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Nowoczesne metody genotypowania DArT
1 GBS w hodowli gatunkoéw roslin uzytkowych

Modern methods of genotyping DArT and GBS in agriculture important crops

Rozwdj nowoczesnych metod genotypowania sprawit, ze konieczne staje si¢ ich zaprezentowanie
i pokazanie potencjatu, jaki niosg generowane przez nie markery DNA dla badan nad ro$linami.
Niniejsza praca zostata poswigcona oméwieniu markerow DArT i SNP, przy czym w ostatnim
przypadku skupiono si¢ na markerach wykorzystujacych sekwencjonowanie nowej generacji.
Przedstawiono metody uzyskania w/w markerow oraz ich zastosowania w genetyce roslin
uzytkowych. Nacisk potozono na identyfikacje markeréw cech uzytkowych w polaczeniu
z mapowaniem cech ilosciowych, mapowaniem asocjacyjnym i selekcja genomowa.

Stowa Kkluczowe: genotypowanie, DArT, Diversity Array Technology, GBS, Genotyping-by-
sequencing, SNP

Advances in modern genotyping methods make it necessary to present them and their value for
plant research. Thus, the review is dedicated to describing technologies allowing evaluation of high
throughput markers such as DArTs or SNPs based on new generation sequencing approach. Various
applications of these markers in plant research are discussed. Particular emphasis was put on the
possibilities of using them for the identification of markers for agronomical traits using either QTL or
association mapping methods. The opportunity of using them in genomic selection was also
discussed.
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WSTEP

Markery genetyczne to réznego rodzaju znaczniki, za pomoca, ktorych mozliwe jest
Sledzenie okreslonego regionu DNA sprzezonego (czy asocjowanego) na przyktad
z pozadang cecha. Wykorzystywane sa do identyfikacji zmiennos$ci migdzy osobnikami,
odmianami i gatunkami (Semagn, 2006). Istnieje przyjety podzial markerow na:
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morfologiczne, bialka strukturalne i funkcjonalne (izoenzymy) oraz markery DNA.
Markery morfologiczne w literaturze pojawily si¢ juz w latach 30 (Sax, 1932) i byly
wykorzystywane do rozpoznawania cech zewngtrznych organizmu takich jak np.
kartowato$¢ czy zmieniona morfologia liscia. Ze wzgledu na liczne wady i silny efekt
epistatyczny znalazly one ograniczone zastosowanie. Markery biatek funkcjonalnych,
czyli izoenzymy (Markert 1 Mgller, 1959), jako pierwsze wykorzystano do szacowania
stopnia polimorfizmu oraz oceny struktury genetycznej populacji. Z oczywistych
powodow liczba markerow tego typu byla ograniczona, a analiza pracochlonna
(Knopkiewicz i in., 2012), co ograniczato ich praktyczne wykorzystanie. Dopiero
opracowanie markerow molekularnych DNA (Botstein i in., 1980; Welsh i McClelland,
1990; Akkaya i in., 1992; Vos i in., 1995; Jaccound i in., 2001) bazujacych na
wykorzystaniu enzymoéw (endonukleaz) restrykcyjnych i na reakcji tancuchowe;j
polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR) (Williams, 1989), sprawito, ze
technologie markerowe zyskaty szerokie zastosowanie w badaniach nad ro$linami.

Idealny marker molekularny DNA powinien charakteryzowaé si¢ latwoscia
identyfikacji, specyficznoscig dla danego gatunku, wysokim poziomem polimorfizmu
oraz kodominujagcym charakterem dziedziczenia (Tomar i in., 2010). Zaleta markerow
molekularnych, jest fakt, iz nie s one modyfikowane przez $rodowisko (Staub i in.,
1997), co czyni je przydatnymi w programach hodowlanych (Diizyaman, 2005). Markery
sg istotne przy tworzeniu map genetycznych, pozwalaja na lokalizowanie loci cech
ilosciowych (z ang. Quantitative Trait Loci, QTL) oraz moga by¢ przydatne do
identyfikacji odmian (Hayward i in., 2014). Techniki oparte na markerach umozliwiaja
identyfikacj¢ polimorfizmu i struktury materialu genetycznego (Zagalska-Neubauer i
Dubiec, 2007). Wykrywane zmiany w sekwencji DNA moga by¢ powodowane przez
polimorfizm pojedynczych nukleotydow, insercje, delecje, czy tez translokacje
(Zidtkowski 1 in., 2010). Aby wykry¢ polimorfizm mozna zastosowaé analize
restrykcyjna, hybrydyzacje¢ lub amplifikacje sekwencji DNA (Wenzl i in., 2008). Analizy
te sa tatwe do przeprowadzenia, a takze nie wymagaja zwykle duzych nakladéw
czasowych. Niezbedne staje si¢ jednak badanie duzych populacji roslinnych, co
powoduje konieczno$¢ wykorzystania nowoczes$niejszych narzedzi do genotypowania,
umozliwiajagcych szybkie analizowanie badanego materialu. W niniejszej pracy
przedstawiono dwie wysokoprzepustowe technologie: markery DArT 1 wariant
markerowania genetycznego z wykorzystaniem SNP bazujacy na sekwencjonowaniu
nowej generacji. Markery DArT nalezy zaklasyfikowa¢ do markeréw mieszanych
(Bednarek i Chwedorzewska, 2001) bazujacych na trawieniu enzymami restrykcyjnymi
amplifikacji PCR endonukleazach restrykcji, PCR i hybrydyzacji, natomiast technologie
markeréw identyfikujaca polimorfizm pojedynczych nukleotydow nalezy zaliczy¢ do
wysokowydajnych markerow sekwencyjnych typu SNP (ang. Single Nucleotide
Polymorphism, polimorfizm pojedynczych nukleotydow).
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WYBRANE METODY GENOTYPOWANIA

Pojecie genotypowania odnosi si¢ do technik opartych na markerach, ktore
umozliwiajg réznicowanie genetyczne badanych materialow. Istnieje szereg podziatow
metod genotypowania (Semagn i in., 2006; Mondini i in., 2009; Sztuba-Solinska, 2005).
Wedhlug Sztuby-Solinskiej (2005), mozna wyr6zni¢ techniki hybrydyzacyjne DNA,
techniki bazujace na amplifikacji PCR, (losowej lub specyficznej), oraz techniki
mieszane bazujace zar6wno na wykorzystaniu endonukleaz restrykcyjnych jak i PCR.

Do technik hybrydyzacyjnych zalicza si¢ metod¢ RFLP (ang. Restriction Fragments
Length Polymorphism) (Botstein i in., 1980). Metoda ta bazuje na trawieniu
genomowego DNA wykorzystujac endonukleazy restrykcyjne. Produkty trawienia
rozdzielane sg elektroforetycznie a nastepnie przeprowadza si¢ hybrydyzacje z sonda
DNA stosujac metode Southern (Botstein i in., 1980). Zaleta omawianej metody jest
kodominujacy charakter markerow RFLP, mozliwo$¢ rozpoznania dominujacych i
recesywnych alleli, natomiast wada konieczno$¢ uzyskania duzej iloSci wyjsciowego
DNA. Metoda uwazana jest za malo wydajna, identyfikuje ograniczong liczbe
polimorfizmoéw i jest pracochtonna (Mondini i in., 2009). Markery RFLP wykorzystano
do selekcji materialow hodowlanych i opracowania map genetycznych (Chen i Gustafson,
1995), czy do kotwiczenia (ang. anchoring) map genetycznych (Bednarek i
Chwedorzewska, 2001).

Przykladem metody w oparciu o amplifikacj¢ PCR, z wykorzystaniem arbitralnie
wybranego, zwykle 10-nukleotydowego startera jest RAPD (ang. Random Amplified
Polymorphic DNA) (Williams i in., 1990; Welsh i McClelland, 1990). Produkty
amplifikacji sa rozdzielane w zelu agarozowym i uwidaczniane poprzez np. barwienie
bromkiem etydyny. Gtéwna zaleta RAPD jest prosta metodyka i mata ilo§¢ matrycowego
DNA niezbgdna do przeprowadzenia powielania, wadg natomiast jest ich dominujacy
charakter (Yazdani i in., 1995). Markery RAPD okazaty si¢ przydatne migdzy innymi do
identyfikacji odmian uprawnych, w badaniach taksonomicznych, a takze przy
opracowaniu map genetycznych (Reiter i in., 1992). Obecnie technika RAPD ma
ograniczone zastosowanie.

Przykladem metody opierajacej si¢ o amplifikacje PCR z zastosowaniem pary
starterow specyficznych, jest analiza polimorfizmu /oci mikrosatelitarnych (ang. Simple
Sequence Repeats, SSR) (Akkaya i in., 1992). Stosowane startery sa specyficzne dla
unikalnych sekwencji nukleotydowych oskrzydlajacych poszczegélne loci SSR.
Sekwencje te sa gatunkowo specyficzne, a polimorfizm /oci SSR wynika z rdznic
dtlugosci amplifikowanych fragmentéw spowodowanych rézng ilosciga powtdrzen
sekwencji tandemowych tworzacych dane locus SSR. Istotne jest to, ze loci SSR
charakteryzuja si¢ wysokim polimorfizmem, dziedzicza si¢ w sposéb mendlowski, a
markery SSR maja charakter kodominujacy (Selkoe i Toonen, 2006). W zwigzku z tym,
stanowig dogodna, prosta i powtarzalng metode¢ analizy polimorfizmu genoméw roslin
uzytkowych, znajdujaca zastosowanie do mapowania QTL, asocjacyjnego, a takze
badania zréznicowania genetycznego w obrebie populacji hodowlanych i1 kolekcji
odmian. Produkty amplifikacji SSR mozna rozdzielac w ‘tradycyjnych’ zelach
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poliakrylamidowych, (gdzie produkty mogg by¢ znakowane radioaktywnie, badz
barwione srebrem lub innymi znacznikami) (Zane i in., 2002), a takze coraz
powszechniej, migdzy innymi, metodg elektroforezy kapilarnej (ang. high performance
capillary electrophoresis, HIPCE), przy czym znakowane fluorescencyjnie produkty
analizowane sg w systemie multipleks, co znacznie zwigcksza efektywnos¢. W przypadku
genomow niezsekwencjonowanych, loci SSR dla danego gatunku identyfikuje sie
poprzez przeszukiwanie bibliotek genomowych z zastosowaniem sond specyficznych, a
nastepnie sekwencjonowanie i projektowanie specyficznych par starterow dla sekwencji
oskrzydlajacych dane locus mikrosatelitarne. Natomiast, coraz powszechniej stosuje si¢
metode ,,in silico”, w zwigzku z sekwencjonowaniem catlych genoméw roslin
uzytkowych. Markery SSR znalazly zastosowanie m. in., w charakterystyce zasobow
genowych u jabtoni (Hawliczek i in., 2007) oraz hodowli roslin, miedzy innymi w
analizie r6znorodnosci genetycznej pomiedzy liniami wsobnymi u kukurydzy (Shehata i
in., 2009), a takze w mapowaniu genow kartowatos$ci u pszenicy (Ellis i in., 2005).

Do technik mieszanych nalezy zaliczy¢é metod¢ AFLP (ang. Amplified Fragment
Length Polymorphism) (Vos i in., 1995). Technika ta polega na trawieniu genomowego
DNA dwoma enzymami restrykcyjnymi najczesciej Eco RI/Mse 1 Tub Pst 1/Mse 1 w celu
uzyskania fragmentow DNA z lepkimi koncami o znanej sekwencji. Po ligacji
komplementarnych do tych sekwencji adaptoréw nastepuje amplifikacja wstepna, a
nastgpnie amplifikacja z uzyciem starteréow selektywnych posiadajgcych na koncu 3’ od 2
do 4 rdéznicujacych nukleotydéw. Produkty PCR rozdzielane s3 w zelu poliakrylami-
dowym, a detekcja odbywa przez barwienie srebrem lub metodami izotopowymi przez
znakowanie jednego z selektywnych starterow izotopem, np. *?P (Vos i in., 1995).
Obecnie powszechniej stosowana jest elektroforeza kapilarna w zelu poliakrylamidowym,
wykorzystujagca barwniki fluorescencyjne. Rozdziat analizowanego materiatu przebiega
w dhugiej kapilarze kwarcowej wypelnionej zelem o okre$lonej $rednicy poréw, w
ktorych szybko$¢ migracji zalezna jest od rdznicy 1 wielkosci elementdw sktadowych
badanego materiatu. Zaleta kapilarnego wariantu AFLP jest mozliwo$¢ automatyzacji
analiz, wysoka czulo$¢, powtarzalnos¢ wynikoéw, krotki czas analizy a takze niewielka
ilo$¢ analizowanego materiatu (Witkiewicz, 2005). Technike AFLP cechuje takze wysoka
wydajno$¢ identyfikacji fragmentéw oraz fakt, iz nie wymaga ona wczesniejszej
znajomos$ci sekwencji powielanego fragmentu DNA (Powel i in., 1996). Podstawowga
wadg technik mieszanych jest gtownie dominujacy charakter markeréow. Metoda ta
znalazta zastosowanie migdzy innymi do badania odpornosci pszenicy na rdz¢ brunatna
(Mago i in., 2005), do poszukiwania markeréw sprzezonych z genami cech uzytkowych,
wzbogacania map genetycznych, a takze do identyfikacji zmiennosci (epi)genetycznej
(Bednarek i in., 2007; Machczynska i in., 2014).

Omowione metody charakteryzuje ograniczona przepustowos$¢, czgsto relatywnie
wysoki koszt analizy w przeliczeniu na pojedynczy marker oraz konieczno$¢ oceny
polimorfizmu identyfikowanego w danym materiale badawczym, zaleznego od wyboru
starterow umozliwiajacych wykrycie zréznicowania genetycznego (Kilian i in., 2005).
Obecnie na uwage =zasluguja metody genotypowania, ktore -charakteryzuja si¢
mozliwoscig generowania duzej liczby danych oraz szybkoScia wykrywania
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polimorfizmu i mniejszymi kosztami w przeliczeniu na pojedynczy marker. Do takich
metod nalezy zaliczy¢ technologi¢ DATT, ktora opiera si¢ o markery hybrydyzacyjne oraz
coraz powszechniej wykorzystywang metode genotyping-by-sequencing (GBS), bazujaca
na markerach sekwencyjnych.

TECHNOLOGIA DArT

Technologia DArT (ang. Diversity Arrays Technology) (Jaccound i in., 2001), zostata
opracowana przez zespol dr. Andrzeja Kiliana w Centrum Biologii Molekularne;
w Australii. Metoda DArT w duzej mierze jest podobna do AFLP, jednak zamiast
frakcjonowania produktéw reakcji PCR np. w zZelu akrylamidowym, wykorzystuje
hybrydyzacj¢ badanego DNA z sondami umieszczonymi na mikromacierzach. Zrodtem
zmienno$ci w DATT jest polimorfizm pojedynczych nukleotydow (ang. Single Nucleotide
Polymorphism, SNP) w obszarze miejsca restrykcji, zmiany insercyjno- delecyjne
(InDel), zmiany wzoréw metylacji DNA oraz sekwencje powtorzone (Seroczynska
i Kilian, 2010). Analiza bioinformatyczna umozliwia badanie duzej ilosci danych
generowanych w pojedynczym do$wiadczeniu (Kilian i in., 2005). Metoda DArT nie
wymaga znajomosci sekwencji DNA w przeciwienstwie do np., metody SSR
(Seroczynska 1 Kilian, 2010). Koniecznym jest jednak opracowanie bibliotek
genomowych celem uzyskania sond. To wlasnie etap opracowania sond jest najbardziej
pracochlonng czescig tej technologii. Wada metody DArT jest potencjalna mozliwosé
wykorzystania w analizie identycznych (redundantnych) sond. Poniewaz wybierane do
analiz sondy nie s3 sekwencjonowane nie mozna wykluczy¢, ze sondy o identycznej
sekwencji zostang wykorzystane kilka razy. Moze to powodowaé zmniejszenie liczby
uzytecznych markeréw (Jaccound i in., 2001). Duzym ograniczeniem sg roOwniez same
mikromacierze, gdyz ich pojemno$¢ jest ograniczona oraz dominujacy charakter
markeréw DATrT. Zaleta markerow DATrT jest natomiast mozliwo$¢ analizy znacznej
liczby prob DNA z wykorzystaniem 5000 do 10000 sond ukierunkowanych dla sekwencji
niemetylowanych (gtéwnie kodujacych) oraz liczne kontrole wewngtrzne analizy, ktore
zapewniajg doktadnos¢, powtarzalno$¢ i minimalizuja wystepowanie brakujacych danych
(Huttner i in., 2005), co zwigksza wiarygodnos¢ wynikow do ok. 99,8% (Xia i in., 2005).

Metoda DArT umozliwia analize pojedynczych jak i zbiorczych probek. Analiza
pojedynczych preparatéw (Jaccound i in., 2001) znalazta zastosowanie np., w genetyce
populacyjnej (Sohail Q i in., 2015) czy przy identyfikacji markeréow cech (Wenzl i in.,
2006). Identyfikacje markeréw cech czasem korzystniej jest realizowaé poprzez proby
zbiorcze (ang. Bulked Segregant Analysis, BSA) (Michelmore i in., 1991). Potaczenie
DArT i BSA stwarza taka mozliwo$¢ i pozwala na typowanie markerow kandydatéw
cechy (Wenzl i in., 2007) z obnizeniem kosztow prac badawczych. Wykorzystanie tego
wariantu metody stalo sie mozliwe dzieki opracowaniu odpowiednich narzedzi
bioinformatycznych, ktére ilosciowo oceniajag wklad sygnatu danego markera w probie
zbiorczej (Magwene i in., 2011). Ten wariant techniki znalazl zastosowanie w przypadku
poszukiwania markeréw zwigzanych z tolerancja na glin u jeczmienia (Wenzl i in., 2007).
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PROCEDURA DArT

Procedura DArT sktada si¢ z przygotowania reprezentacji genomowego DNA,
redukcji zlozonosci genomu, sporzadzenia biblioteki genomowej, przygotowania sond
i preparatow do analizy oraz etapu hybrydyzacji i odczytu uzyskanych wynikow.

Przygotowanie reprezentacji genomowej polega na izolacji genomowego DNA.
Zaleznie od potrzeb DNA izoluje si¢ z reprezentatywnej, zréznicowanej puli genomowej
danego gatunku by obja¢ mozliwie duzy poziom zmienno$ci genetycznej. Redukcja
ztozono$ci genomu stosowana w technice DArT jest podobna do redukcji ztozonosci
wykorzystywanej w technice AFLP. DNA jest trawiony endonukleazami restrykcyjnymi
zwykle wrazliwymi na metylacj¢ cytozyny. Wykorzystuje si¢ rézne kombinacje
enzymow, najczesciej sa to endonukleazy Pst I, Rag 1 czy Bst NI. Dzigki zastosowaniu
Pst 1 generowane sg fragmenty DNA pochodzace gtdéwnie z obszaréw niemetylowanych,
czyli zwykle z rejonéw kodujacych genomu. Do uwolnionych fragmentéw dolaczane sg
syntetyczne dupleksy DNA (adaptory), ktore umozliwiaja powielenie fragmentéw
(Wittenberg, 2007). Powielone fragmenty o zdefiniowanej masie czgsteczkowej sg
klonowane. Wektory zawierajace klonowane fragmenty stuzg do powielenia sond,
drukowanych na szklanych mikromacierzach. Powstale produkty PCR zatgza si¢
i oczyszcza przed znakowaniem barwnikami fluorescencyjnymi Cy3-dUTP lub CyS5-
dUTP. Tak oznaczone preparaty sa hybrydyzowane do macierzy z sondami. Gotowe
ptytki z mikromacierza po hybrydyzacji sa skanowane za pomoca konfokalnego skanera
laserowego (Raman i in., 2012). Analiza i identyfikacja polimorfizmow odbywa sig
komputerowo z wykorzystaniem odpowiedniego oprogramowania.

WYKORZYSTANIE TECHNOLOGII DArT

Pierwotnie metod¢ DArT opracowano dla diploidalnego genomu ryzu (Akbari i in.,
2006). Metoda ta jest wykorzystywana dla dowolnych gatunkow w tym réwniez tych
0 mniejszym znaczeniu gospodarczym np. ziota czy gatunki chronione (Wittenberg,
2007). DArT znalazla zastosowanie w analizie genomow roslin poliploidalnych takich
jak: pszenica, trzcina cukrowa i banan (Wenzl i in., 2008). Technologia DArT sprawdza
si¢ jako wydajne narze¢dzie diagnostyczne do badania r6znorodnosci genotypowej (Wenzl
iin.,, 2004 b). Markery DArT z powodzeniem zostaly wykorzystane do badania
roznorodno$ci  genetycznej 1 struktury populacji chinskiej pszenicy zwyczajnej
(Triticulum aestivum L). Zbadano tacznie 111 odmian i linii hodowlanych z pétnocnych
Chin. Wyniki dostarczyly informacji do dalszej selekcji form rodzicielskich i ustalenia
heterozygotycznych badanych materiatdéw dla potrzeb chinskiego programu hodowli
pszenicy (Zhang i in., 2011 b). Metoda DATrT znalazta szerokie zastosowanie w analizie
pokrewienstwa np. u owsa (4vena sp.), gdzie zbadano 134 odmiany i wyr6zniono grupy
odpowiadajace formom ozimym i jarym (Tinker i in., 2009). Natomiast badania 232 form
grochu bengalskiego (Cajanus cajan) wykazaty niski stopien zroznicowania materialow.
Sposrod 696 markerow DArT tylko 64 okazalo si¢ polimorficznych przy czym
wykazoano, ze formy dzikie sg najbardziej zréznicowane (Yang i in., 2006).
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DArT doskonale sprawdza si¢ do tworzenia $redniej gestosci map dla gatunkow
posiadajacych poliploidalne genomy, na przyktad u pszenicy (Wenzl i in., 2004 a). Dla
gatunku tego skonstruowano mape¢ genetyczng zawierajacg 749 markerow DArT (Akbari
i in., 2006). Rozwoj tej metody przyczynil si¢ do opracowania map genetycznych dla
wielu gatunkow, migdzy innymi dla ryzu, jeczmienia, owsa, trzciny cukrowej, Zyta,
sorga, (Seroczynska i Kilian, 2010), oraz cze$ciowo dla tubinu biatego (Lupinus albus L.)
(Vipin i in., 2013), chmielu zwyczajnego (Humulus lupulus L.) (Howard i in., 2011) i
rzepaku (Brassica napus L.) (Raman i in., 2012). W oparciu o mapy genetyczne DArT
identyfikowano np. QTL odpornosci na fuzarioze¢ ktosa u jeczmienia (Rheault i in., 2007)
czy az 33 QTL porastania przedzniwnego u zyta (Myskéw i in., 2012). W ostatnim
przypadku wykorzystano map¢ genetyczng zbudowang na bazie rekombinowanych linii
wsobnych (ang. recombinant inbred line, RIL), sktadajaca si¢ z 1285 markeréw DArT.
Technologia DArT moze by¢ wykorzystana migdzy innymi do klonowania w oparciu o
mapy genetyczne (Wenzl i in.,, 2004 b), czy w mapowaniu asocjacyjnym (ang.
Association Mapping, AM) (Pritchard 1 in., 2000). Mapowanie asocjacyjne polega na
identyfikacji markeréow asocjowanych z okreslong cechg w obrebie badanych odmian
i/lub linii (Pritchard i in., 2000). Pierwsze mapowanie asocjacyjne opisano u pszenicy
(Crossa i in., 2007), gdzie identyfikowano markery zwiazane z odpornosciag na rdzg
zbozowa, rdz¢ z06Mta, maczniakiem prawdziwym oraz takze plonem ziarna. Przebadano
170 linii pszenicy ozimej (Triticulum aestivum L.) wyprowadzonych z 5 odmian z
CIMMYT (Centrum Rozwoju Odmian Pszenicy i Kukurydzy). W oparciu o mape
genetyczng zawierajacg 1644 markery, z czego 813 stanowily markery DArT, na
podstawie AM wytypowano szereg markeréow badanych cech, ktéore umieszczono na
odpowiednich chromosomach gatunku. Markery DArT okazaly si¢ rowniez uzyteczne w
mapowaniu asocjacyjnym u pszenicy (Yu i in., 2014). Autorzy identyfikowali silnie
zasocjowane markery zwigzane z waznymi cechami agrotechnicznymi uzytecznymi w
programach hodowlanych.

Innym zastosowaniem markerow DArT jest ich wykorzystanie w selekcji genomowe;j
(ang. Genomic Selection, GS) (Meuwissen i in., 2001). GS jest podejsciem, ktoére
pozwala prowadzi¢ selekcje roslin w oparciu o catkowitg pule markerow DNA dla
wybranego modelu statystycznego. Selekcja jest prowadzona na bazie indeksow
bedacych wypadkowsa powigzania wszystkich markeréw z cecha. Selekcji podlega caty
genom a nie jego wybrane obszary, uwzgledniana jest calkowita zlozono$¢ interakcji
genow a nie tylko tych obszarow, ktore odpowiadajg za czg$¢ wariancji cechy. GS
pozwala ograniczy¢ konieczno$¢ fenotypowania i skrocenie cyklu hodowlanego (Desta i
Ortiz, 2014). Jako pierwszy metod¢ opisal Meuwissen (Meuwissen i in., 2001), ktory
zbadal doktadnos¢ selekcji genomowej przeprowadzonej z wykorzystaniem techniki
DArT 1 poréwnat z selekcja fenotypowa oraz z selekcja wsparta markerami
molekularnymi MAS (ang. Marker Assisted Selection). Selekcja genomowa okazata si¢
w 28% dokladniejsza od tradycyjnej selekcji wspomaganej markerami oraz niewiele
mniej dokladna od selekcji fenotypowej. Wyniki badania dowodzg, ze GS pozwala na
zwigkszenie rentownosci hodowli (Heffner i in., 2011). Metoda z powodzeniem zostala
wykorzystana u jeczmienia (Zhong i in., 2009), owsa (Asoro i in., 2011), a takze
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doskonale sprawdza si¢ w poprawie efektywnosci hodowli gatunkow dlugoletnich np. u
eukaliptusa (Eucalyptus L Her) (Grattapaglia i in., 2011).

MARKERY POLIMORFIZMU POJEDYNCZYCH NUKLEOTYDOW Z ZASTOSOWANIEM
SEKWENCJONOWANIA NOWEJ GENERACIJI

Nowoczesne metody identyfikujace polimorfizm pojedynczych nukleotydow, SNP,
wykorzystujg technologie sekwencjonowania nowej generacji (ang. Next Generation
Sequencing, NGS). Jako NGS okresla si¢ techniki sekwencjonowania opracowane w XXI
wieku, zapewniajace wyzsza wydajnos¢ i przepustowos$¢ w stosunku do powszechnie
stosowanej wczesniej techniki sekwencjonowania Sangera (Sanger i in., 1977). Do
najpowszechniejszych technik NGS nalezg: pirosekwencjonowanie 454 (Roche, 2010),
technika Solexa (Ilumina), platforma SOLiD (Applied Biosystems), Polonator
(Dover/Harvard) oraz HeliScope Single Molecule Sequencer (Helicos). Technologie te
zapewniaja niedrogie odczyty sekwencji calych genoméw w wyniku zastosowania metod
takich jak immunoprecypitacja chromatyn, mapowanie mutacji, wykrywanie
polimorfizméw oraz wykrywanie niekodujacych sekwencji RNA (Mardis i in., 2008).
Metody sekwencjonowania takie jak: RAD (ang. Restriction site Associated DNA) (Baird
iin., 2008), MSG (ang. Multiplexed Shotgun Genotyping) (Andolfatto i in., 2011), BSR-
SEq (ang. Bulked segregant RNA-Seq) (Liu i in., 2012) umozliwiaja identyfikacje
znacznej liczby marker6w i pozwalajg na doktadniejsze badanie wielu loci w malej ilosci
probek. Szczegdlowy opis technologii sekwencjonowania nowej generacji wykracza poza
ramy niniejszej pracy. Obszerne dane dotyczace zagadnienia sg dostgpne w licznych
pracach przegladowych (Shendure i Ji., 2008; Mamanova i in., 2010; Zhang i in., 2011 a;
Cronn i in., 2012; Buermans i Dunnen, 2014).

PROCEDURA METODY GBS

Metoda wykorzystujaca podejscie stosowane w [lumina data podstawy do opracowa-
nia procedur GBS (Elshire i in., 2011 b), jak réwniez DArTseq (Sansaloni i in., 2011)
stuzacych identyfikacji markerow pojedynczych polimorfizméw (SNP). Procedura GBS
obejmuje kilka etapow, do ktérych zalicza si¢ przygotowanie prob DNA, trawienie
genomowego DNA enzymami restrykcyjnymi, ligacje adaptoréw oraz niezalezne
utworzenie poszczegdlnych bibliotek i ich koncowe potaczenie. Dalej odbywa si¢
amplifikacja produktow oraz sekwencjonowanie i analiza wynikow.

Przygotowanie prob DNA polega na izolacji DNA, a nastepnie ich normalizacji w
celu zapewniania identycznej ilo$ci preparatu. Kolejnym etapem jest trawienie
genomowego DNA enzymami restrykcyjnymi np. Ape KI, Pst I, Msp I w celu redukcji
ztozonosci genomu. Wykorzystanie enzymow restrykeyjnych do kontrolowanej redukceji
ztozono$ci genomu w potaczeniu z NGS po raz pierwszy opisat Baird i in. (2008).
W oryginalnej metodzie GBS stosowano jeden enzym Ape KI (Elshire i in., 2011 b).
Potem metoda zostata rozszerzona o dwa enzymy: jeden rzadko tnacy Pst I w polgczeniu
z drugim czesto tngcym genomowy DNA Msp 1 (Poland i Rife, 2012). Zastosowanie
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takiej wersji pozwala na tworzenie jednorodnej biblioteki, umozliwia wykrycie
wigkszo$ci fragmentéw powigzanych z enzymem rzadko tngcym. Stosowane enzymy
restrykcyjne sa wrazliwe na metylacje, dzigki temu mozliwe jest odfiltrowanie obszaréw
niekodujacych oraz metylowanych sekwencji powtarzalnych, takich jak np. elementy
mobilne. Fragmenty genomowego DNA pocigte przez enzymy restrykcyjne poddawane
sg ligacji z adaptorami. Poniewaz ostatnie zawierajg w sobie identyfikatory, (zwane w
jezyku angielskim ,,barcode”), pochodzenie kazdej proby jest $cisle zdefiniowane, a
identyfikatory musza spelnia¢ odpowiednie kryteria (Poland i in., 2012 a). Uzyskane
produkty po PCR sg analizowane pod wzgledem rozmiaru i stanowig biblioteke
genomowa, ktora jest nastgpnie sekwencjonowana za pomocg najwazniejszej platformy
do NGS, Illuminy.

Niski koszt technologii GBS sprawia, ze metoda staje si¢ atrakcyjng i zarazem jest
alternatywa dla innych platform genotypowania (Elshire i in., 2011b). Koszt
sekwencjonowania jednej probki z uzyciem markerow GBS nie przekracza 20 $, a
w niedalekiej przysztosci moze zej$¢ nawet ponizej 10 § (Poland i in., 2012 b). Biorac
pod uwage, ze metoda generuje setki tysiecy markerow SNP, koszt pojedynczego
markera jest wielokrotnie nizszy niz to ma miejsce w innych metodach genotypowania.
Kluczowe zalety systemu GBS to: krotki czas przygotowania preparatow do analizy,
zmniejszona liczba reakcji PCR i1 oczyszczania, brak frakcjonowania oraz zastosowanie
identyfikatorow (krotkie sekwencje DNA umozliwiajagce przypisanie wynikéw do
genotypow (Elshire i in., 2011 a). W wiekszosci metod genotypowania, w pierwszej
kolejnosci nastgpuje identyfikacja markerow, a potem genotypowanie, natomiast w
metodyce GBS obie czynno$ci sg przeprowadzane rownoczesnie (Poland i Rife, 2012).
Liczba SNP, ktérag mozna wygenerowa¢ za pomoca GBS zalezna jest od rozmiaru
genomu i r6znorodno$ci oraz tego, w jaki sposob probki odzwierciedlaja te réznorodnosé
(Elshire i in., 2011 b). Technologia GBS umozliwia identyfikacje nawet kilkaset tysiecy
kodominujacych markerow DNA (Niedziela i in., 2015). Wykazano, ze np. w przypadku
pszenicy, przy uzyciu techniki GBS mozna wykry¢ znacznie wigcej markerow niz za
pomoca techniki DArT (Heslot i in., 2013).

WYKORZYSTANIE MARKEROW SNP

Fu i Peterson (2011) wykorzystujac 3980 SNP badali réznorodno$¢ genetyczng 16
lokalnych odmian jeczmienia. Dzigki technice Roche 454 GS FLX (Titanium, jedna
z wersji NGS) (Roche 454 Sequencing), ujawniono grupowanie si¢ materiatow zgodne ze
znanym pochodzeniem geograficznym odmian (Fu i Peterson, 2011). Markery SNP
wykorzystano w analizie roznorodnosci genetycznej 24 odmian gorczycy. Wykazano, ze
26,1% catkowitej zmienno$ci identyfikowanej na bazie 858 polimorficznych SNP
dotyczyto odmian lokalnych i odmian hodowlanych, a 24,7% wykazywato zrdznicowanie
pomiedzy materiatem o czarnych i zoltych ziarnach. Analiza hierarchiczna ujawnita
grupowanie si¢ odmian o czarnym zabarwieniu w obrebie jednego skupienia, natomiast
linie hodowlane tworzyly skupienia zgodnie z ich znanym pochodzeniem (Fu i in., 2013).
Markery SNP uzyto w analizie genetycznej salaty, prosa, kukurydzy, rzepaku oraz tubinu
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(Yangiin., 2012; Lu i in., 2013; Sonah i in., 2013; Bus i in., 2012; Truong i in., 2012), w
badaniach podstawowych w genetyce owsa (Huang i in., 2014), w charakterystyce
genomu pszenicy i jeczmienia (Poland 1 in., 2012 b), w ocenie roznorodnos$ci genetycznej
u kukurydzy (Romay i in., 2013), a takze w analizie sierocych gatunkow ro$lin bez znanej
sekwencji genomu, czego przyktadem jest tetraploidalna lucerna (Rocher i in., 2015).

Innym zastosowaniem markeréw SNP jest ich wykorzystanie do tworzenia map
genetycznych. I tak np. u pszenicy do opracowania mapy bazujgcej na 182 liniach
podwojonych haploidéw wykorzystano ok. 60000 markeréw SNP. Ponadto integracja
markeréw SSR/STS i DATT z markerami SNP w GBS na mapie genetycznej umozliwita
okreslenie sprzezen tych markerow z QTL wielu cech uzytkowych (Saintenac i in., 2013).
Markery SNP wykorzystano rowniez do konstruowania dwoch map sprzezen o wysokiej
gestosci u drzewa kauczukowego (Hevea brasiliensis). Lacznie wykryto 1114 wspdlnych
markeréw, ktore umozliwity opracowanie zintegrowanej mapy sktadajacej si¢ z 2321
markeréw o lacznej dtugosci 2052 cM. Pokazano w ten sposob, ze markery SNP nadaja
si¢ do budowy zintegrowanych map u wysoce heterozygotycznych gatunkdéw rolniczych
(Pootakham i in., 2015). Wykorzystanie markerow SNP u ryzu (Oryza sativa) (Spindel 1
in.,, 2013) pozwolitlo na opracowanic mapy genetycznej bazujacej na 176
rekombinowanych liniach wsobnych (RIL) i identyfikacj¢ obszarow genomu
odpowiedzialnych za sterylno$¢ pytku, identyfikacje QTL szerokosci liscia i tolerancji na
glin (Spindel i in., 2013). Markery SNP uzyto rowniez do zbadania odpornosci na
zgnilizne twardzikowa (Sclerotina stem rof) u soi. Przebadano 101 linii hodowlanych,
wsrod ktorych znajdowaty si¢ odmiany uznane za odporne. Wykryto 8397 SNP, a
nastgpnie oznaczono trzy obszary genomu powigzane z badang cechg (Iquira i in., 2015).
Ze wzgledu na dostepnos¢ duzej liczby markeréw SNP sg one dobrym rozwigzaniem w
polaczeniu z mapowanie asocjacyjnym np. u autotetraploidalnego ziemniaka
(Uitdewilligen i in., 2013). Autorzy pracy identyfikowali silng asocjacj¢ markerow SNP
z genami barwy bulw.

Technologia GBS moze by¢ efektywnym narzedziem wykorzystywanym w selekcji
genomowej w programach hodowlanych, ze wzgledu na mozliwos¢ identyfikacji duzej
liczby markeréw SNP w przypadku praktycznie dowolnego gatunku (Poland i in.,
2012 a). Dla pszenicy, u 54 linii hodowlanych z CIMMYT (Centrum Rozwoju Odmian
Pszenicy i Kukurydzy) sprawdzono przewidywanie selekcji genomowej na bazie 41371
polimorficznych SNP. Stwierdzono, ze w jednym $rodowisku doktadno$¢ przewidywania
selekcji genomowej jest wysoka. W przypadku réznych Srodowisk, odziedziczalnos¢ i
doktadno$¢ przewidywania prawdopodobnie bedzie mniejsza, z powodu wpltywu
interakcji genotypow ze srodowiskiem. To samo ograniczenie dotyczy jednak selekcji
fenotypowej (Poland i in., 2012a). Kolejnym przyktadem uzycia metody selekcji
genomowej jest maniok (Manihot esculenta Crantz) gatunek uprawny z rodziny
wilczomleczowatych, pochodzacy z Brazylii. Na podstawie zaobserwowanych wynikoéw
wywnioskowano, ze selekcja genomowa jest skuteczna w hodowli manioku (Ly i in.,
2013).
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PODSUMOWANIE

Rozwo6j nowych metod genotypowania bazujacych na markerach hybrydyzacyjnych,
czy tez na sekwencjonowaniu nowej generacji sprawia, Ze sg one coraz czgsciej
stosowane w badaniach podstawowych. Dostgpnos¢ duzej liczby markerow SNP czy
powtarzalnos¢ technologii DArT oraz ich malejacy koszt sprawiajg, ze w przypadku
ros$lin waznych gospodarczo, kiedy kryterium czasu jest bardziej istotne niz poczatkowe
naktady finansowe, nowoczesne metody zaczynaja by¢ wykorzystywane w badaniach
stosowanych takich jak identyfikacja markeréw cech czy tez wrecz selekcja na poziomie
calych genomow. Nalezy jednak zdawaé sobie sprawe z wad i1 zalet omawianych
markeréw DAIT czy SNP. Wydaje si¢, ze markery DArT ze wzgledu na ich dominujacy
charakter mogg czasem by¢ wygodniejsze niz markery SNP (np. w przypadku gatunkow
poliploidalnych). Ich niewatpliwg zaletg jest dostepnos¢ sekwencji DNA sond a tym
samym mozliwo$¢ opracowania markerow specyficznych. Jednocze$nie, technologia
DArTseq (w przeciwienstwie do GBS) dostarcza duzej puli tak zwanych silicoDArTow,
ktore rowniez cechuje dominujacy charakter (taki marker albo wystepuje, albo nie u
danego genotypu, ale nie jest powigzany z r6znicag w sekwencji DNA danego markera).
Nalezy réwniez zdawac sobie sprawe z faktu, iz w przypadku, gdy istotna jest lokalizacja
chromosomowa, przypisanie grup sprzezen do konkretnych chromosoméw danego
gatunku, markery DArT ze wzgledu na ich znang u wielu gatunkow uzytkowych
lokalizacj¢ moga okaza¢ si¢ lepszym rozwiazaniem niz markery SNP (Niedziela i in.,
2014). Warto, wiec rozwazyC, ktory typ markeréw bedzie dawal wigksze korzysci
w przypadku realizacji konkretnych badan.
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