Adres do kore.spondencji

Jan Sadowski,

Zakifad Biotechnologii,
Instytut Biologii
Molekularnej

i Biotechnologii,
Wydziat Biologii,
L'niw'ersytet

im. Adama Mickiewicza,
ul Umultowska 89,
64614 Poznan;
Pracownia Genomiki
Funkcjonalnej,

Instytut Genetyki Roélin,
Polska .Akademia Nauk,
ul. Strzeszynska 34,
60-479 Poznan;

e-mail: jsad(5)amu.edu.pl

biotechnologia
4 (91) 53-68 2010

PRACE PRZEGLADOWE

Sekwencjonowanie poréwnawcze
genomow: generowanie markeréw
genetycznych typu INDEL i SNP

Piotr A. Ziotkowski’, Danuta Babula-Skowronska”,
Matgorzata Kaczmarek”®, Agata Ciesla®, Jan Sadowski

'Zaktad Biotechnologii, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnolo-
gii, Wydziat Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Poznan
~Pracownia Genomiki Funkcjonalnej, Instytut Genetyki Roslin, Polska
Akademia Nauk, Poznan

Comparative sequencing of genomes: generating of INDEL and SNP
genetic markers

Sumtnary

Comparison of genome sequences has become an important approach to
identify and understand biological significance of the variations and fluxes that
occur through a genome. The main subject of the work concentrates on identifi-
cation of indels and SNPs in large genomes and their potential application in
biotechnology. Importantly, fine elaboration of genome structure and sequence
polymorphism that results from resequencing promises to benefit breeding,
biotechnology and medical research. The article also describes how the data ex-
tracted from comparative studies of genomes depends on phylogenetic dis-
tances of the species involved.
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1. Wstep

1.1. Analiza poréwnawcza sekwencji DNA

Poréwnywanie sekwencji nukleotydowych jest obecnie w biologii jednym z naj-
bardziej rozpowszechnionych i podstawowych podejs¢ badawczych. Wraz ze wzro-
stem liczby réznorodnych sekwencji DNA, dostepnych w odpowiednich bazach da-
nych, mozna kompletowac wstepne informacije o strukturze i przewidywanej funkcji
sekwencji nas interesujgcych. Narzedziem najpowszechniej wykorzystywanym
w analizie poréwnawczej, jest BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) (1).
Umozliwia on poréwnanie i ocene podobienstwa sekwencji o bardzo réznej dtugos-
ci; od kilku do wielu milionéw nukleotydéw. Najbardziej ztozona i zarazem najwaz-
niejszg analiza w tym zakresie jest analiza poréwnawcza sekwencji catych genomoéw
miedzy badanymi osobnikami, liniami, odmianami, gatunkami itd. Poréwnanie takie
dostarcza bardzo szczegdtowych informacji na temat podobienstwa genetycznego,
pochodzenia i ewolucji badanych organizméw. Coraz szerzej stosowane resekwen-
cjonowanie roznych genotypéw umozliwia efektywng identyfikacje SNP (ang. Single
Nucleotide Polymorphism), rearanzacji chromosomowych, mapowanie breakpointéw,
detekcje rzadko wystepujacych wariantow sekwencyjnych, etc. Te catogenomowe
informacje sg podstawg budowania technologii genomowej opartej na r6znego typu
mikromacierzach DNA. jednym z wazniejszych obecnie poszukiwan w dziedzinie
genetyki, hodowli i biotechnologii jest ustalenie mozliwie licznych réznic w se-
kwencji badanych genotypow w celu zidentyfikowania i opracowania efektywnych
sekwencji znacznikowych (markerowych). Sekwencje takie sg niezbedne w rozwoju
efektywnej diagnostyki medycznej, w genetyce, oraz hodowli i biotechnologii.

1.2. Sekwencjonowanie szerokoprzepustowe i resekwencjonowanie genomow

Obecnie podstawa okreslania sekwencji calogenomowych sa nowe technologie
szerokoprzeptywowego sekwencjonowania, takie jak Roche-454 Life Sciences
(www.roche-applied-science.com), ABI-SOLID (www.appliedbiosystems.com) i So-
lexa-lllumina (www.illumina.com). Technologie te sg nadal doskonalone, przez co
stajq sie coraz wydajniejsze, dokfadniejsze i ponadto coraz tansze. Umozliwiajg juz
obecnie, nawet stosunkowo matemu zespotowi, przeprowadzenie kompletnej anali-
zy genomowej, wiaczajac w to koszt samego sekwencjonowania wykonanego ustu-
gowo przez wyspecjalizowane firmy.

Wspomniane, nowe strategie sekwencjonowania stojg obecnie u podstaw wiel-
koskalowych projektow poréwnawczego sekwencjonowania genomu réznych osob-
nikéw lub linii w obrebie gatunku, jak i spokrewnionych gatunkéw. W pierwszym
rzedzie analizg takg objeto poréwnanie genoméw prokariotow, np. bakterii choro-
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botwérczych (2), takze genoméw pojedynczych komorek; zakres i znaczenie tego
ostatniego podejscia sprawily, ze powstata kolejna, nowa gatagz genomiki nazwana
genomika pojedynczych komoérek. Liczne sa juz doniesienia o resekwencjonowaniu
roznych linii gatunkéw bakterii. Ciekawym spostrzezeniem w tych badaniach byt
fakt, ze linie nalezagce do tego samego gatunku wykazujg znaczace roznice w se-
kwencji, w tym tak istotne, jak obecnos¢ grupy genow, ktore wystepuja w genomie
tylko jednej linii (nie wykryto ich w innych liniach tego gatunku). Obserwacja ta do-
tyczy wszystkich sekwencjonowanych dotychczas linii badanych gatunkéw i dopro-
wadzita do powstania koncepcji pangenomu bakteryjnego (3). U postaw tej koncep-
cji stoi interesujgca hipoteza, w ktorej zaktada sie, ze wykryte dodatkowe sekwen-
cje genomu moga petni¢ funkcje nie bedace podstawowymi, natomiast moga do-
starczaC nowych cech (w tym przewage selekcyjng) przystosowujacych do nowych
niszy, oporno$¢ antybiotykowa czy kolonizowanie nowych gospodarzy.

W przypadku poréwnarn genomow organizméw eukariotycznych przeprowadzo-
no szereg poréwnan mniej lub bardziej spokrewnionych gatunkéw, a takze rese-
kwencjonowanie réznych osobnikéw i linii tego samego gatunku. Zakres tych badan
byt jednak z oczywistych powodow (wielkosé genomow) znacznie skromnigjszy.

2. Identyfikacja indeli w genomie Arabidopsis thaliana

2.1. Ildentyfikacja polimorfizmoéw typu indel

Polimorfizmy typu insercja-lub-delecja (indel) sa najczestszymi, obok SNP, poli-
morfizmami wystepujagcymi w genomach eukariotycznych. Sg one identyfikowane
najczesciej poprzez poréwnanie sekwencji nukleotydowej dwaoch linii lub odmian:
wykryta w jednej linii insercja jest jednoczesnie delecjg w drugiej linii; bez pordw-
nania wiekszej liczby linii i analizy mechanizmu pochodzenia, nie mozna w spos6b
jednoznaczny okresli¢, czy mamy do czynienia z insercja, czy tez delecjg. Wielkos$¢
mutacji indel waha sie w bardzo szerokim przedziale od | pz do nawet kilku milio-
néw pz; dlatego tez z reguly dzieli sie je na tzw. mate indele (ang. smaW indels)
o wielkosci od | pz (taka mutacja bywa tez czesto definiowana jako SNP) do 100 pz,
oraz duze indele (ang. large indels) >100 pz (4). Przeprowadzona przez nas szacun-
kowa analiza samych tylko duzych indeli r6znigcych dwie linie/l. thaliana (Col i Ler)
sugeruje obecnos$¢ ok. 8500 polimorfizmoéw tego typu (5); jest natomiast pewne, ze
mate indele sg o kilka rzeddw wielkosci czestsze; dane te wskazujg na potencjat jaki
przedstawiajg polimorfizmy typu indel w projektach hodowlanych (6).

W przeprowadzonej przez nas analizie polimorfizméw duzych indeli w genomie
A. thaliana wykorzystalisSmy dostepnos¢ sekwencji genomowej dla dwdch linii -
Col i Ler. Pierwsza z nich byla przedmiotem projektu sekwencjonowania genomu
A. thaliana oparta na mapie fizycznej zbudowanej za pomocga klonéw BAC (7). Druga
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natomiast, to wynik sekwencjonowania przeprowadzonego z wykorzystaniem tech-
niki ,,shotgun” przez Cereon Genomics (obecnie czes¢ Monsanto Co.)(4). Obie linie
sg stosunkowo blisko ze sobg spokrewnione, a czas ich ewolucyjnego rozejscia zo-
stat oszacowany na ok. 200 tys. lat (5). Sekwencja Ler byla dostepna w postaci
81 306 kontigdw o Sredniej dtugosci ok. 1,3 kpz.

W pierwszej fazie analizy kontigi Ler zostaty przyréwnane do sekwencji Col re-
prezentowanej przez pie¢ tzw. pseudochromosoméw (odtworzona sekwencja ca-
tego chromosomu z kilkoma przerwami, gtdwnie w okolicach centromerowych)
z wykorzystaniem zestawu skryptéw specjalnie do tego celu przygotowanych. tacz-
nie przypisano w ten sposob blisko 70" kontigéw, pokrywajac w ten sposéb 58,4%
genomu Col. Kontigi, ktére zostaty odrzucone, skiadaty sie niemal wytgcznie z se-
kwencji powtarzajgcych sie, badz mogty by¢ nieprawidtowo ztozone.

Przy tej okazji nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, ze przy odtwarzaniu sekwencji
chromosomowej zawsze pojawiajg sie regiony problematyczne, dla ktérych nie moz-
na ustali¢ naturalnego porzadku sekwencji nukleotydowej. Dotyczy to w szczegél-
nosci regionéw bogatych w sekwencje powtarzajace sie, zarowno o charakterze sa-
telitarnym (np. powtorzenia centromerowe), jak i transpozonow (skupiska elemen-

Chtomotom 3

Rys. 1. Przypisywanie kontigéw Ler do chromosoméw Col. O$ X - reprezentuje pozycje na chromo-
somie Col mierzong w ramkach o dtugosci 1,5 Mpz; 0§ Y - okresla pokrycie danego regionu kontigmi
Ler. Przyktadowo, jesli Y uzyskuje wartos¢ réwng 1, oznacza to, ze dany region o dtugosci 1,5 Mpz jest
pokryty kontigami w 2/3 dtugosci. Pionowe, przerywane linie pokazujg przyblizong pozycje centrome-
row (5).
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téw ruchomych w regionach przycentromerowych oraz heterochromatynowych).
Ogromna liczba selcwencji powtarzajacych sie 0 wysokiej homogenicznosci uniemoz-
liwia w tych regionach definitywne przypisanie sekwencji, przez co wszystkie do-
stepne obecnie algorytmy sktadajgce kontigi, jak i budujgce alignmenty pomijajg te
obszary tworzac puste przerwy. Problem z odtwarzaniem takich regionéw uwidocz-
nit sie takze podczas naszych badan poréwnawczych - regiony przycentromerowe
wykazywaty wielokrotny spadek liczby przypisanych regionéw (rys. 1).

Nastepnym etapem analizy byto wyszukanie przerw w alignmentach o dtugosci
100-20 000 pz. Gérna granica indeli zostata przyjeta arbitralnie, z uwagi na fakt, ze
najwieksze transpozony u rzodkiewnika majg wielko$¢ ok. 15 kpz. W ten sposéb zi-
dentyfikowano 6636 mutacji indel. W wielu przypadkach, ze wzgledu na niewielka
dtugos¢ kontigéw ier, nie bylo moztiwe okreslenie obu granic mutacji, co jest wa-
runkiem koniecznym do obliczenia dtugosci indela oraz scharakteryzowania mecha-
nizmu odpowiadajgcego za jego powstanie. Dlatego do dalszej analizy wybrano tyl-
ko 2201 mutacji, ktére posiadaty zdefiniowane oba korice i byly insercjami w Col
(badz delecjami w Ler).

2.2. Rozktad mutacji indel i SNP wzdtuz chromosomow

Polimorfizmy, aby mogty by¢ efektywnymi markerami genetycznymi, muszg roz-
ktadac sie rownomiernie wzdtuz chromosomow tak, by kazdy region chromosomo-
wy byt odpowiednio wysycony. W idealnej sytuacji rozktad taki przybieratby postac
prostej rownolegtej do osi X, reprezentujacej pozycje na chromosomie. Niestety,
w naturze rozktad miejsc polimorficznych znaczaco odbiega od tego schematu, przy
czym niektére regiony chromosomowe moga zawiera¢ od kilkunastu do kilkuset
wiecej polimorfizmow, anizeli Srednia chromosomowa. Z reguty najwieksze dyspro-
porcje dotycza obszaréw przycentromerowych. W regionach tych, ze wzgledu na
wzglednie niskie wysycenie sekwencjami kodujacymi, ograniczong rekombinacje
oraz wysoki poziom metylacji DNA, dochodzi do akumulacji selcwencji powtarza-
jacych sie. Ich modyfikacja czy eliminacja nie wptywa negatywnie na funkcjonowa-
nie organizmu, dlatego wtasnie tempo zmian i poziom polimorfizmu dla tych regio-
now jest najwiekszy.

Z przeprowadzonej przez nas analizy wynika, ze rozktad czestosci poszczegél-
nych typow indeli wzdtuz chromosomoéw nie jest jednakowy (rys. 2). Liczba indeli
zwigzanych z aktywno$cig transpozon6w wzrasta stopniowo wraz z przesuwa-
niem sie od telomeru w kierunku centromeru i przechodzi we wzrost wykfadniczy
ok. 2 Mpz przed centromerem. Ten typ mutacji jest silnie negatywnie skorelowany
z czestoscig wystepowania genow, stad wiasnie bierze sie ich akumulacja w regio-
nach przycentromerowych (8). Z kolei rozktad czesto$ci mutacji spowodowanych
rekombinacjg niewyréwnang jest odmienny: czesto$¢ indeli w tej kategorii wzra-
sta stopniowo w kierunku centromeru, osiggajac maksimum ok. 1,5 Mpz przed sa-
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Rys. 2. Czestotliwo$¢ wystepowania mutacji indel (0$ Y) mierzona wzgledem usrednionego ramienia
chromosomowego A. thaliana, w sekcjach o dtugosci | Mpz (0$ X) poczynajac od regionu (pery)centro-
merowego w kierunku telomeréw. W kolorze czerwonym - indele powstate na drodze rekombinacji
niewyréwnanej; w kolorze zielonym - indele bedace rezultatem aktywnosci transpozonéw; w kolorze
niebieskim - indele utworzone w wyniku rekombinacji nieuprawnionej (5).

mym centromerem, po czym stopniowo obniza sie. Jest to spowodowane, jak sie
wydaje, powiazaniem rekombinacji niewyréwnanej z og6lng rekombinacjg homo-
logiczng, ktdra jest silnie inhibowana w okolicach centromeréw (9). Przeprowa-
dzone przez nas analizy statystyczne wykazaly istotng korelacje tych dwodch war-
tosci. Rozkiad czestosci indeli wywotanych dziataniem rekombinacji nieuprawnio-
nej jest natomiast bimodalny stanowigc swego rodzaju stan posredni pomiedzy
poprzednimi rozktadami: uzyskuje on dwa maksima, jedno potozone ok. 2,5 Mpz
przed centromerem, oraz drugie, formujace wyrazny wierzchotek przycentrome-
rowy (rys. 2).

Chociaz usrednione analizy rozktadu mutacji wzdtuz ramion chromosomowych
nie byly, jak dotad, analizowane dla polimorfizméw SNP, mozemy jednak przyréw-
na¢ dystrybucje liczby SNP (10) i indeli (5) wzdtuz catych chromosomoéw/I. thaliana.
Okazuje sie, ze oba typy polimorfizméw wykazuja bardzo podobne rozktady. Doty-
czy to nie tylko regionéw przycentromerowych, ale réwniez ramion chromosomo-
wych, na ktérych pojawiajg sie dodatkowe wierzchotki zwiekszonej czestosci wyste-
powania indeli i SNP. Na tej podstawie mozna wnioskowac, ze obszary o zwiekszo-
nym poziomie polimorfizmu sg w znacznym stopniu tozsame dla obu typéw muta-
cji. Z tych tez wzgledéw polimorfizmy SNP i indel mogg by¢ wykorzystywane za-
miennie w pracach hodowlanych i innych dziataniach aplikacyjnych.
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2.3. Analiza molekularnych mechanizméw powstawania mutacji indel

W przeciwienstwie do mutacji SNP, ktére sg stosunkowo homogenne pod wzgle-
dem mechanizméw powstawania (czytaj ponizej), mutacje indel moga zachodzi¢ na
wiele sposobow. W przeprowadzonych przez nas badaniach polimorfizméw typu in-
del w genomie A. thaliana najczesciej wykrywane byty trzy mechanizmy: rekombina-
cja niewyréwnana, wstawienie/wyciecie transpozonu oraz rekombinacja nieupraw-
niona (tab. 1) (5).

Tabela 1

Liczba i wielko$¢ mutacji indel zidentyfikowanych poprzez poréwnanie sekwencji genomowych linii Col i L~r (5)

Mechanizm powstania

nieznany r_ekomt?inacja r_ekombina}cja wstawienie/wyciecie Razem
niewyréwnana  nieuprawniona transpozonu
liczba 151 569 980 526 2201
udziat procentowym 6,9% 25,9% 44.5% 23,9%
mediana wielkosci 1531 2924 215 1314 682

Rekombinacja niewyréwnana zachodzi w sytuacji, gdy paruja ze sobg dwa homo-
logiczne regiony znajdujace sie na tym samym chromosomie, z reguly w niewielkiej
odlegtosci od siebie (<10 kpz). W wyniku rekombinacji dochodzi do duplikacji,
badz delecji, odcinka chromosomu znajdujacego sie pomiedzy regionami homolo-
gii. W naszych badaniach mutacje generowane przez ten mechanizm byly identyfi-
kowane na drodze wyszukiwania odcinkéw homologii flankujacych obszar insercji,
badZz delecji (podobienstwo sekwencji >95%, dtugos¢ regiondw homologicznych
>50 pz). Poréwnanie catogenomowej sekwencji linii Col i Ler pozwolito na identyfi-
kacje 569 mutacji tego typu, przy czym mediana dtugosci mutacji wynosita 2924 pz.
Warto podkresli¢, Ze ten mechanizm odgrywa decydujacg role w ewolucji genéw
i sekwencji kodujgcych (tab. 2) (5).

Tabela 2
Mutacje indel wykryte w genach i sekwencjach kodujacych (5)
Rekombinacja Wstawienie/wyciy'cie Rekombinacja Razem
niewyréwnana transpozonu nieuprawniona
liczba 392 63 400 894
w genach
% 43,8 7,0 447
. i liczba 375 32 194 631
w sekwencjach kodujacych
% 59,4 5,1 30,7
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Wstawienie, badZ wyciecie transpozondw, jest zjawiskiem bardzo czestym w ge-
nomach eukariotycznych, tak zwierzecych, jak i roslinnych. Chociaz transpozony
czesto sg inaktywowane poprzez mechanizmy epigenetyczne, takie jak metylacja
DNA, czy tez liczne delecje generowane przez rekombinacje nieuprawniong oraz
niewyréwnana, pewna liczba transpozonéw stale pozostaje aktywna i poprzez inte-
gracje z genomem gospodarza powoduje powstawanie mutacji indel. W analizie po-
limorfizmu réznicujacego linie Col i Ler zastosowalismy podejscie, ktre opiera sie
na wykorzystaniu programu RepeatMasker (A.F.A. Smit, R. Hubley i P. Green, Repe-
atMasker Open-3.0. 1996 do 2004; http://www.repeatmasker.org) do wyszukiwania
sekwencji powtarzajacych sie: insercje znajdujace sie w jednej, badz drugiej linii
byly testowane pod katem obecno$ci sekwencji transpozonéw. Na tej podstawie
mozna byto jednoznacznie okresli¢ pojawienie sie mutacji indel jako wynik wsta-
wienia lub wyciecia transpozonu, przy czym dla retrotranspozondéw zawsze mamy
do czynienia z wstawieniem nowego elementu. tacznie zidentyfikowalismy 526
przypadkdéw indeli, ktore powstaty w wyniku aktywnosci transpozon6éw, a mediana
ich dtugosci wynosita 1314 pz. Na podstawie dalszej analizy wykazano, ze udziat in-
deli zwigzanych z aktywnos$cig transpozondéw w ewolucji gendw i sekwencji ko-
dujacych jest bardzo maty w poréwnaniu ze znaczeniem dwaoch pozostatych mecha-
nizméw generujacych indele (tab. 2).

Rekombinacja nieuprawniona, okreslana réwniez jako niehomologiczne taczenie
koncow (NHEJ, ang. Non-Homologous EndJoining), polega na delecji, rzadziej duplika-
cji, fragmentu DNA znajdujacego sie pomiedzy dwoma dwuniciowymi peknigciami
DNA. Ze wzgledu na fakt, ze DNA peka na obu niciach, nie jest mozliwe zastosowa-
nie jednego z mechanizméw naprawczych opartych na homologii sekwencji nukle-
otydowej. Dotyczy to w szczeg6lnosci niedzielgcych sie komoérek somatycznych,
w ktérych chromosomy homologiczne nie sg sparowane i przez to nie moga by¢ wy-
korzystane jako matryca do naprawy DNA. jednak pekniecia nici sg przewaznie
przesuniete wzgledem siebie (tzn. powstajg wystajace korce), w zwigzku z tym pod-
czas taczenia koncéw powstajg charakterystyczne krotkie powtdrzenia, ktore zna-
kujg granice mutacji (tzw. mikrohomologie). Warto podkresli¢ fakt, ze ten mecha-
nizm naprawczy powszechnie wystepuje u kregowcédw i roslin wyzszych w miejsce
naprawy opartej na sekwencjach homologicznych, ktéra przewaza u bakterii i niz-
szych eukariontow (np. u drozdzy Saccharomyces cerevisiae) (11). Poprzez poréwna-
nie linii Col i ler zidentyfikowaliSmy tacznie 980 przypadkdw polimorfizméw indel,
ktére byly wynikiem dziatania tego wtasnie mechanizmu. Stanowi to blisko 50%
wszystkich wykrytych przez nas mutacji (tab. 1). jednoczesnie indele generowane
przez rekombinacje nieuprawniong byly najmniejsze, z mediang wynoszacg zaled-
wie 215 pz. Interesujgce jest, ze stosunkowo duza liczba mutacji indel odnalezio-
nych w genach i sekwencjach kodujacych byla wyniklem zajscia wtasnie tego mecha-
nizmu - S$wiadczy to o duzym znaczeniu nieuprawnionej rekombinacji w ewolucji
genow. Nalezy zaznaczy¢, ze przeprowadzone przez nas badania obejmowaty wy-
facznie polimorfizm tzw. duzych indeli (o wielkosci >100 pz); w innych badaniach
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wskazuje sie jednakze na znaczng liczbe stosunkowo krétkich mutacji (czesto <100
pz) na tej drodze wywotanych (12,13). W konkluzji mozna zatem stwierdzi¢, ze nie-
uprawniona rekombinacja jest najwazniejszym mechanizmem odpowiedzialnym za
powstawanie mutacji typu indel w genomach organizmdw eukariotycznych.
Warto zwrécié¢ uwage na fakt, ze wielkos¢ mutacji indel w duzym stopniu zalezy
od mechanizmu, ktéry odpowiada za jej powstanie. Rdznice w tym wzgledzie sg
bardzo widoczne, co przedstawiono na rysunku 3 (5). Rozkiad wielko$ci mutacji ge-
nerowanych przez rekombinacje niewyréwnang jest stosunkowo duzy; cho¢ najwiek-
sza liczba przypadkéw w tej kategorii ma dtugosé —500 pz, to wysoka czestos¢ mu-
tacji jest obserwowana nawet do 6 kpz. Wynik ten wskazuje na szeroki zakres
dtugosci indeli generowanych w wyniku dziatania rekombinacji niewyréwnanej.

Indele utworzone w wyniKu nieuprawmonei rekorrtrinacy

. .- Indele utworzone w wyniku wstawienia ki agaa transpozonu
nieautonimiczne transpozony ONA wy! } wyae P

meautooomiczne
(retroiranspozony R
ationomiczne transpozony DNA ~ oraz
autonomiczne elementy Copta retrofranspozony Gypsy
—_— .

witBi ik,

“ Rys. 3. Histogram liczby indeli (0$ Y) w zalezno$ci od dtugosci wstawionego/wycietego fragmentu

' DNA (0$ X). W przypadku indeli powstatych w wyniku rekombinacji nieuprawnionej zastosowano wiel-
kos$¢ przedziatu 150 pz, natomiast dla pozostatych dwéch kategorii polimorfizméw zastosowano prze-
dziaty o wielkosci 300 pz (2).

BIOTECHNOLOGIA 4 (91) 53-68 2010 61



Piotr A. Zidtkowski i inni

Z kolei mutacje powstate na skutek aktywnosci sekwencji powtarzajacych sie cha-
rakteryzujg sie wielomodalnym rozktadem, gdy analizuje sie ich wielkos¢. Pojawiaja
sie tutaj wierzchotki w przedziale dtugosci od 150 do 2600 pz, silny wierzchotek
przy mutacjach ~5 kpz, a takze wierzchotki przy ~8 i —10 pz. Odpowiadajg one
odpowiednio indelom powstatym poprzez wigczenie/wyciecie 1) nieautonomicz-
nych transpozonoéw, 2) retroelementdéw z rodziny copia, oraz 3) autonomicznych
transpozonéw DNA i retrotranspozondw z rodziny gypsy (rys. 3).

Natomiast rozktad czestotliwosci wystepowania mutacji zwigzanych z rekombi-
nacja nieuprawniong wykazuje charakterystyczny przebieg hiperboidalny: liczeb-
no$¢ w tej kategorii jest najwieksza przy dtugosci 100 pz, od ktérej rozpoczety byt
pomiar, i gwattownie spada wraz ze wzrostem dtugosci indeli. Poniewaz krétkie
mutacje, jak sie wydaje, sa najlepsze w kontekscie ich zastosowania jako markery
genetyczne, to whasnie polimorfizmy generowane przez rekombinacje nieupraw-
niong majg najwieksze znaczenie w selekcji.

2.4, Mozliwosci zastosowania polimorfizméw indel w procesie hodowlanym
i selekcji nowych odmian

Polimorfizmy indel bez watpienia moga by¢ zastosowane do tworzenia wydaj-
nych systemow markerowych, analogicznie do polimorfizméw SNP. jednakze sama
identyfikacja polimorfizmow indel jest trudniejsza, anizeli identyfikacja SNP. Wyni-
ka to z faktu, ze wigeksze mutacje wymagajg zsekwencjonowania dtuzszych fragmen-
téw genomowego DNA, takich, ktdre pokrytyby calg insercje/delecje. W prezento-
wanej przez nas analizie stosowane byly dane pochodzace z projektéw opartych na
sekwencjonowaniu metodg ,,BAC-by-BAC” oraz ,,shotgun”, ktore dostarczyty stosun-
kowo diugich sekwencji. Rozwijajgce sie dynamicznie w ostatnim czasie podejscia
wysoko przepustowe kazg zada¢ pytanie, na ile identyfikacja polimorfizméw indel
moze by¢ przeprowadzona przy uzyciu wiasnie tych metod.

Dotychczas u rzodkiewnika pospolitego stosowano analize sekwencji opartg na
hybrydyzacji do mikromacierzy DNA pokrywajacych caty genom (tzw. mikromacie-
rze tillingowe). Clark i in. (10) wykorzystat te technologie do poznania polimorfizmu
20. roznych linii A. thaliana identyfikujac ponad milion polimorfizmdéw SNP. Autorzy
stwierdzili rowniez, ze ok. 4% jest niezachowanych pomiedzy poszczegdlnymi linia-
mi, przy czym nie udato sie jednoznacznie stwierdzi¢, czy bylo to rezultatem du-
zych delecji danego regionu, czy tez znacznym stopniem ich dywergencji. W konse-
kwencji trzeba stwierdzi¢, ze przytoczona technika hybrydyzacji do mikromacierzy
nie jest przydatna w identyfikacji mutacji indel wiekszych, anizeli kilka par zasad
(10). Z kolei technologie oferowane przez takie firmy, jak Illlumina, Roche, czy Ap-
plied Biosystems generujg wcigz stosunkowo krotkie sekwencje, co ogranicza ich
wykorzystanie do identyfikacji polimorfizmoéw indel (13). Nie ulega jednak watpli-
wosci, ze wraz ze wzrostem dtugosci odczytéw oraz dalszego obnizania kosztow
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nowoczesne technologie sekwencjonowania wysoko przepustowego zostang za-
przegniete réwniez i do tego celu. Nalezy jednak zauwazyC, ze jedng sprawg jest
identyfikacja mutacji indel, inng natomiast wykorzystanie juz wykrytych mutacji do
przegladania polimorfizmu wystepujacego w populacji pomiedzy osobnikami: ta
druga kwestia jest o wiele prostsza metodycznie. Pierwsze préby konstrukcji spe-
cjalnych mikromacierzy umozliwiajacych mapowanie polimorfizmoéw indel zostaty
juz przeprowadzone i zakonczyly sie sukcesem (14,15).

3. ldentyfikacja SNP

3.1. Mechanizmy powstawania

SNP, czyli polimorfizm pojedynczego nukleotydu, jest najczesciej obserwowa-
nym typem polimorfizmu DNA. Duza liczba i wysoka stabilnos¢ czesci SNP w geno-
mach czyni z nich doskonate markery genetyczne (16). Przyczyng pojawiania si¢ SNP
sg mutacje punktowe, jednak nie kazda z nich jest uznawana za SNP. Aby mutacja
mogta by¢ sklasyfikowana jako SNP, oba warianty (allele) locus muszg by¢ reprezen-
towane z czestoscig >1% w populacji.

Mutacje prowadzace do SNP sg spowodowane spontanicznymi btedami podczas
replikacji chromosomow: dzieje sie tak, gdy mimo dziatania mechanizméw napra-
wy, polimeraza DNA wigcza btedny nukleotyd. Gdy czasteczka z btednym nukleoty-
dem ulegnie replikacji, to jedna z helis potomnych bedzie posiadata prawidtowg se-
kwencje wyjsciowa, a druga sekwencje zmutowang. Czynnikami wywotujacymi mu-
tacje jednonukleotydowe sg réwniez mutageny chemiczne i fizyczne. Mutageny
chemiczne moga wystepowa¢ w formie analogéw zasad, czynnikéw deaminujgcych,
alkilujacych i interkalujgcych, co moze powodowac btedy w parowaniu nukleotydéw
czy delecje. Najpowszechniejszymi mutagenami fizycznymi sg promieniowanie nad-
fioletowe (UV), promieniowanie jonizujace i ciepto.

Teoretycznie, dla kazdego locus istnieje mozliwo$¢ wystepowania w populacji
czterech form allelicznych (z uwagi na obecno$¢ czterech typow nukleotydow), jed-
nak w rzeczywistosci SNP wystepuja zazwyczaj jako formy bialleliczne (17,65). jest
to zwigzane z wigkszg czestotliwoscig wystepowania tranzycji (zamiana puryny na
puryne A-G, G-A lub pirymidyny na pirymidyne C-T, T-C) niz transwersji (zamiana pu-
ryny na pirymidyne A-C, A-T, G-C, G-T i pirymidyny na puryne C-A, C-G, T-A, T-G).
Dzieje sie tak prawdopodobnie na skutek spontanicznej deaminacji 5-metylocytozy-
ny do tymidyny w przypadku dwunukleotydéw CG (18).

SNP mozna podzieli¢ na kilka typéw ze wzgledu na miejsce ich wystepowania
w genomie. Znaczna wiekszo$¢ SNP zlokalizowana jest w rejonach miedzygenowych
i stanowi tzw. mutacje ciche. Nie wptywajg one na funkcjonowanie organizmu, jed-
nak w przypadku genomu ludzkiego, w niektérych przypadkach ich obecno$¢ moze

BIOTECHNOLOGIA 4 (91) 53-68 2010 63



Piotr A. Zidtkowski i inni

korespondowac z ryzykiem zachorowania na pewne choroby. SNP zlokalizowane
w regionach regulatorowych genéw moga prowadzi¢ do zmiany poziomu ekspresji
danego genu lub spowodowac pojawienie sie biatka w tkance, w ktdrej wczesniej
nie wystepowato.

W przypadku pojawienia sie SNP w genie, ich efekt moze by¢ rézny:

1. Moze spowodowa¢ mutacje synonimiczng, w przypadku gdy nowy kodon re-
prezentuje ten sam aminokwas co kodon wyjsciowy. Powstajace biatko bedzie iden-
tyczne z tym kodowanym przez gen niezmutowany.

2. Moze spowodowaé zmiane niesynonimiczng i wowczas powstate biatko be-
dzie posiada¢ Jeden zmieniony aminokwas, co moze mie¢ wptyw na Jego funkcje.

3. W wyniku mutacji moze doj$¢ do zamiany kodonu kodujacego biatko na ko-
don STOP. Zachodzi wéwczas mutacja typu nonsens, ktéra powoduje przedwczesng
terminacje translacji, a powstajace krotsze biatko w wiekszosci przypadkow bedzie
niefunkcjonalne.

4. Moze dojs¢ rowniez do sytuacji odwrotnej niz w omawianym przypadku i ko-
don STOP zostanie zastapiony przez kodon odpowiadajacy Jakiemu$ aminokwaso-
wi. Powstajace dluzsze biatko réwniez moze nie spetnia¢ swych fizjologicznych
funkcji.

Czesto$¢ wystepowania SNP w genomach Jest bardzo rézna w zalezno$ci od ga-
tunku. W genomie cztowieka ! SNP przypada na ok. 300 nukleotydow (19). W przy-
padku genomdw roslinnych. Jednym z bardziej polimorficznych Jest genom kukury-
dzy, w ktdrym | SNP przypada na 60-104 pz (20). U Jeczmienia, ! SNP wystepuje
$rednio co 200 pz (21), w genomie soi co 237 pz (22), u rzodkiewnika co 336 pz
(23), a u pszenicy co 540 pz (24).

3.2. Metody identyfikacji SNP w kolekcjach linii genetycznych i hodowlanych

W ostatnich latach wzrasta zainteresowanie wykorzystaniem markeréw typu
SNP w pracach badawczych i hodowlanych dotyczacych modelowych i uprawnych
gatunkéw roslin (25). Wystepowanie SNP z wysoka czestoscig w genomach osobni-
kéw danej populacji oraz fakt, ze potencjalnie kazdy moze sta¢ sie uzytkowym mar-
kerem, to tylko nieliczne z cech, ktére zadecydowaty o ich popularnosci. JeJ wy-
znacznikiem moga by¢ miliony zidentyfikowanych SNP w genomie cztowieka, z kto-
rych okoto | min moze by¢ analizowanych Jednoczesnie (w Jednym eksperymencie)
dzieki zastosowaniu technik mikromacierzowych (26). Dostepno$¢ tak duzej liczby
markerow SNP pozwala na skanowanie catego genomu z duza doktadnoscia w celu
poszukiwania markeréw sprzezonych z cecha ilosciowg (27).

W poréwnaniu ze stopniem zaawansowania prac badawczych dotyczacych czto-
wieka lub innych kregowcow, badania z wykorzystaniem markeréw SNP do analizy
genoméw roslinnych sa Jeszcze w fazie poczatkowej. Identyfikacja markerow typu
SNP na drodze analizy sekwencji EST, badZ dostepnych w bazach danych (np. NCBI
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EST; http://www.ncbi.nim.nih.gov/dbEST) lub generowanych na potrzeby tego podej-
cia byta wykorzystywana w pracach dotyczacych zaréwno roslin modelowych ta-
kich jak A. thaliana (23), jak i uprawnych: kukurydzy (28), jeczmienia (29) czy pomi-
dora (30).

Technika mikromacierzy, kojarzona zwykle z analizg poziomu ekspresji gendw,
moze rowniez stuzy¢ do poszukiwania nowych SNP. W tym przypadku poréwnuje
sie wyniki uzyskane z hybrydyzacji cDNA lub DNA pochodzacych z r6znych osobni-
kow. Takie podejscie bylo wykorzystywane w odniesieniu do A. thaliana (22,31,32),
ryzu (33), jeczmienia (34), kukurydzy (35), a nawet w uktadzie heterologicznym -
pomiedzy sojg i fasolnikiem chiriskim (36).

W odréznieniu od dwoch poprzednich metod, obcigzonych falszywie pozytywng
identyfikacjg SNP (15-50%), powtorne sekwencjonowanie amplifikowanych fragmen-
téw gendw pozwala na wysoce wiarygodng identyfikacje SNP [szczegoty w (25)|. Po-
dejscie takie byto wykorzystywane we wspomnianych juz badaniach genomu czto-
wieka (26), a w odniesieniu do roslin uprawnych - genomu kukurydzy (zanalizowa-
no kilka tysiecy gendw (37,38); Panzea (http://vmw.panzea.org) i soi (ponad 4 tys.
genow (39). Poza tymi gatunkami, prace z wykorzystaniem powtdrnego sekwencjo-
nowania byly prowadzone w przypadku A. thaliana (40), ryzu (41), pomidora (42),
buraka cukrowego (43) i jeczmienia (44).

Czynnikami ograniczajgcymi postep w identyfikacji markeréw typu SNP byly do
niedawna czasochtonnos$¢ i koszty sekwencjonowania. Tradycyjnie stosowana meto-
da Sangera w potgczeniu z kapilarng elektroforeza generowata wprawdzie dtuzsze
sekwencje, bo >800 pz, ale przy wyzszych kosztach w przeliczeniu na pare zasad.
Obecnie, dostepne sg wczesniej wymienione trzy systemy sekwencjonowania, ha-
lezace do nowej generacji. Wszystkie trzy byty dotychczas stosowane gtownie do
powtdrnego sekwencjonowania catkowicie zsekwencjonowanych genoméw naleza-
cych do gatunkow takich jak C. elegans (45), mikroorganizmy morskie (46) i A. thaliana
(13). W odniesieniu do gatunkéw o mniej scharakteryzowanych genomach, pojawity
sie pierwsze prace dotyczace identyfikacji SNP w genomach eukaliptusa (47) i kuku-
rydzy (48,49).

Ograniczenia metodyczne nie sg jedynymi jakie stojg na drodze masowego wy-
korzystania SNP w analizie genomow roslin uprawnych. Wiekszo$¢ z tych roslin to
organizmy poliploidalne, zaréwno allopoliploidalne takie jak rzepak {Brassica napus),
bawetna (Gossypiuni hirsiitum), tytoh (Nicotiana tabacum), czy pszenica {Triticum
aestivLini), jak i autopoliploidalne np. ziemniak (Solanum tuberosum) lub trzcina cu-
krowa (Saccharum officinarum). Identyfikacja SNP w genomach tych gatunkéw moze
by¢ utrudniona ze wzgledu na koniecznos¢ rozréznienia pomiedzy markerami r6z-
nicujagcymi w obrebie genoméw (markery przydatne) a genomami (markery nieprzy-
datne) (25). Przyktadowo, zastosowanie metody powtdrnego sekwencjonowania
amplifikowanych fragmentéw genowych nie sprawdzitoby sie w przypadku heksa-
ploidalnego genomu pszenicy Triticum aestivum L. Analiza sekwencji uzyskanych
z wszystkich trzech genoméw bytaby bardzo utrudniona ze wzgledu na wystepujgce
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miedzy nimi réznice typu indel. Rozwigzaniem staJo sie zastosowanie genomo-
wo-specyflcznych starteréw do amplifikacji sekwencji genowych (50,51). Pomimo
wymaganych wysokich naktadéw pracy i zaawansowanych narzedzi bioinformatycz-
nych, prace nad gatunkami poliploidalnymi sa prowadzone z wykorzystaniem za-
rowno analizy ogromnej liczby sekwencji EST (52,53), powtdrnego sekwencjonowa-
nia amplifikowanych fragmentow sekwencji genowych (54,55), technik mikromacie-
rzy (24) i sekwencjonowania typu Solexa (56).

Warto tez wspomnieé, ze identyfikacja i opracowanie markerow SNP sg prowa-
dzone rowniez przez firmy hodowlane; Dupont/Pionier przeprowadzit sekwencjo-
nowanie prawie 10 tys. genéw w 500 liniach kukurydzy (57), a TraitGenetics wyko-
rzystat metode powtornego sekwencjonowania, oraz stosowat mikromacierze Gol-
denGate multiplex do analizy od 5 do 10 tys. genéw w genomach takich roslin
uprawnych jak pomidor, kukurydza, papryka i gatunkéw z rodzaju Brassica (25).

3.3. Wykorzystanie SNP w pracach genetycznych, hodowlanych i biotechnologii

Ze wzgledu na powszechnos¢, ewolucyjna stabilnos¢ oraz rozwdj szybkich, wy-
dajnych i stosunkowo niedrogich metod wykrywania polimorfizméw, SNP staty sie
atrakcyjnym systemem markerowym w badaniach genomow, analizie sprzezen oraz
ukierunkowanej selekcji pozadanych cech uzytkowych za pomoca techniki MAS
(ang. Marker-Assisted Selection) (58). Wraz z insercjami/delecjami stanowiag podstawe
wiekszosci réznic wystepujacych miedzy allelami, umozliwiajac identyfikacje mar-
keréw o silnych sprzezeniach z loci dla cech uzytkowych (59,60). Wykorzystujac do-
stepne informacje o genach kandydatach u roslin modelowych takich jak A. thaliana
i ryz, SNP poszerzyly naszg wiedze o genetycznych podstawach dziedziczenia waz-
nych cech odpowiedzialnych za wzrost, rozwéj oraz obrone przed szkodnikami.
Wiedza ta pozwolita udoskonali¢ zesp6t cech u roslin uprawnych (61). Jednym
z pierwszych podej$¢ w pracach hodowlanych stato sie opracowanie map genetycz-
nych o wysokim nasyceniu markeréw m.in. SNP. Obecnie dostepnych jest kilka map
obejmujacych tysiace markeréw SNP m.in. dla kukurydzy i winorosli (szczepy Caber-
net Sauvignon i Pinot Noir) (62,63). U kukurydzy wykazano wysoki stopien polimor-
fizmu w SNP (1/80 pz) i indelach (1/240 pz), co pozwolito zmapowa¢ 164 z 311 loci
(64). Dostepnosc takich map pozwala na okreslenie pokrewienstwa genetycznego
miedzy badanymi genotypami przy uzyciu wybranego zestawu kilku czy kilkunastu
markeréw SNP.

Na podstawie ostatnich obliczen wskazuje sie, ze SNP wystepujag w genomie
cztowieka co najmniej raz na 300 nukleotydéw. W genomie tym wystepuje zatem co
najmniej 10 min SNP. Ponad 4 min SNP zostato zidentyfikowanych, a informacje
0 nich sg publicznie dostepne dzieki pracom konsorcjum TSC i specjalistycznym
platformom. Dla wiekszosci z tych 4 min SNP ewentualne asocjacje funkcjonalne po-
zostaja nieznane, jednak kompilacja publicznie dostepnych SNP przez NCBI data
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W rezultacie zestaw SNP okreslanych jako specyficzne markery, ktére nazwano refe-
rencyjnymi (ang. reference SNP, w skrécie rsSNP). Ponad 2,6 min SNP zostato uzna-
nych jako rsSNP. W ostatnich pracach wskazuje sie takze, ze 10 min SNP wspolnych
dla populacji ludzkiej nie dziedziczy sie niezaleznie od innych SNP; wydaje sie ra-
czej, ze sgsiadujgce SNP tworza zestawy zwigzane z odpowiednimi allelami genéw;
taki blok SNP nazywa sie haplotypem. Cechg haplotypdw jest ich przekazywanie
z pokolenia na pokolenie bez rekombinacji. Obecne zawansowanie tej analizy spra-
wia, ze haplotyp obejmujacy z reguty wiele SNP, moze by¢ skutecznie identyfikowa-
ny w oparciu na zaledwie kilku wybranych SNP. Znaczacy jest takze obserwacja, ze
sekwencje chromosomowe dwoch losowo wybranych osobnikéw populacji ludzkiej
sg identyczne w 99,9% i ze w obrebie rdznigcych je sekwencji (0,1%) az 80% stanowia
SNP.
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