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Streszczenie: Kompletne sekwencje genomowe sa wartosciowym zrdédlem nowej wiedzy i otwieraja
nowe naukowe horyzonty dla genetyki molekularnej i genomiki funkcjonalnej. Podczas ostatniej dekady
nowe mozliwosci rozwijaja si¢ dynamicznie dzigki opracowaniu nowych generacji sekwenatoréw WGS.
7 uzyciem tych sekwenatorow mozliwe staje si¢ odczytywanie coraz to dtuzszych fragmentow sekwen-
cji DNA przy jednoczesnym obnizaniu kosztow odczytu. Rezultatem tego technicznego postepu stato
si¢ powstanie nowych inicjatyw, takich jak Arabidopsis 1001 genomes [61]. W naszych badaniach
majacych na celu ustalenie sekwencji genomu ogorka wykorzystalismy bibliotek¢ BAC zlozong z 32 640
klonow. Sekwencjonujac konce klonow BAC uzyskano 44 276 885 nukleotydow STC, reprezentujacych
okoto 12,06% catkowitego genomu ogorka z zawartoscia sekwencji kodujacych okoto 23,76%. Nastgpnie
8 razy zsekwencjonowalismy caty genom ogdrka z wykorzystaniem sekwenatora GS FLX Titanium, w
wyniku czego uzyskalismy 8 milionéw fragmentéw o Sredniej dlugosci 375 nukleotydow. Metoda ta
zostala wykorzystana takze do sekwencjonowania tzw. sparowanych koncéw (ang. paired ends), co
dato dodatkowe, czterokrotne pokrycie sekwencji calego genomu. Na koniec dokonali$my zmapowania i
adnotacji genomu. W niniejszej pracy przedstawiamy pewne wybrane i charakterystyczne cechy se-
kwencji genomu ogorka oraz dziatania badawcze, ktore doprowadzity do odczytania sekwencji.

Stowa kluczowe: Cucumis sativus, ogérek, genom, sekwencjonowanie DNA, biblioteka BAC.

Summary: Complete genomic sequences are valuable source of new knowledge and opens up new scien-
tific horizons for molecular genetics and functional genomics. In the last decade, these new scientific fields
grow up expansively due to development of new generations of WGS sequenators. These machines are
able to read longer and longer fragments of a DNA sequence with simultaneous reduction of costs of bp.
As a result of this technical progress a new initiative, such as Arabidopsis 1001 genomes [61] appeared.
In our approach for cucumber genome sequence determination we used BAC library of 32 640 clones.
Sequencing of ends of these BAC clones generated 44 276 885 nt of STC, representing ca.12.06% of the
whole cucumber genome with coding sequence contents of ca. 23.76%. Subsequently, we sequenced the
whole genome 8-times using of GS FLX Titanium sequenator, that result of 8 millions fragments of
average length of 375 nt. This method was also used for sequencing of so call ,,paired ends” that give
additional 4-times cover of the whole genome sequence. After all we did genome annotation. We will
present some selected and characteristic features of cucumber genome sequence and various research
activities due to sequence disclosure.

Key words: Cucumis sativus, cacumber, genome, DNA sequencing, BAC library.
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WSTEP

Poznawanie genomow nalezy do najbardziej intrygujacych zagadnien w biologii. W jego
niedhugiej, bo niespetna 100-letniej historii mozna wyrdzni¢ 3 wzajemnie nakladajace si¢
okresy. Najstarszy i najdtuzszy zwany chromosomowym polegal na charakteryzowaniu
genomu na podstawie liczby i morfologii chromosomoéw. Bezposrednio z nim zwigzany
byl etap drugi ustalajacy liczbg i strukturg chromosomow oraz frekwencje rekombinacji
gendéw w formie map genetycznych. Okres trzeci jest okresem wspolczesnym, zwigzanym
z genomika 1 jest najwyzszym, jak dotychczas, poziomem poznania genomu, gdyz
poszczegdlnym chromosomom przyporzadkowuje sie kompletng sekwencje nukleotyddw.
Decydujacy wplyw na pojawienie si¢ tego okresu wywarly dwa czynniki — postep w
technologii sekwencjonowania oraz rozwoj bioinformatyki. Etap trzeci poznania sekwencji
genomowej danego gatunku otwiera nowe mozliwosci dla badan poznawczych i innowacji,
szczegolnie w zakresie biotechnologii.

Ogorek jest wazng rosling uprawna, a w naszej Katedrze jest obiektem badan
od blisko potwiecza. Przez ten czas zgromadzonych zostalo wiele informacji i
materiatow, ktore sprawily, ze zadanie zsekwencjonowania jego genomu uznali$my
za pozadane i mozliwe, stanowigce naturalng konsekwencj¢ naszych dotychcza-
sowych badan. Sprawily to w szczegolnosci: posiadanie bogatej kolekeji mutantow
i linii hodowlanych; dysponowanie metodyka i zapleczem aparaturowym do badan
»omicznych” oraz mozliwosci kooperacji z innymi takze zagranicznymi osrodkami
badawczymi. Spodziewamy sig, ze dzialania z tym zwiazane powinny dostarczy¢
nowej wiedzy o charakterze czysto poznawczym oraz przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia
efektywnosci postgpu prac wdrozeniowych — przede wszystkim w firmach hodowla-
nych i biotechnologicznych.

KROTKA HISTORIA SEKWENCJONOWANIA GENOMOW

Prace nad ustalaniem sekwencji kwasow nukleinowych rozpoczeto jeszcze przed
zrekombinowaniem i sklonowaniem pierwszych fragmentow DNA, czyli zanim
ogloszono powstanie inzynierii genetycznej. W tym pionierskim dla sekwencjonowania
okresie najwiekszy wkiad mialy prace dwukrotnego laureata nagrody Nobla Frederica
Sangera, przedstawione w serii publikacji z lat 1968—1978 [34]. W 1977 roku zostata
ostatecznie dopracowana, do dzi$ stosowana metoda sekwencjonowania, ktéra mozna
okresli¢ jako ,,syntezy i DD-terminacji DNA”. Metoda ta stata si¢ obowiazujacym
do dzisiaj standardem i punktem odniesienia dla nowych metod sekwencjonowania.

Pierwszym poznanym przez sekwencjonowanie genomem byl w 1977 r. genom
faga £X174 liczacy 5 368 pz, gdzie Sanger uzyt po raz pierwszy nowo opracowanej
przez siebie metody [34]. Pig¢ lat pdzniej ten sam badacz opracowat nowa, stosowang
jeszcze do dzisiaj strategie sekwencjonowania DNA, a okreslana jako shotgun
sequencing [35] — pdzniej rozbudowywana i modyfikowana stosownie do postepu-
jacego stanu wiedzy i technologii. Jest ona uznawana za rewolucyjna, albowiem
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znacznie przyspieszyta sekwencjonowanie duzych genoméw, przez sktadanie w kontigi
krotszych sekwencji, metoda zachodzacych koncow (ang. paired ends). Dzigki temu
zsekwencjonowano wowczas genomy bakteriofaga f1 (48 502 pz), wirusa CMV (229
kpz); vaccinia (192 kpz) oraz wielu innych genomoéw wirusowych i organellowych
[27]. Doswiadczenia tych prac pokazaly, ze przystapienie do sekwencjonowania
genomoOw organizmow, a szczegdlnie eukariotycznych, bedzie wymagato udziatu
konsorcjow ztozonych z wielu laboratoriow. Pokazaly tez, ze rownie wazne jak samo
sekwencjonowanie jest pozniejsze sktadanie odczytow sekwencji. I tak jest do dzisiaj
— o szybkosci i doktadnosci ,,ztozenia” genomu decyduja: metoda sekwencjonowania
w laboratorium biochemicznym i metody bioinformatycznej obrobki sekwencji w
pracowniach komputerowych o odpowiedniej mocy obliczeniowej stuzace ,,sktadaniu”
genomu. Pierwszym niewirusowym obiektem sekwencjonowania byt genom modelo-
wego organizmu — drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) liczacy >13.1 Mpz (~60 razy
wiekszy niz genomy wezesniej sekwencjonowane). Utworzone w 1989 r. przez Andre
Goffeau do celow tego sekwencjonowania Europejskie Konsorcjum zrzeszato ponad
100 laboratoriow [12], w tym takze zespoty z Polski (polskie zespoty naukowe braty
réwniez udziat w innych miedzynarodowych programach sekwencjonowania, np.
ostatnio genomu ziemniaka [43]).

Jednak prawdziwa lawing zmian w metodologii i organizacji sekwencjonowania
genomoéw wywotal projekt sekwencjonowania genomu czlowieka — jednego z
najwigkszych przedsiewzig¢ naukowych w historii nauki. Skala tego projektu, w duzej
czesei byla zaskoczeniem chyba takze dla samych inicjatoréw programu, ktorzy
zaproponowali go w polowie lat osiemdziesigtych ubieglego wieku oraz wprowadzili
w zycie w latach 89/90, z budzetem ~3 mld USD. Idea projektu sekwencjonowania
genomu ludzkiego dojrzewata dos¢ dhugo do realizacji, bo okoto 6 lat [17].

Program sekwencjonowania genomu jadrowego czlowieka zainicjowali R.
Sinsheimer z University of California, Santa Cruz (juz w 1884) i R. Dulbecco
(noblistka) z Salk Institute (w 1985). W 1985 r. dotaczyt do nich Charles DeLisi,
ktéry odegral wazng role w zdobywaniu funduszy z Department of Energy |[8,
36, 52]. Projekt Genom Ludzki — (ang. Human Genome Project) byl realizowany
pod nadzorem instytucji publicznych — amerykanskiego National Human Genome
Research Institute (NHGRI) kierowanego przez F. Collinsa i Department of Energy
oraz przez wiele grup badawczych z ponad 14 krajow Swiata. Zaprojektowano
trzystopniowy program jego wykonania: tworzenie map genetycznych i fizycznych
oraz ostateczne utworzenie kompletnej mapy sekwencji nukleotydowych chromoso-
moéw. Niezaleznie od HGP, od 1998 roku genom ludzki byt rowniez sekwencjono-
wany przez prywatna firme¢ Celera Genomics (pozniej TIGR — ang. The Institute
for Genomic Research), zatozona i kierowana przez, uwazanego za najwybitniejszego
wspolczesnego biotechnologa, naukowca-wizjonera Craiga Ventera. Mimo tak
znacznej roznicy czasowej w rozpoczeciu tych dwodch projektow, obie grupy
badawcze reprezentowane przez Collinsa i Ventera, po dojsciu do porozumienia,
wspolnie oglosili 26 lipca 2000 r. ustalenie wstepnej (roboczej) wersji (ang. draft
version) sekwencji genomu ludzkiego. Uroczystego ogloszenia tego faktu dokonali
prezydent Stanéw Zjednoczonych Bill Clinton i premier Wielkiej Brytanii Tony Blair.
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Publikacje na ten temat ukazaly si¢ niezaleznie od siebie w lutym 2001 roku w
Nature [23, 53] i Science [42].

Przyklad HGP ma kilka waznych konotacji ze sfery organizacji i finansowania badan, ktorymi
nie bedziemy sig tutaj zajmowac, podstawowym jest jednak pytanie, dlaczego jednej grupie ustalenie
sekwencji genomowego DNA zajeto 10 lat, gdy tymczasem druga potrzebowala na to zaledwie
pottora roku? Otdz gléwnym powodem tego zréznicowania bylo zwigkszenie mozliwosci
porzadkowania sekwencji przez nowy program komputerowy sktadajacy TIGR — assembler
opracowany w TIGR w Gaithersburg, Maryland i zastosowany przez zespot Craiga Ventera z
TIGR i laureata nagrody Nobla Hamiltona Smitha z John Hopkins University. Ze wzgledu na
niewielkie mozliwosci dotychczasowego oprogramowania skladajacego, strategia sekwencjonowania
genomu polegala na jego pocieciu na ~40-kpz, uporzadkowane, zachodzace na siebie fragmenty,
ktore (kazdy oddzielnie) byly z kolei losowo cigte (ang. shotgunning) na kawatki i
sekwencjonowane. Podczas gdy assemblers skladaly w calos¢ kazdy z 40-kpz fragmentow
sekwencji, TIGR assembler mogt sklada¢ we wilasciwy sposob caly genom z olbrzymiej liczby
odczytow sekwenatoréw jednoczesnie. Wobec tego mozna bylo wykonywaé shotgunning i
sekwencjonowanie jednoczesnie catego genomu — WGS (ang. Whole Genome Sequence), a
nie matych jego fragmentow. Wczesniej Venter zastosowal ta metode do sekwencjonowania
mniejszych genomdéw: Haemophilus influenzae, Mycoplasma genitalium, Methanococcus
Jannaschii, Archaeoglobus fulgidus, Helicobacter pylori i Borrelia burgdorferi [41]. Nie
byl to jednak koniec sekwencjonowania genomu ludzkiego, poniewaz w takiej wstepnej sekwencji
(and. draff) genomu bylo jeszcze wiele miejsc nieodczytanych (ang. gaps), ktdrym nie mozna
bylo przypisa¢ okreslonych sekwencji. Klopoty ze skladaniem genoméw eukariotycznych
spowodowane byly glownie duza iloscia DNA powtarzalnego, stanowiacego u niektdrych gatunkdw
ponad 90% genomu. Dlatego zakonczenie sekwencjonowania oglaszano jeszcze kilkakrotnie [17],
ale wydaje sig, Ze ostatecznie w 2006 r. uzupehiono wszystkie miejsca nieznane i rok ten nalezy
uzna¢ za termin oficjalnego zakonczenia prac.

Poszukiwanie nowych, skutecznych metod sekwencjonowania przyniosto efekty
znacznie wykraczajace poza sama metodyke sekwencjonowania. Jednym z nich byt
rozwoj technologii macierzowych — chipowych (ang. chip technology), gtownie
mikromacierzy — przypomnijmy, ze na przetomie lat 1980/1990 prébowano sekwencjo-
nowa¢ DNA z wykorzystaniem techniki hybrydyzacji kwasow nukleinowych, jednak
wystepowanie wysoko powtarzalnych sekwencji w genomach eukariotycznych w
znacznym stopniu przekreslito nadzieje na skuteczno$é tej metody. Opracowanie i
wdrozenie technologii mikromacierzy dokonato najwigkszej rewolucji w metodyce
badan molekularnych (nie tylko kwaséw nukleinowych) od czasu wynalezienia
termocyklera i amplifikacji DNA metoda PCR. Innym efektem poszukiwan
zwigkszenia skutecznosci sekwencjonowania DNA bylo ogloszenie inicjatywy
»Genom ludzki za 1000 USD”, ktdrej celem bylo opracowanie metod pozwalajacych
sekwencjonowaé¢ genom wielkosci ludzkiego za kwote 1000 USD. Inicjatywa ta
okazata si¢ by¢ wyjatkowo owocna. W toku wspolzawodnictwa, wraz z opracowy-
waniem nowych metod nastgpuje stopniowe obnizanie kosztéw sekwencjonowania
DNA, a ostatnio firma Helicos Bioscience Corporation opracowala system
jednoniciowego sekwencjonowania bez koniecznosci amplifikacji DNA (sekwenator
+ zestaw odczynnikdéw) okreslony jako tSMS technology (7rue Single Molecule
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Sequencing) [54] i drastycznie zmniejszajac koszty sekwencjonowania (tab. 1).
Tworcy tej metody obnizyli znacznie koszty sekwencjonowania, jednak nie wydtuzyli
pojedynczych odczytow sekwencji, co w dalszym ciagu powoduje znaczne trudnosci
w skladaniu genomu. Nalezy podkresli¢, ze dlugos¢ pojedynczego odczytu z
sekwencjonowania jest kluczowym czynnikiem ograniczajacym mozliwosci skladania
genomu. Rekordy innowacyjnosci bije zapowiedz mozliwosci sekwencjonowania
genomu (tacznie z jego zlozeniem) w ciagu jednej godziny, za mniej niz 100 USD
przy wykorzystaniu systemu HANS (ang. Hybridization-Assisted Nanopore
Sequencing) firmy NABsys [55]. System ten mialby olbrzymia przewage nad
wszystkimi innymi systemami wymagajacymi zmudnego skladania poszczegdlnych
odczytow w caly genom. Nie wiadomo natomiast, jak drogie bedzie sekwencjono-
wanie metoda BASE (TM) DNA sequencing [56] firmy Oxford Nanopore
Technologies, ktora podobnie jak metoda HANS oparta jest na nanoporach
membranowych i nie wymaga syntezy DNA.

TABELA 1. Wybrane charakterystyki metod sekwencjonowania genomow
TABLE 1. Selected characteristics of sequencing methods of genomes

Charakterystyka Sekwencjonowanie WGS

HGP* - |Venter - | "next generation sequencing methods"

Sanger |Sanger 454 solexa |solid tSMS HANS **

Titanium

Dhugos¢ pojedynczego |750 750 ~ 400 ~ 35 ~ 50 ~ 200 ~ 100 000
odczytu [pz]
Koszt USD/1pz 1 0.1 < 0,001 [<0,001 [<0,001 < 0,0001
Koszt USD/hg*** [mln] |4 000 100 tys. < 10 000 |~ 100
Czas sekwencjonowania 10 lat |1,5 lat |3 mies. 1 godz.
genomu ludzkiego
Czas do catkowitego ~15 lat |? 1 godz.
zamknigcia genomu

* Human Genome Project; ** Hybridization- Assisted Nanopore Sequencing or Electronic,
solid-state DN A sequencing; *** human genome

INICJATYWY SEKWENCJONOWANIA

W miare zmniejszania si¢ kosztéw samego sekwencjonowania rosta liczba
projektéw sekwencjonowania genomow zwiekszata sie. Prawdziwa lawina ruszyta
jesienia ubieglego roku (2008), kiedy to zmodyfikowany zostal system pyrosekwencjo-
nowania WGS 454 firmy Roche (454 Titanium) — mozna go zaliczy¢ do grupy next
generation sequencing (tab. 1). Dzieki niemu srednia dhugos$¢ odczytu wynosi ~400
pz i umozliwia skladanie genomu eukariotycznego do stanu draft bez potrzeby
tworzenia wielkich migdzynarodowych konsorcjow z olbrzymimi budzetami. Nasza
grupa jest jednym z beneficjentow tego skoku technologicznego — jako drudzy, w
grudniu 2008 roku, uzyliSmy systemu 454 Titanium i wiasnie ta metoda zsekwencjono-
walismy caly genom eukariotyczny w sumie 12 razy (w tym 4-krotnie sparowane konce),
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co wraz z sekwencjami 64 tys. koncow BACow, wystarczylo do zlozenia w skafoldy
90% genomu ogorka dhugosei 357 Mpz (wedhug ostatnich danych — wczesniejsze mowia
0 367 Mpz). Mozna $mialo przypuszczaé, ze nieodlegly jest czas (2 do 5 lat), kiedy
sekwencjonownie i resekwencjonowanie genomoéw (resekwencjonowania na znacznie
wieksza niz dotychczas skale beda mozliwe dzieki wprowadzeniu metod nowej generacji)
stanie si¢ czyms$ powszednim, podobnie jak dzisiaj konstrukcja réznego typu bibliotek.

Ustalenie rzeczywistej liczby sekwencjonowanych i zsekwencjonowanych genomow
nie jest proste. Nawet tych zarejestrowanych — ze wzgledu na rejestracje w roéznych
bazach, w tym niepublicznych, przy tym trzy z nich: GenBank, DNA Databank of Japan
(DDBJ) i European Molecular Biological Laboratory (EMBL) wchodza w sklad
programu The International Nucleotide Sequence Databases Collaboration INSDC)
[57] i wymieniaja si¢ informacjami. Zamieszczone tam projekty sa w réznych stadiach
realizacji. Zakonczone sa glownie te z malymi (wirusowe i prokariotyczne) genomami,
natomiast eukariotycznych zakonczonych jest niewiele (tab. 2). Szczegodlnie niewiele
zakonczonych jest projektow sekwencjonowania genomoéw roslinnych. Trzeba jednak
zaznaczy¢, 7ze dynamika rejestracji nowych projektow jest bardzo duza.

TABELA 2. Informacje ogdlne o liczbie gatunkow, ktorych genomy zostaly zsekwencjonowane
(u) badz sa obecnie sekwencjonowane (r) — na podstawie baz danych

TABLE 2. General informations on the number of species whose genomes have been sequenced
(u) or are currently under sequencing (r) — based on the databases

Organizm Status Baza danych
NCBI EMBL-EBI* GOLD JGI* DDBJ*
Eukariota u 24 97 114 616 6
r 586 1083
Rosliny u 3
r 75
Prokariota u 938 941 949 992 942
2789
Wirusy u 3400 2549 29
Wiroidy u 40 51
Metagenomy 168 485
Razem u 4402 3638 1063 2122 048
r 586 3872
4988 5103

u — ukonczone, sequenced; r — w realizacji, currently under sequencing ; * — bez podziatu na
ukonczone i w realizacji, not defined as sequenced or under sequencing

NIEKTORE UWARUNKOWANIA PRAC
NAD SEKWENCJONOWANIEM GENOMOW

Poznanie sekwencji genomowej gatunkow eukariotycznych jest przedsigwzieciem
bardzo ztozonym i dlugotrwatym, a czasochtonnosé jest spowodowana dlugotrwatoscia
porzadkowania uzyskanej sekwencji do formy ulozonej na chromosomach, nazywanej
szkieletowa (ang. draff). Jest to spowodowane gléwnie obecnoscia sekwencji powtarzalnych.
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Po takim uporzadkowaniu wypetnia si¢ miejsca nieznane, co zwykle trwa dhizej od samego
sekwencjonowania. Ztozono$¢ tego procesu bardzo dobrze oddaje realizacja projektu
sekwencjonowania genomu czlowieka, ktorego ukonczenie oglaszano trzykrotnie, a oficjalnie
ostateczne zakonczenie prac ogloszono dopiero szes¢ lat po uzyskaniu sekwencji.

Na strategie sekwencjonowania genoméw wplywaja 3 zasadnicze czynniki:

1) metoda sekwencjonowania, ktorej znaczenie najlepiej ilustruje, przedstawiona
powyzej krotka historia sekwencjonowania genoméow;

2) obrébka bioinformatyczna sekwencji, ktérej role najlepiej pokazal Venter
zmieniajac dwczesng strategie sekwencjonowania genomu cztowieka przez uzycie
nowych programéw porzadkujacych;

3) wielkos¢ genomu, co w pewnym sensie zmusito naukowcow i technologow
do poszukiwania nowych metod sekwencjonowania, skutecznych zaréwno dla
malych, jak i duzych genomow.

W pionierskich czasach sekwencjonowania genoméw metoda Sangera, zespot
tego naukowca mogl zsekwencjonowaé genom faga X174 liczacy 5 368 pz, ale
genom cztowieka liczacy 2,9 Gpz musial by¢ sekwencjonowany i sktadany przez
wielkie miedzynarodowe konsorcjum z budzetem ~3 mld $ przez kilkanascie lat.
Dosc¢ tatwo wyliczy¢ jak kosztowne i czasochlonne byloby takie sekwencjonowanie,
np. u ameby Amoeba proteus, ktdrej genom liczy 290 Gpz lub Amoeba dubia z
genomem liczacym 670 Gpz (najwigkszy z dotad poznanych — 231 razy wigkszy
od ludzkiego) [58]. Przytoczone pordwnanie pokazuje skale problemu metodologicz-
nego uwarunkowanego rozmiarami genomu. Dlatego podjecie sekwencjonowania
genomu wymaga proporcjonalnego do wielkosci genomu i metodyki przygotowania
w zakresie organizacyjno-finansowym (polegajacego gldwnie na utworzeniu konsor-
cjum kompetentnych zespolow badawczych o okreslonych zadaniach czastkowych)
oraz merytorycznym, ktore obejmuje opracowanie strategii sekwencjonowania i
ztozenia genomu opartej na dostgpnej technologii.

Zlozenie odczytow sekwenatora w porzadku, w jakim sekwencje rzeczywiscie wystepuja
w genomie, wymaga dysponowania dodatkowymi informacjami. Ich ilo$¢ zalezy od
wielkosci genomu, metody sekwencjonowania oraz dlugosci i liczby odczytdéw (pokrycia
genomu — rodzaj redundancji) sekwenatora. Im dluzsze odczyty, tym mniejsza ilo$¢
informacji (w tym liczby odczytow) jest potrzebna. Te dodatkowe informacje to najczescie;:
wszelkie mapy genomow: genetyczne, cytogenetyczne, klonalne (klony bibliotek BAC,
fagemidowych, krotkich fragmentow i inne, o koncach zsekwencjonowanych).

W ostatnim czasie uwarunkowania pracy nad sekwencjonowaniem genomow
organizméw eukariotycznych radykalnie si¢ zmieniaja w kierunku ich uproszczenia i
zwickszenia wiarygodnosci. Wydaje sig, ze konczy si¢ czas, kiedy do zsekwencjonowania
i zlozenia de novo genomu organizmu wyzszego potrzebny jest olbrzymi wysitek
organizacyjny, naukowy i finansowy oraz tworzenie wielkich migdzynarodowych konsorcjow,
a projekt taki stanie si¢ mozliwy do realizacji przez pojedyncze grupy badawcze [1], a
nawet pojedynczych badaczy — o ile potwierdzone zostang zalety metody HANS.

Metody sekwencjonowania rozwijaja si¢ niezwykle szybko (tab. 1). Jak juz
wspomnieli§my wczesniej, obecnie proponowane sa systemy nanotechnologicznego
sekwencjonowania na membranach BASE (TM) DNA sequencing i HANS. Zmie-
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rzaja one migdzy innymi do radykalnego obnizenia kosztéw oraz maksymalnego
zminimalizowania ilosci informacji potrzebnej do uporzadkowania sekwencji genomu.
Jak dotad tylko system HANS firmy NABsys nie wymaga do uzyskania sekwencji
genomu dostarczenia informacji innych niz odczyty sekwenatora (poza sekwencjami
heksamerow uzytych do hybrydyzacji w czasie samego sekwencjonowania) i to
niezaleznie od wielkosci genomu. Czy system BASE (TM) DNA sequencing firmy
Oxford Nanopore Technologies rowniez nie bedzie wymagat dodatkowych danych,
bedzie zapewne zalezalo od dlugosci odczytu, ktorej nie okreslono, ograniczajac sie
do stwierdzenia, ze ,,mozliwe sa odczyty dlugich sekwencji”.

Mozliwos¢ relatywnie szybkiego zsekwencjonowania genomu gatunku, juz obecnie
powaznie zmienito podejscia metodyczne w wielu obszarach badan, glownie omicznych.

STAN BADAN NAD OGORKIEM UZASADNIA PODJECIE PRAC
NAD SEKWENCJONOWANIEM GENOMU

W Polsce intensywne badania nad ogdrkiem rozpoczat na poczatku lat 60. ubieglego
wieku Profesor B. Kubicki [19, 25]. Wynikaly one z zainteresowan bardziej ogolnych, ktore
mozna nazwaé¢ genetycznymi i pozagenetycznymi uwarunkowaniami plci u roslin. Dla
badan tych ogodrek byt niezwykle ciekawym modelem — podobne badania z ogorkiem
prowadzita w tamtych czasach m.in. Galun [11]. Efektem prac Kubickiego byly gtéwnie
unikalne mutanty (miedzy innymi recesywna forma zenska), oryginalny wkiad w
ksztaltowanie koncepcji determinacji plci oraz opracowanie na tej bazie metodyki hodowli
mieszancow heterozyjnych. To ostatnie osiagnigcie przyczynito sie do tego, ze po dzien
dzisiejszy poziom hodowli ogorka w Polsce jest konkurencyjny do $wiatowego.

Badania nad ogérkiem byly wigc wazng aktywnoscia naszej Katedry. Efekty tych
prac mozna scharakteryzowac nastepujaco:

— genetyka klasyczna — determinacja plci, odpornos¢, mapowanie genetyczne roznych
cech w tym markerow molekularnych [wybrane publikacje — 19, 20, 21, 22, 37];

— cytogenetyka — weryfikacja kariotypu ogorka, mapowanie metoda FISH gendow
rRNA, lokalizacja transgenéw [14, 15, 16, 49];

— biotechnologia — opracowanie procedur regeneracji dla wszystkich typéw kultur
in vitro, genetyczne uwarunkowania cechy zdolnosci do regeneracji w kulturach
in vitro, opracowanie procedur transformacji genetycznej i metody uzyskiwania
mutantéw mitochondrialnych [4, 6, 7, 9, 10, 28, 29, 30, 38, 39, 46, 47, 48, 50];

— genetyka molekularna — analiza funkcjonalna i transkryptomowa procesow
embriogenezy somatycznej i roznicowania typow kwiatéw, zsekwencjonowanie i
zlozenie genomu chloroplastowego, analiza molekularna mutantow mitochondrialnych
MSC, konstrukcja biblioteki BAC i zsekwencjonowanie koncow klonow BAC — STC,
wyizolowanie, zsekwencjonowanie i umieszczenie w bazie danych NCBI 5 265
sekwencji, w tym 1 047 jako EST (fragmenty cDNA eksprymowane roéznicowo w
réznych typach kwiatow i w réznych fazach ich réznicowania, pochodzace z linii NIL
14 216 jako GSS (3883 STC i 239 sekwencji polimorficznych linii rozniacych sig plcia,
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pochodzace z obszaru calego genomu i rejondw gendw plei, uzyskane najczesciej droga
subtrakcji) i inne [3, 5, 13, 24, 29, 30, 31, 32, 33, 40]. Katedra nasza dysponuje takze
kolekcjami mutantdéw i linii utrzymywanymi miedzy innymi w ramach banku genow
dyniowatych oraz blisko 150 liniami transgenicznymi (dwanascie roznych transgenow).
Osiagniecia wdrozeniowe to migdzy innymi patenty i blisko 50 odmian w rejestrze.

Na $wiecie, liczba grup badawczych zajmujacych si¢ ogdérkiem szybko zaczeta
si¢ zwigksza¢ w latach dziewigcdziesiatych ubieglego wieku. Badania nad ta rosling
prowadzone sa w wielu osrodkach (USA, Chiny, Korea, Japonia, Izrael, Niemcy).
Tworzone sg takze konsorcja, np. azjatycko-amerykansko-australijskie (7The
Cucumber Genome Initiative [18] — pod kierownictwem Sanwen Huang i Institute
of Vegetables and Flowers Chinese Academy of Agricultural Sciences).

SEKWENCJONOWANIE GENOMU JADROWEGO OGORKA

W celu zsekwencjonowania genomu jadrowego ogorka powotane zostato Polskie
Konsorcjum Sekwencjonowania Genomu Jadrowego Ogodrka, ktérego gldéwnym
zadaniem jest postep nad skladaniem i wykorzystaniem sekwencji genomu do badan
i aplikacji [26]. Wigcej informacji na ten temat znajdzie czytelnik na stronach:
http://kghibr.sggw.pl/ [59] i http://rafal woycicki.users.sggw.pl/ogorek.html [60].

Do sekwencjonowania wybrano lini¢ wsobna B10, pochodzaca z odmiany polskiej
Borszczagowski. Przemawialy za tym glownie dwa argumenty: wysoka wsobnos¢ (> 20 pokolen
wsobnych) i dobre poznanie od strony genetycznej (nasze kolekcje mutantdw i linii
transgenicznych pochodza z tej wlasnie linii). Przed rozpoczeciem sekwencjonowania
skonstruowano biblioteke BAC o pokryciu genomu 12,79x, sredniej dlugosci klonu 135 kpz i
liczbie klondw 36096 [13], potrzebna do sktadania genomu. Konce klondéw — CES (ang. Clone
End Sequences), ktore sa jednym z rodzajow
STC (ang: Sequences Tagged Clones) zostaly TABELA 3. Wybrane dane ogolne dotyczace
zsekwencjonowane metoda Sangera. Po sekwencjonowania koncow klonow BAC-STC
obrobee informatycznej otrzymano 60 077 dobrej  genomu jadrowego ogorka
jakosci CES (tab. 3) [13, 44, 45]. Przy $redniej TABLE 3. Selected general data on sequencing
dlugosci odezytu 737 pz i wielkosci genomu the ends of the BAC clones -STC of nuclear

. . genome
Stzlrrl)(l)(\j:/(ij{?/mleg(()))6367gelr\1/([)$i u[z] sekwencje te 65 280 sekwencji z 32 640 klonow BAC
) () .

; . ., — 2 402 sekwencji niskiej jakosci (3,68%)
Sekwencjonowanie wykonalismy w 2008 |_ 515515 <50 nt lub bez insertu (0,33%)

i 2009 roku metoda WGS (ang. Whole |- 189 insert wektorowy (0,29%)

Genome Sequencing) nowej generacji — |~ 62 473 sekwencji dobrej jakosci (95.70%)
454 Titanium (Firma Roche) [44; 45] uzys- | 2093 sekwel‘lhcji.chloropla.stowych (3,305%)
kujac dwunastokrotne pokrycie (8x 454 — 300 sekwencp..rrTltochondrlalnych (0,48%)
Titanium + 4x sparowane konce 454 60 077 sekwencji jadrowych (92,03%)
Titanium). Zsekwencjonowany genom zostat | Srednia dlugos¢ 737 nt

Zozony w kontigi sekwencyjnel (dla ktorych 44 276 885 nt (12,06% wielkosci genomu)
znana jest petna sekwencja) o dlugosci ~0,5— | %GC 36,60

200 kpz (tylko sekwencje niepowtarzajace
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TABELA 4. Wybrane charakterystyki pierwszego skiadania
genomu ogdérka — kontigi sekwencyjne
TABLE 4. Selected characteristics of the first assembling of
the genome of cucumber — sequence contigs

Charakterystyka Wartosé Miano dla
liczbowa wartosci

liczbowej

Ogodlna liczba kontigow 40 293

Calkowita dlugos¢ kontigow 177 271 047 nt

Pokrycie genomu 48.,30|%

Liczba kontigow (>2 kpz) 29 786

Ogodlna dlugosé kontigow (>2 kpz) (163 024 517 nt

Pokrycie genomu (>2 kpz) 44,42 1%

Srednia diugos¢ kontigow (>2 kpz)

5473

nt

Mediana (N50)
dtugosci kontigéw (>2 kpz)

6 451

nt
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sig, poniewaz pozostatych na tym
etapie nie da si¢ ztozy¢ — tab. 4).
Te z kolei z pomoca biblioteki
BAC o zsekwencjonowanych
koncach klonéw i biblioteki
klonéw 3 kpz, réwniez o
zsekwencjonowanych koncach
(tzw. sparowane konce) zostaly
ulozone w wigksze struktury, tzw.
superkontigi fizyczne (inaczej
skafoldy — ang. scaffolds) o
dtugosci od ~1 kpz do 8 Mpz
(tab. 5). Superkontigi fizyczne,
oprocz sekwencji znanych
(kontigi sekwencyjne, STCy,
ESTy, GSS), obejmuja rowniez
sekwencje nieznane (gldwnie

czesei klonow BAC zawierajace sekwencje powtdrzone). Ostatnio genom zostal zmapowany
heterologicznie (uzyto obcych markeréw) na chromosomach. Tak wigc obecny stan zlozenia
genomu to ~90% sekwencji w superkontigach fizycznych, zmapowanych heterologicznie
na chromosomach oraz zawierajacych rejony o znanych i nieznanych sekwencjach.
Nastepnie we wspdlpracy z zespotem Profesora M. Borodovskiego z Georgia

TABELA 5. Wybrane charakterystyki pierwszego skladania genomu ogorka —
kontigi fizyczne (superkontigi = skafoldy)
TABLE 5. Seclected characteristics of the first submission of the genome
of cucumber — physical contigs (supercontigs — scaffolds)

Charakterystyka Warto$é liczbowa  |Miano dla
wartos$ci
liczbowej

Ogolna liczba superkontigow 39 070

Calkowita dlugos¢ superkontigow 277 666 282 nt*

Pokrycie genomu 75,66 %

Liczba superkontigow (>4 kpz) 15 400

Ogolna dlugosé¢ superkontigow (>4 kpz) 225 078 430 nt

Pokrycie genomu (>4 kpz) 61,33 %

Srednia dlugos¢ superkontigéw (>4 kpz) 14 615 nt

Mediana (N50) dtugosci superkontigow (>4 kpz) 151 610 nt

*nt — nukleotydy; kpz — kilopary zasad

'Kontig — zbiér sasiadujacych w genomie (lub innej strukturze np cDNA) fragmentéw DNA
(w rzeczywistosci zachodzacych); kontig sekwencyjny — znana jest sekwencja nukleotydow
kontigu; kontig fizyczny, (synonimy; superkontig skafold) — kontig wyzszego rzedu, zawie-

rajacy

rowniez fragmenty niezsekwencjonowane (taczniki kontigéw sekwencyjnych).
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Institute of Technology w Atlancie wykonano adnotacje strukturalng genomu [51],
a takze wstgpna automatycna adnotacj¢ funkcjonalna.

Obecna wiedza o sekwencji genomu ogorka pozwala na jego wykorzystanie w
réznych badaniach z zakresu genomiki, transkryptomiki, funktomiki oraz wyszukiwania
(izolowania) gendw bez potrzeby prac laboratoryjnych (wystarczy komputer),
wynajdywania i lokalizacji elementdw transkryptomu, proteomu i ich najblizszego
otoczenia genomowego, wyszukiwania sekwencji przydatnych jako markery i wielu
innych. W najblizszych miesiacach bedziemy dalej zajmowali si¢ skladaniem calej
sekwencji przez jej umieszczenie na chromosomach i adnotacje funkcjonalna. Sekwencja
zostala zdeponowana w bazie NCBI, a udostgpniona zostanie przed koficem roku.
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