszukiwanym genem i identyfikacji genéw kandydackich w przewidzianej przez
mapowanie odlegtosci od sekwencji markerowej (odszukiwanie na podstawie mapy
lub poszukiwanie pozycyjne), jezeli genom wczesniej nie byt adnotowany, to trzeba
zrobi¢ adnotacje przynajmniej przeszukiwanego regionu, jezeli genom nie jest prze-
niesiony jeszcze na chromosomy, lub jezeli kontig zawierajagcy marker nie wchodzi
w skiad dostatecznie wielkiego metakontigu, poszukiwanie pozycyjne moze sie nie
powiesc.

2. Genotypowanie tradycyjnie oparte jest na wyszukiwaniu markeréw standardo-
wymi metodami takim jak RFLP, RAPD, FELP, subtrakcja, hybrydyzacja réznicowa,
metody mikrouktadowe jak DArT i SNP-y bez sekwencji genomu i in. Kazda z tych
metod wytawia tylko niewielkg czes¢ zmiennosci genomu, przy czesto duzych na-
ktadach. Natomiast poprzez subtrakcje in silico zsekwencjonowanych genoméw moz-
na wytowi¢ catg zmiennos¢ (SNP-y, INDEL-e, CNP-y, rearanzacje) w ztozonej czesci
genomu. Wobec tego wielkos¢ wyszukanej zmiennosci, zalezy od stopnia ztozenia
i utozenia na chromosomach genomu, jezeli ztozona cze$¢é genomu jest przypisana
odpowiednim miejscom na chromosomach to tym samym wyszukane zmiany sg
zmapowane. Takie genotypowanie in silico w poréwnaniu z laboratoryjnym (,mo-
krym”) jest tanie i krotkie.

3. Zaangazowanie WGS w mapowaniach genetycznych, bedzie rosto wraz ze
spadkiem ceny i wzrostem szybkosci sekwencjonowan NGS. W tej chwili najblizszy
sdealu” jest zapowiadany system FIANS. Znacznie przebija nawet kryteria konkursu
~.genom za 1000 USD”, w tym cenowe ponad 10x. http://nabsys.com/. W najbardziej
zaawansowanej formie bedzie to podanie petnych sekwencji wszystkich genotypow
biorgcych udziat w mapowaniu, jak réwniez stworzenie peinej mapy genetycznej
SNP-6w i INDEL-i oraz sprzezonych z nimi cech z wytypowaniem gendéw kandyda-
ckich dla tych cech (w tym obszaréw QTL-i), w jednym doswiadczeniu, w ciggu Kilku
godzin. Z finansowego punktu widzenia juz obecnie mozliwe jest resekwencjono-
wanie populacji mapujacych, np technologig Illluminy, przez pojedyncze zespoty ba-
dawcze przy wiekszych projektach. W takim przypadku do mapowania nie ma po-
trzeby zamiany SNP-6w INDEL-i i innych rearanzacji w standartowe markery, np.
typu SCAR.

W przypadku braku resekwencjonowania populacji mapujacej, konieczne jest
wyszukanie zmiany w genomie, projektowanie réznego typu markeréw standarto-
wych (SCAR-y, SSR-y i in.) i ich mapowanie.

4. Mapowanie fizyczne w zsekwencjonowanym genomie polega na wyszukaniu
in silico lokalizowanej w genomie sekwencji i nadaniu jej adresu, ktéry moze zawie-
ra¢ szereg danych. W zaleznosci od stopnia ztozenia genomu, potozenie sekwencji
moze by¢ podane z doktadnoscig do nukteotydu na kontigach, superkontigach, me-
takontigach i chromosomach. Adnotacja genomu pozwata na zmapowanie fizyczne
wszystkich genéw w genomie.
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5. GWAS (ang. Genome-Wide Association Study) jest analizg funkcjonalng pole-
gajacg na wykorzystaniu zmiennosci genomowej do szukania funkcji gendéw lub re-
gionéw genomu (QTL-e) w tworzeniu fenotypu poprzez mapowanie gtdwnie asocja-
cyjne. Liczba cech zasocjowanych w eksperymencie z okreslonymi genami lub ob-
szarami genomu zalezy od wielkosci zmiennosci znalezionej w DNA genomowym
(szczegollnie tzw. funkcjonalnej, czyli zlokalizowanej w genach) i liczby polimorficz-
nych cech w populacji mapujacej, jezeli mozna sobie pozwoli¢ na resekwencjono-
wanie populacji mapujacej, to teoretycznie mozna zidentyfikowac caly polimorfizm
DNA tej populacji. W takim przypadku jako populacjg mapujgca najlepiej jest dyspo-
nowac kolekcjami odlegtych linii, co daje duzg zmiennos¢ i dostateczng nieréwno-
wage cech allelicznych umozliwiajgca asocjacje zmiennosci DNA i fenotypowe;.

6. Mapowanie eQTL-i przedstawiono szczegotowiej na rysunku 2 i opisano w tekscie.

4. Wielkoskalowa analiza funkcjonalna

Podstawg dziatan biotechnologicznych jest wiedza o efektach dziatania neto-
mow i regulacji ich funkcjonowania. Konstrukcja sieci metabolicznych najprostszych
nawet cech czy struktur, wymaga przypisania olbrzymiej liczbie elementdw jeszcze
wiekszej liczby funkcji i interakcji miedzy tymi elementami. Dlatego potrzebne sg
metody wielkoskalowej analizy funkcji. Do pewnego stopnia mozliwe jest to meto-
dami analizy mikrouktadowej, jednak do istotnego zwiekszenia skali analiz funkcjo-
nalnych potrzebne sg dane sekwencyjne wielkich zbioréw sekwencji, gtdwnie geno-
micznych i transkryptomicznych.

Do zdobycia wiedzy funktomicznej konieczna jest ponadto zmiennos¢ genetycz-
na (potimorfizm w DNA genomowym) i umiejetnos¢ znalezienia efektu funkcjonal-
nego tegoz polimorfizmu DNA (GWAS, ang. Genome-Wide Association Study - analiza
eQTL).

4.1. Efekt funkcjonalny polimorfizmu DNA

jednoczesna analiza regut funkcjonowania wielu sieci wymaga dwojakiego ro-
dzaju dziatan, jedne to mapowania w tym genetyczne QTL-i, najlepiej wysokoroz-
dzielcze i identyfikujgce funkcjonalnie QTL-e (10). Natomiast drugie sg analizami
typu GWAS i obrazowania regulacji ilosciowej ekspresji gendw - eQTIl-i (11-15).

Analiza GWAS polega na identyfikacji polimorfizmu (gtéwnie SNP-6w) w skali ge-
nomowej i jego przypisaniu (asocjacji) okreslonym cechom (13). jesli dla danego ga-
tunku istnieje platforma SNP-6w (mikrouktad SNP), wtedy wystarczy analiza z mikro-
macierzy SNP-6w osobnikéw populacji mapujacej, wzglednie innej populacji dosta-
tecznie licznej i z dostatecznie duzg nierébwnowaga cech allelicznych. jezeli nato-
miast brak takiej platformy, wtedy pierwszg czes¢ (znalezienie polimorfizmu) moz-
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na tatwiej wykonac¢ dysponujgc zsekwencjonowanym genomem. Najlepiej jednak
dokonac¢ zresekwencjonowania wszystkich genoméw uzytych do szukania polimor-
fizmu. Ten spos6b wyszukania polimorfizmu ilustruje przykfad opisany w rozdziale
7 dotyczgacym genomiki ogérka. Znaleziony polimorfizm SNP-6w (szczegélnie cenny
jest funkcjonalny), ewentualnie tez INDEL-i jest wykorzystany do przypisania mu
okreslonych cech w klasycznym mapowaniu morganowskim lub asocjacyjnym. Do
mapowania polimorfizm SNP-6w lub INDEL-i wymaga przekonwertowania {in silica)
w polimorfizm markerow sekwencyjnych np. SCAR-6w. Po weryfikacji markerow
z wiekszej liczby resekwencjonowann genomow reprezentujgcych polimorfizm ga-
tunku mozna uzy€ je do konstrukcji platformy zmiennosci stuzgcej do identyfikacji
polimorfizmow w populacjach i w mapowaniach. Jesli natomiast platforma nie jest
tworzona, wygenerowane markery mozna uzy¢ do zwykiego mapowania SCAR-6w,
morganowskiego lub asocjacyjnego, ktére moze by¢ rowniez wydajne jezeli do izo-
lacji DNA i sktadania mieszanin reakcyjnych PCR uzyje sie robotow.

W najblizszym czasie jest zapowiadany skokowy rozwéj metodyki sekwencjono-
wania genomow. Wyrazem tego postepu jest metoda HANS (Hybrydyzation Assisted
Nanopore Sequencing (16) - http://nabsys.com/), ktorej twoércy zapowiadajg koszt se-
kwencji wielkosci genomu czlowieka < 100 USD, czas sekwencjonowania i sklada-
nia genomu - ! godzina, w urzgdzeniu wielkoscig poréwnywalng do cyklera PCR.
Pozwoli to na znaczne uproszczenie procedur mapowania i polega¢ bedzie na
zsekwencjonowaniu wszystkich osobnikéw populacji mapujacej, ich analizie porow-
nawczej i zmapowaniu genetycznym i fizycznym polimorfizmu DNA i cech fenotypu.
W ten sposéb w jednym postepowaniu do genomu przypisane zostajg takze okres-
lone efekty fenotypowe (funkcjonalny efekt polimorfizmu DNA). Bytoby to w szcze-
gllnosci pomocne przy wyszukiwaniu zbioréw gendéw regulujgcych nazywanych
eQTL-ami (ang. expression QTLs, wg (13).

Okreslenie eQTL zwigzane jest z eSNP-em. SNP jest nazywany eSNP-em, wtedy
gdy zwigzany jest z regulacjg genu (jednego lub wiecej). Inaczej méwigc eSNP jest
SNP-em znajdujgcym sie w genie wchodzacym w sklad eQTL-a, czyli zbioru gendéw
regulujacych ekspresje (poziom produktu) okreslonego genu. jest wiec SNP-em
funkcjonalym. Role regulacyjng okreslonemu genowi (przynaleznos¢ do eQTL-a)
w regulacji poziomu ekspresji innego genu (produktu - najczesciej transkryptu,
lub biatka) przypisuje sie na podstawie danych mapowania (asocjacyjne) mowiacych,
czy istnieje zwigzek (sprzezenie) miedzy zmiennoscig genu z eQTL-a (eSNP-y w ge-
nie regulatorze) a poziomami produktu badanego genu w ontogenezie osobnika(éw).
Powiedzmy, ze ekspresja genu A jest regulowana przez eQTL, ktory jest zbiorem ge-
noéw B, C, D.....z ktérych kazdy ma formy alleliczne spowodowane wystepowaniem
w nich eSNP-6w. Zeby wykazaé regulacyjng funkcje dowolnego genu tego eQTL-a
dla genu A, trzeba wykazac¢ istnienie sprzezenia miedzy allelami tego genu eQTL-a
a poziomem produktu genu A w réznych tkankach i réznych momentach rozwoju.
Na rysunku 2 przedstawiono schemat tworzenia eQTL-i i ich wykorzystania.
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Rys. 2. Mapowanie eQTL-i. Mapowanie ekspresyjnych QTL-i (eQTL) zaczyna sie pomiarem ekspresji
genu w komérce lub tkance z wielu osobnikéw. Informacja ta jest podstawg badan efektéw polimorfi-
zmu DNA (wszystkich typow) na ekspresje poszczeg6inych genéw. Inne czynniki, ktére moga zmieniac
transkrypcje, takie jak epigenetyczna metylacja CpG, moga by¢ réwniez mapowane. Analiza sieciowa
opiera sie na mocnych korelacjach istniejagcych miedzy transkryptami i pozwala identyfikowa¢ moduty
genowe, ktére posrednicza w tworzeniu ztozonych funkcji. Ta informacja moze nastepnie stuzy¢ do in-
terpretacji genetycznych asocjacji i informacji mapowych z badan ztozonych cech tub choréb, wg (13).

Mozliwos¢ okreslenia wielkosci eQTL-a (liczba wykrytych gendw regulujgcych
ekspresje genu) regulujgcego dziatanie genu w calym organizmie, lub jego czesci
zalezy od liczby wykrytych SNP-6w i zmian epigenetycznych z jednej strony oraz
liczby przebadanych transkryptoméw z drugiej. Potrzebne dane transkryptomiczne
uzyskuje sie z analiz Real Time RT-PCR, analiz mikromacierzowych i sekwencjonowa-
nia catych transkryptomow. Najlepsze i najwiecej danych ilosciowych i jakosciowych
uzyskuje sie z tych ostatnich analiz (cena sekwencjonowania wynosi kilka tysiecy
USD za transkryptom, w zaleznosci od pokrycia) (17,18). Asocjacja tych dwoch zbio-
réw danych polega gtéwnie na badaniu sprzezen miedzy ich elementami i pozwala
ustali¢, ktory SNPjest eSNP-em, danego genu, a nastepnie pogrupowac je w eQTL-e.
jesli potozenia na mapie eQTL i QTL dowolnej cechy pokrywajg sie to moze ozna-
cza¢, ze eQTL steruje roéwniez ekspresjg cechy warunkowanej przez jej QTL (13);
(19,20). Wyznaczanie eQTL-i regulujgcych okreslong ceche umozliwia budowanie
sieci metabolicznej dla niej. Dostepnos¢ do systematycznie gromadzonych eQTL-i
pozwala na wglad w podstawy biologiczne powigzan uzyskanych w badaniach
GWAS i pomaga ustali¢ obraz netomu badanej cechy.
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5.Inzynieria genomowa

Dysponowanie wiedzg o zaleznosciach wystepujacych w funkcjonowaniu catych
genomow otwiera mozliwosci nadawania nowych wiasciwosci organizmom na dro-
dze inzynierii genomowej. Inzynieria genomowa Jest definiowana Jako obszerne
i zamierzone modyfikacje systemu replikujgcego sie (genomoéw?), majgce prowadzic¢
do realizacji okreslonych celéw (21) (poznawczych lub gospodarczych). Inaczej mo-
wigc Jest to inzynieria genetyczna na skate genomowsa.

Podstawa JeJ istnienia Jest zsekwencjonowany genom i mozliwosci sekwencjono-
wan po rearanzacjach genomowych (22). Synteza de novo genomu bakteryjnego z za-
planowanymi licznymi rearanzacjami byta mozliwa tylko dzieki znajomosci genomu
(23). Wraz z duzg skalg syntezy de novo DNA tradycyjne techniki ingerowania, Jak
proste modyfikacje genéw, klonowanie, mutageneza, zastgpione zostajg przez no-
woczesne projektowanie, automatyczng synteze i charakterystyke (21). Przyktadami
prac inzynieryjnych w skali genomowej oprdcz wspomnianej pracy (23) moga by¢
prace obejmujgce duze obszary genoméw (przekraczajgce czesto 100 kb, manipula-
cja, ktéra wymagata uzycia metod opartych na rekombinacjach in vivo) dostoso-
wujgce genomy do specyficznych celéw Jak: przeniesienie wiekszosci genomu ar-
chea do innego prokariotycznego genomu (24); wprowadzenie duzej liczby zaplano-
wanych zmian w Jednym genomie (25); delecja wielu duzych segmentéw genomu
E. coli w celu eliminacji niestabilnych fragmentéw (26); opracowanie systemu trans-
lacji do testowania nowych funkcji, bez wprowadzania genéw do komoérek (27);
roztozenie genomu faga T7 w rekonfigurowalne moduty (28).

6. Biologia syntetyczna

Biologie syntetyczng mozna okresli¢. Jako potgczenie biologii molekularnej i in-
zynierii do kreowania i doskonalenia urzadzen (ang. devices) genetycznych i matych
molekut, ktére przez te urzgdzenia sg konstruowane (29,30). Jest to zatem tworze-
nie systemow (szlakdw metabolicznych i sieci - netoméw) mozliwych do progra-
mowania i przewidywania w dziataniu. Biologia syntetyczna wymaga wspoétdziatania
badaczy z wielu dziedzin; biologii motekutarnej, chemii, chemii fizycznej, biofizyki,
inzynierii, modelowania matematycznego, bioinformatyki i innych. Nie Jest to kla-
syczna inzynieria genetyczna, gdzie rozwigzanie problemu polega na skoncentro-
waniu sie na Jednym lub kilku genach (29). Wiecej szczegétow na temat metod bio-
logii syntetycznej zob. m.in. (21,29-32). Urzadzenie takie moze by¢ wprowadzone
do organizmu i uruchomione tylko, wtedy gdy zostanie w najdrobniejszych szcze-
gotach zapisane w genomie. Oznacza to mozliwos¢ catkowitego przewidywania
skutkéw Jego wprowadzenia i kontrole nad nim. Wprowadzany uktad przebudowu-
je metabolizm. Skonstruowano uktady, ktére mogg wykonywac obliczenia (33). Mo-
ze to wymagac¢ znacznej i bardzo precyzyjnej przebudowy, a niekiedy budowy od
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nowa genomu - okreslanej jako ,inzynieria genomowa” (21-23). Opracowano
szybka zautomatyzowana metode in vivo kierowanej ewolucji szlakbw metabolicz-
nych (25). Nazwano jg multipleksowg automatyczna inzynierig genomowg MACE
(ang. Multiplex Automated Genome Engineering). Zdolnos¢ tworzenia takich urzadzen
powoduje catkowicie nowe podejscie do wielu aplikacji np. w bioremediacji, pro-
dukcji energii, czy medycynie (29).

Biologie syntetyczng mozna uzna¢ za najbardziej zaawansowany technologicz-
nie dziat biotechnologii, o olbrzymim, ale trudnym do przewidzenia wplywie
w przysztosci na nasze zycie.

7.Genomika ogorka po zsekwencjonowaniu genomu

Genom ogorka zostat zsekwencjonowany dla trzech réznych genotypow przez
trzy grupy badawcze: Konsorcjum Azjatyckie - zsekwencjonowalo ogoérek azjatyc-
ki, odmiane diugoowocowa ,Chinese Long” linia 9930 (34), i udostepnito sekwencje
w NCBI): Polskie Konsorcjum Sekwencjonowania Genomu Jadrowego Ogorka
(http://csgenome.sggw.pl/) zsekwencjonowalo wysoce wsobng (>20 pokolehh wsob-
nych) jednopienng linie BIO odmiany ,Borszczagowski” (35,36) - sekwencja znaj-
duje sie od wrzesnia 2009 r. w NCBI, ale jest niedostepna. Zeriska linia Gyl4 zostata
zsekwencjonowana przez zesp6t Y. Weng'a w University of Wisconsin (37).

Katedra Genetyki Hodowli i Biotechnologii Roslin SGGW ma poétwieczne tradycje
intensywnych badan nad ogérkiem, i w tym czasie osiggnieto wiele liczacych sie
w Polsce i na $wiecie wynikéw, zaréwno naukowych, jak i wdrozeniowych (7). Przy
szybkim postepie w metodyce badan molekularnych relatywnie efektywnos¢ na-
szych badan nad tym obiektem malata. Motywami, ktére skionity nas do zsekwen-
cjonowania genomu ogoérka de novo byty: mozliwos¢ radykalnego zwiekszenia efek-
tywnosci wszystkich naszych badan zwigzanych z ogérkiem spowodowana faktem
posiadania sekwencji genomu wlasnego obieku badan, i postep w metodyce se-
kwencjonowania genomow czynigcy takie sekwencjonowanie dostepnym przy na-
szych mozliwosciach.

Sposob w jaki sekwencja genomu wplyneta na postep w badaniach nad ogor-
kiem ilustrujg niektére wyniki: 1) oszacowanie udziatu réznego typu sekwencji
w genomie, np. sekwencje mikrosatelitarne, roslinne elementy powtérzone, i in.;
2) adnotacja strukturalna (wyszukanie w genomie struktur genopodobnych, czyli
potencjalnie mogacych by¢ genami - CDS-y z niektorymi charakterystykami, np.
liczba CDS-6w w genomie, srednia liczba egzondéw i intronéw w genie, $rednia
dtugos¢ egzonu i intronu i in. oraz funkcjonalna (przypisanie znalezionym CDS-om
- a whasciwie produktom ich ekspres;ji, wszystkich mozliwych funkciji) calego geno-
mu; 3) znalezienie sekwencji kandydatow dwdch gendw ptci; 4) lokalizacja na mapie
fizycznej chromosomoéw czterech gendw pici w tym gen M/m dotad nie zmapowany,
nawet genetycznie i z ktérych trzy znajduja sie w stosunkowo matym obszarze, co
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sugeruje istnienie w genomie obszarow (klastrow) o wiekszym zageszczeniu czynni-
kéw rozwoju pici i kwiatéw. Sugeruje to mozliwos¢ rozwoju chromosoméw pici;
5) wykazano istnienie zmiennosci proporcji w promotorach genéw trzech elemen-
tow CRE (DRE, ABRE i ERE) w genomach pieciu gatunkow, zaleznie od warunkéw
siedliska w ktorych sie ksztattowaly. Sugeruje to Darwinowska selekcje w odniesie-
niu do tych elementéw (36,38); 6) wykonano analize poréwnawczg genomoéw BIO
i 9930, w ktorej znaleziono 540 tys. SNP-6w; 7) zintegrowano z genomem ponad
28 000 (z —34 000) klonéw biblioteki BAC, co oznacza praktycznie wyszukiwanie
w bibliotece dowolnej sekwencji bez koniecznosci przegladu biblioteki przez hybry-
dyzacje lub PCR.

W wyniku zsekwencjonowania genomu, powstata ptatforma do wyszukiwania
gendéw i markerow istotnych cech hodowlanych; uzyskano zrédto danych dia geno-
miki poréwnawczej (genom referencyjny do pordéwnania z resekwencjonowanymi fi-
niami, zsekwencjonowanymi transkryptomami i innymi zbiorami sekwenciji) stuza-
cej badaniom podstawowym jak i aplikacyjnym w hodowli molekularnej; uzyskano
dokfadng tokalizacje interesujgcych gendw dzieki mapowaniu in silica-, moztiwe jest
szybkie wyszukiwanie réznic sekwencyjnych, okreslanie ich funkcji, wyszukiwanie
gendéw gtéwnych dta danej cechy na podstawie potozenia markeréw w Sciezkach
metabolicznych i/lub regulacji ekspresji genéw; analiza funkcji genéw cech zto-
zonych, moze by¢ przySpieszona poprzez amplifikacje genéw gtéwnych poprzez
PCR i np. transformacje; istnieje mozliwo$¢ zastgpienia ,mokrych” metod laborato-
ryjnych odwrotnej genetyki metodami in silica (resekwencjonowanie i genomika,
transktyptomika, metabolomika, netomika poréwnawcza). Tak odbywa sie np. izo-
lacja genow i znalezienie klonéw BAC je zawierajgcych. W tej sytuacji trudno méwic
0 izolacji gendw, jest to raczej ich odszukiwanie w sekwencji genomu; od rese-
kwencjonowania genomu do wyszukania interesujgcych nas genéw moze mina¢ za-
ledwie godzina przy wykorzystaniu sciezki przetwarzania danych ztozonej z progra-
mow do sktadania genomu, adnotacji strukturatnej, funkcjonalnej, tworzenia Scie-
zek metabolicznych, regulacji ekspresji genéw, genomiki, transkryptomiki porow-
nawczej itp.

Objasnienia skrotow;

BES-BAC, ang. Ends Sequence - zsekwencjonowane konce klonéw BAC

CDS, ang. Coding DNA Seguence - cze$¢ kodujgca genu

CNP. ang. Copy Number Polymorphism - polimorfizm liczby kopii sekwencji

eQTI.. ang. expresion QTL - zbidér genéw sterujgcych ekspresjg genu

eSNP - ang. expresion SNP - SNP z genu ulegajacego ekspres;ji

GWAS, ang. Cenome-Wide Association Study — asocjacja zmienno$ci genomowej i cech

HANS, ang. Hybrydyzation Assisted Nanopore Sequencing - sekwencjonowanie przez nanopory wspo-
magane hybrydyzacjg

INDEL. ang. Insertion/Deletion Polymorphism - polimorfizm insercji i delecji nukleotydéw

MACE, ang. Multiplex Automated Genome Engineering — automatyczna in vivo kierowana ewolucja
szlakéw metabolicznych
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MAS, ang. Marker Assisted Selection - selekcja wspomagana markerami

NGS, ang. Next-Generation DNA Sequencing - metody sekwencjonowania nowej generacji
SNP, ang. Single Nucleotide Polymorphism - polimorfizm pojedynczego nukleotydu

WGS, ang. Whole Genome Sequencing - sekwencjonowanie catego genomu jednoczesnie
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