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Podstawowym nosnikiem informacji genetycznej u wiekszosci organizmow jest
kwas deoksyrybonukleinowy, czyli DNA (Watson i Crick, 1953). Czgsteczka DNA ma
strukture podwdjnej helisy, przypominajgca skrecong drabine. "Szczeble" tej drabiny
tworzg komplementarne pary zasad azotowych: adenina (A) taczy sie zawsze z tymina (T),
a guanina (G) z cytozyna (C). Zasady azotowe potgczone sg wigzaniami wodorowymi, co
umozliwia rozdzielenie nici DNA podczas replikacji i transkrypcji. "Boki" drabiny DNA
zbudowane sg z naprzemiennie utozonych reszt cukru (deoksyrybozy) i fosforanowych.
Sekwencja par zasad wzdtuz nici DNA zawiera unikalny kod genetyczny dla kazdego
organizmu. U organizméw eukariotycznych DNA jest zorganizowany w chromosomy,
znajdujace sie w jadrze komoérkowym (Lewin, 2008).

Polimorfizmy DNA to powszechnie wystepujgace warianty sekwencji DNA w
populacji (Hartwell i in., 2014). Sg to réznice w pojedynczych nukleotydach, czyli
polimorfizmy pojedynczych nukleotyddéw (ang. single nucleotide polymorphisms, SNP),
insercje lub delecje krotkich fragmentow DNA (tzw. indele), a takze zmiany w liczbie
powtdérzen sekwencji (VNTR, STR). Polimorfizmy sg zrédtem genetycznej réznorodnosci
miedzy osobnikami i moga wptywac na cechy fenotypowe. Badanie polimorfizméw DNA
u roslin jest niezwykle wazne w hodowli, umozliwiajgc identyfikacje genow
odpowiedzialnych za cenne cechy, selekcje odmian o lepszych wtasciwosciach (Kole,
2011).

Markery DNA to specyficzne sekwencje DNA o znanej lokalizacji w genomie, ktore
wykazujg polimorfizm, czyli r6znorodnos¢ miedzy osobnikami. Moga to by¢ wspomniane
juz SNP, indele, SSR, VNTR. Lokalizacja markerow DNA wzgledem gendéw jest réozna: moga
znajdowac¢ sie wewnatrz gendw, w ich poblizu (regiony regulatorowe) lub daleko od
znanych genow, w regionach miedzygenowych (Joshi i Dhawan, 2016). W badaniach
roslin markery DNA maja ogromne znaczenie. Umozliwiaja tworzenie map genetycznych,
ktére pokazujg wzgledne potozenie genéw i innych sekwencji DNA na chromosomach
(Collard i Mackill, 2008). Dzieki temu mozliwe jest identyfikowanie markeréw
powigzanych z genami odpowiedzialnymi za wazne cechy uzytkowe, takie jak odpornoscé
na choroby, tolerancja na stresy $rodowiskowe, plonowanie czy jako$¢ owocow.
Wykorzystanie markerdow sprzezonych z pozadanymi genami w selekcji wspomaganej
markerami (ang. marker-assisted selection, MAS) przyspiesza i utatwia proces hodowli,
pozwalajac na wybdér obiecujgcych genotypdw juz na wczesnych etapach rozwoju roslin,
bez koniecznosci obserwaciji cech fenotypowych (Varshneyiin., 2009).

Wysokoprzepustowe technologie genotypowania to zaawansowane metody
umozliwiajgce réwnoczesng analize genetyczng wielu loci (pozycji) w genomie u duzej
liczby prébek. Pozwalajg na szybkie i efektywne uzyskanie ogromnej ilosci danych
genotypowych, co znaczaco przyspieszyto badania w wielu dziedzinach biologii (Metzker,
2010). Do gtéwnych rodzajéw wysokoprzepustowych technologii genotypowania nalezg
mikromacierze DNA (ang. DNA microarrays), techniki oparte o sekwencjonowanie nowej



generacji (ang. next-generation sequencing, NGS), a takze o PCR o wysokiej
przepustowosci.

NGS to grupa nowoczesnych technologii umozliwiajagcych masowe, réwnolegte
sekwencjonowanie miliondw fragmentéw DNA jednoczesnie. W przeciwienstwie do
tradycyjnej metody Sangera, NGS pozwala na szybkie i efektywne analizowanie catych
genomow i transkryptomoéw. Etapy NGS zazwyczaj obejmujg przygotowanie biblioteki
DNA (fragmentacja DNA i dotgczenie adapterow), amplifikacje fragmentow,
sekwencjonowanie (czesto metodg syntezy z odczytem fluorescencji) oraz analize
bioinformatyczng uzyskanych danych (Goodwiniin., 2016).

NGS umozliwia szybkie i rownoczesne genotypowanie wielu loci w genomach
roslin, co znaczaco przyspiesza identyfikacje markerow i tworzenie profili genetycznych
na duzg skale. NGS, w kontekscie transkryptomiki roslin (RNA-seq), umozliwia
kompleksowa analize ekspresji gendw poprzez sekwencjonowanie wszystkich
czgsteczek RNA w danej probce, dostarczajgc informacji o aktywnosci genéw w
okreslonych warunkach (Wangi in., 2009).

Istotnym narzedziem wspomagajacym analize bioinformatyczng danych NGS jest
platforma Galaxy. Jest to otwarte, oparte na sieci narzedzie, ktére zapewnia interfejs
graficzny do przeprowadzania ztozonych analiz genomowych bez koniecznosci pisania
kodu. Galaxy integruje wiele narzedzi bioinformatycznych, utatwiajgc naukowcom
przetwarzanie, wizualizacje i interpretacje ogromnych ilosci danych generowanych przez
NGS (Goecks iin., 2010).

DArTseq (Diversity Arrays Technology sequencing) jest metodg genotypowania,
ktéra taczy redukcje ztozonosci genomu za pomoca enzymow restrykcyjnych z
sekwencjonowaniem NGS. Redukcja ztozonosci genomu polega na wykorzystaniu
enzymow restrykcyjnych, ktére przecinaja DNA w specyficznych miejscach. Czesto
wybierane sg enzymy restrykcyjne wrazliwe na metylacje DNA, co oznacza, ze
preferencyjnie tng DNA w miejscach niemetylowanych, ktére sa czesto zwigzane z
regionami genomu aktywnymi transkrypcyjnie, przez co bardziej informatywnymi. Dzieki
temu, tylko okreslona frakcja fragmentéw DNA jest poddawana dal-szej analizie. W
DArTseq trawione DNA jest ligowane z adapterami, a nastepnie selektywnie
amplifikowane i sekwencjonowane. Pozwala to na identyfikacje duzej liczby markeréw
DNA, gtéwnie dominujgcych markeréw typu SilicoDArTs oraz kodominujgcych markeréw
SNP (Jaccoudiin., 2001).

Reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR) jest
podstawowsg technikg wykorzystywang do identyfikacji markeréw DNA poprzez ich
powielenie (amplifikacje). Nasladuje naturalny proces replikacji DNA w kontrolowanych
warunkach laboratoryjnych. Cykliczne powtarzanie trzech gtéwnych etapéw, t;.
denaturacji (rozdzielenia nici DNA w wysokiej temperaturze), annealingu, czyli
przytaczenia starteréw (krétkich oligonukleotyddw wyznaczajgcych region amplifikaciji)



oraz elongacji (syntezy nowych nici przez polimeraze DNA), prowadzi do wzrostu liczby
kopii docelowego fragmentu DNA, umozliwiajac jego dalszg analize. Przejscie miedzy
tymi etapami jest osiggane poprzez precyzyjng zmiane temperatury (Mullis i Faloona,
1987). Do podstawowych wtasciwosci starteréw naleza: odpowiednia dtugosé, ktora
zazwyczaj wynosi od 18 do 25 nukleotyddw, zapewniajac specyficznos¢ wigzania z
matryca; zawartos¢ par guanozyna-cytozyna (GC), ktéra powinna miesci¢ sie w zakresie
40-60%, wptywajac na stabilnos¢ wiagzania; oraz temperatura topnienia (Tm), ktéra dla
pary starteréw powinna by¢ zblizona i zazwyczaj wynosi od 50 do 65°C, umozliwiajac
efektywne przytgczanie do matrycy podczas etapu annealingu w PCR.

Gen to odcinek DNA zawierajgcy informacje potrzebne do syntezy okreslonego
biatka. Budowa genu obejmuje region kodujgcy, ktory zawiera sekwencje nukleotydow
determinujgca sekwencje aminokwasoéw w biatku. Przed regionem kodujacym znajduje
sie region regulatorowy, zawierajgcy promotor, ktéry kontroluje, kiedy i w jakim stopniu
gen ulega ekspresji. Ekspresja genu rozpoczyna sie od transkrypcji, procesu przepisania
informacji genetycznej z DNA na mRNA. Nastepnie, mRNA ulega translacji na
rybosomach, gdzie sekwencja kodonéw mRNA jest odczytywana i wykorzystywana do
syntezy tancucha polipeptydowego, ktéry po odpowiednim fatdowaniu tworzy
funkcjonalne biatko. Ekspresja gendow jest Scisle regulowana w czasie i przestrzeni,
pozwalajac komorkom na dostosowywanie swojej funkcji do zmieniajgcych sie warunkéw
srodowiska (Alberts i in., 2015). Do analizy poziomu ekspresji gendéw wykorzystuje sie
sekwencjonowanie RNA (RNAseq). Uzyskane w ten sposéb dane transkryptomiczne sa
czesto deponowane w publicznych bazach danych.
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