'Nowe technologie
Z sekwenatorem do lasu

Urzadzeniem testowanym przez pracownikdow Lesnego Banku Gendw
Kostrzyca w badaniach zwigzanych z identyfikacjg gatunkéw roslin Puszczy
Biatowieskiej jest miniaturowy sekwenator lll generacji. Niepozorne urzadze-
nie wielkosci pendrive’a rewolucjonizuje rynek badan molekularnych opar-
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tych na analizach sekwencji DNA.

Wszystko wskazuje na to, ze takie ,prze-
nos$ne laboratoria” z czasem stang
si¢ na tyle popularne, ze beda mogli z nich
korzystaé nie tylko naukowcy posiadajacy
specjalistyczng wiedz¢ z zakresu badai mo-
lekularnych, ale rowniez zwykli uzytkowni-
cy (w tym lesnicy) np. w celu odpowiedzi
na pytanie, z jakim gatunkiem maja konkret-
nie do czynienia.

Kosmiczna technologia

w lasach

Urzadzenie stosowane jest wszedzie tam,
gdzie istnieje potrzeba szybkiej identyfikacji
gatunkéw roslin, zwierzat, grzybow, wirusow
badZ bakterii. Jest wykorzystywane w bada-
niach z zakresu mikrobiologii, wirusologii,
ochrony §rodowiska, genetyki czlowicka,
roélin, grzybow i zwierzat. Dzigki zastoso-
waniu najnowszej technologii czas, w jakim
urzadzenie przeprowadza jedna analizg, wy-
nosi od 1 minuty do maksymalnie 48 godzin.
Sposdb sekwencjonowania, oprocz skrocenia
czasu analiz, posiada takze inng przewagg
nad tradycyjna technologia, ktora byta wyko-
rzystywana w sekwenatorach starszych gene-
racji — pozwala zwickszy¢ dtugos$¢ badanych
sekwencji, a w zwigzku z tym umozliwia ich
analiz¢ w duzo szerszym zakresie.

Urzadzenie stuzy do sekwencjonowania
nie tylko wybranych fragmentéw DNA ba-
danych organizmow, ale réwniez calych ich
genomow. Wykorzystywane jest w badaniach
metagenomowych umozliwiajacych identy-
fikacj¢ calego zestawu mikroorganizméw za-
siedlajacych badana prébkg.

To niewielkie urzadzenie otwiera przed
uzytkownikami mozliwo$¢  sekwencjono-
wania DNA poza przestrzenia laboratorium.
Mobilng platformg sekwencyjng mozna za-
bra¢ w dowolne miejsce na Ziemi 1 nie tylko
— urzadzenie testowane bylo m.in. w prze-
strzeni kosmicznej! Zgodnie z obietnicami
producenta sprawdzi si¢ zaréwno w lasach
tropikalnych, jak réwniez na kole podbiegu-
nowym.

Miniaturyzacja

Dokladne wymiary urzadzenia to 105x33x23
mm, a jego waga to zaledwie 103 gramy -
praktycznie s3 to wymiary przeno$nej pamigci
pendrive. Sekwenator opiera swoje dzialanie
na technologii nanoporowej — w urzadze-
niu znajduje si¢ bowiem 512 pordw (o wiel-
kosci nie wigkszej niz kilka nanometréw),
przez ktére nastgpuje rozdzial badanych
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fragmentéw DNA. Kazdy z analizowanych
fragmentéw zbudowany jest z czterech roz-
nych nukleotydéw wystepujacych w rézng;
kolejnosci. Przechodzac przez pory, generu-
ja one inna, charakterystyczng dla kazdego
nukleotydu, zmiang nat¢zenia pradu. Zmia-
ny te, zarejestrowane w czasie rzeczywistym
przez urzadzenie, z coraz wigksza precyzja
pozwalaja na okreslenie kolejnosci wbudo-
wanych nukleotydéw w nicit DNA, a wigc na
poznanie ich sekwencji.

Po co to lesnikowi?

W 2017 r. LBG Kostrzyca rozpoczal innowa-
cyjny projekt dot. identyfikacji genetycznej
— barkodowania DNA wybranych gatunkéw
roélin Puszezy Biatowieskiej. Celem projek-

Urzadzenie testowane obecnie w laboratorium docelowo ma stuzy¢ badaniom prowa-
dzonym w terenie, np. w trakcie inwentaryzacji przyrodniczych

gatunkow roslin i zwierzat

Sekwenator wielkosci pendrive’a moze wspomac prace taksonomoéw przy identyfikacji




Laboratorium terenowe

tu jest opracowanie przystgpnego klucza do
szybkiej identyfikacji gatunkow na podstawie
niewielkich fragmentéw roslin. W zwiazku
z wprowadzeniem na rynek sekwencjono-
wania DNA platformy sekwenatoréw 11 ge-
neracji (stworzonej glownie z przeznacze-
niem do badari zwigzanych z barkodowaniem
DNA) podijgto decyzje o przeprowadzeniu
testow, ktore polegaja na poréwnaniu moz-
liwosci  sekwencjonowania DNA  metoda
tradycyjna, tj. metoda Sangera (stosowana
obecnie w LBG Kostrzyca), 1 z zastosowa-
niem ww. nowoczesnej platformy. Glow-
nym celem testéw jest odpowiedz na pytanie
o mozliwosci rozroznienia wybranych ga-
tunkdéw roslin za pomoca obu urzadzen.
Wybor sekwenatora III generacji podyk-
towany byl jego niewielkim rozmiarem oraz
mozliwoscia prowadzenia analiz w terenie,

np. w czasie inwentaryzacji przyrodniczych.
Urzadzenie w trakcie 3-godzinnych testow,
prowadzonych przy wspétpracy LBG Ko-
strzyca z Muzeum 1 Instytutem Zoologii
PAN w Warszawie, przeanalizowalo jednocze-
$nie 1 328 fragmentéw DNA 1 wygenerowato
ponad 5 tys. odczytow (8,8 GB informacji)
na faczng dlugo$¢ 2 min 930 tys. nukleoty-
déw DNA. Tak imponujacy wynik potwierdza
zapewnienia producenta o tym, ze urzadzenie
jest w stanie odczytaé o wiele dtuzsze sekwen-
cje w znacznie krétszym czasie, niz pozwala
na to tradycyjna metoda Sangera.

lle to kosztuje?

Wsrdd wszystkich galezi przemystu biotech-
nologicznego rynck sekwencyjny rozwija
si¢ bardzo dynamicznie. Firmy produkujace
sckwenatory przeScigaja si¢ w proponowa-

niu swoim klientom aparatury i aplikacji,
ktore przy zwigkszonej wydajnosci analiz,
umozliwiaja ograniczenie czasu pracy oraz
jej kosztow. Ceny samych aparatéw, z racji
ogromnej konkurencyjno$ci, rowniez staja
si¢ coraz bardziej przystepne. Koszt zaku-
pu sckwenatora III generacji zaczyna si¢ od
tysiaca dolaréw amerykafskich. Sprawa
dyskusyjna pozostaje sam koszt utrzymania
aparatu oraz cena jednostkowa za analizg.
Kolejne testy powinny przynie$¢ ostateczna
odpowiedZ na pytanie dotyczace realnego
kosztu analizy pojedynczej prébki.

Sekwenatory |, Il czy

lll generac;ji?

Na rynku istnieje kilku producentow sekwe-
natoréw, wsréd ktérych gléwnie dominuja
firmy amerykanskie. Ich urzadzenia wyko-
rzystuja technike sekwencjonowania DNA
I badz II generacji. Zasadnicza rdznica mig-
dzy nimi polega na ich zdolno$ciach prze-
robowych - mozliwoiciach prowadzenia
krotkich badz diugich odczytéw sekwencii,
a takze liczbie badanych fragmentéw DNA.
Sekwenatory I generacji - sekwencjonuja
krotkie, pojedyncze fragmenty, a sekwena-
tory II generacji — nazywane sckwenatora-
mi nastgpnej generacji NGS (z ang. Next
Generation Sequencing), sa W stanie jedno-
cze$nie zsekwencjonowaé nawet milion dtu-
gich fragmentéw DNA, wykorzystujac przy
tym roznego typu metody sekwencyjne.

Rozwdj réznych technik sekwencjonowa-
nia DNA przyczynit si¢ do ich ciaglego
udoskonalania. Dla przykladu: przy wyko-
rzystaniu techniki Sangera — pierwszej, opra-
cowanej w 1977 r. metody sekwencjonowania
DNA wykorzystywanej w  sckwenatorach
I generacji (metoda stuzyta m.in. do zsekwen-
cjonowania ludzkiego genomu) — maksymal-
na dtugos¢ sekwencji, ktdre jesteSmy w stanie
odczyta¢ w laboratorium LBG Kostrzyca
wynosi 1 300 nukleotydéw. Za pomocy se-
kwenatora III generacji, bazujacego na naj-
nowszej technologii nanoporowej, analizujac
te same gatunki, otrzymujemy informacije
o sckwencjach do maksymalnej diugosci
30 tys. nukleotydow.

Przy tak ogromnej ilodci generowanych
informacji osobnym zagadnieniem jest pro-
ces przetwarzania danych, ale to temat na
odr¢bny artykul.

Wigcej informacji o projekcie dotyczacym
barkodowania DNA mozna znaleZ¢ na stro-
nie: www.barkodowanie.pl. (©)

Ewa Kaczmarek
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