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SAZETAK

Sekvenciranje i detaljno istraZivanje genoma domacih Zivotinja zapoceto je sredinom
prosloga stolje¢a. U prvome redu to se odnosilo na razvoj metoda prve generacije
sekvenciranja, odnosno Sangerovu metodu sekvenciranja. Primjena tehnologijama
nove generacije u analizi genoma domacih Zivotinja trenutno je najzastupljenija meto-
da sekvenciranja Zivotinjskoga genoma. Primjenom tih metoda dobiva se i do 100
puta vise podataka u usporedbi sa Sangerovom metodom sekvenciranja. Razvoj novih
tehnologija sekvenciranja od 2005. godine do danas omoguéile su provodenje analiza
koje ukljucuju RNK sekvenciranje, genotipiziranje cijeloga genoma, imunoprecipitaciju
povezanu s DNK mikrocipovima, detektiranje mutacija i nasljednih bolesti i sekven-
ciranje mitohondrijskoga genoma. Primjena novih metoda sekvenciranja u analizi
genoma domacih Zivotinja otvara vrata prema boljem razumijevanju genetske osnove
proizvodnih svojstava vazZnih za unaprijedenje sto¢arske proizvodnje.

Kljucne rijeci: sekvenciranje, Sangerova metoda sekvenciranje, tehnologija sekvenci-
ranja nove generacije, analiza genoma domacih Zivotinja

uvob

Razvoj metoda sekvenciranja zapoceo je Frederick
Sanger tijekom 1975. godine. Razvio je brzu metodu
sekvenciranja DNK pomocu dideoksinukleotida i DNK
polimeraze. Prva istrazivanja sekvence DNK koju je
proveo Sanger temeljila se na enzimatskome dideoksi
sekvenciranju uz terminaciju novo sintetiziranoga lanca
pomocu dideoksinukleotidnih analoga (Metzker, 2005.).
Nakon toga, tijekom 1977. godine, Allan Maxam i Walter
Gilbert predstavili su novu metodu sekvenciranja DNK
sekvence u kojoj su DNK fragmenti obiljezeni specific-
nim bazama i razdvojeni gel elektroforezom. Navedena
istrazivanja prethodila su razvoju prvoga automatizira-
noga DNK sekvencera (Pareek i Smoczynski., 2011.).
Primjena je Sangerove metode dugotrajna, skupa te
zahtijeva veci utroSak ljudskoga rada. S obzirom na to
da je danas potreba za novim informacijama i poda-
cima velika, potrebno je razvijati nove metode analize
genoma (Brajuskovi¢, 2006.).Nedostatak informacija o
genetskim sekvencama te odgovarajuée platforme za
genotipizaciju visoke gustoce razlog su manje koli¢ine
informacija o genima i mutacijama koje dovode do poja-
ve odredenih proizvodnih svojstava.
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Procjena je da se neravnoteza povezanosti (linkage
disequilibrium, LN) kod svinja proteze na nekoliko stotina
kilobaza te da bi 30.000-50.000 jednonukleotidnih poli-
morfizama (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) bilo
potrebno za analizu genoma domacih Zivotinja. Provedbu
genome-wide analiza u genomu svinja omoguéit ée
kori§tenje markera visoke gustoce, dostupnost potreb-
nih sekvenci te ekonomski isplativo SNPgenotipiziranje.
Upravo je nedostatak prikladnih SNP-ova za provedbu
genotipiziranja ogranic¢avajuci ¢imbenik za razvoj visoko
paralelnih testova genotipizacije kod svinja (Wiedmann
i sur., 2008.). Razvoj novih tehnologija sekvenciranja
genoma otvara mogucénost njihove primjene u resekven-
ciranju, analizi genske ekspresije, analizi mitohondrijske
RNK(miRNA), istrazivanju metilacije DNK te sekvencira-
nju transkriptoma (Robertson i sur., 2007.; Hilier i sur.,
2008.). Analizom se dobiva velika koli¢ina podataka,
odnosno veliki broj kratkih sekvenci veli¢ine30-40 baznih

(1) Kristina Gvozdanovié, mag. ing. agr. (kbudimir@pfos.hr), dr. sc.
Polonca Margeta — Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku,
Poljoprivredni fakultet u Osijeku, Kralja Petra Svacica 1d, 31000 Osijek,
Hrvatska (2) Vice Culjak, dr. vet. med., Ministarstvo poljoprivrede, Uprava
za veterinarstvo i sigurnost hrane, Veterinarski ured Osijek, Trg Lava
Mirskog 3,31000 Osijek, Hrvatska



K. Gvozdanovi¢ i sur.: RAZV0J NOVIH TEHNOLOGIJA SEKVENCIRANJA | NJIHOVA PRIMJENA... 67

parova po jednoj analizi. Veliki broj podataka zahtijeva
ucinkovite algoritme koji bi ih mogli obraditi i osigurati
visoki stupanj tocnosti (Li i sur., 2008.).

lako je primjena novih tehnologija sekvenciranja
bila usmjerena na analizu cijeloga genoma, razlicitim
pristupima omoguéene su analize pojedinih regija geno-
ma. Utjecaj novih tehnologija sekvenciranja vidljiv je u
podrucju genomike. To se odnosi na detektiranje pojave
varijacija i de novo mutacija, somatskih varijacija te
rijetkih genetskih bolesti koje se mogu pojaviti u popu-
laciji ljudi (Koboldt i sur., 2013.). Primjena novih metoda
obuhvaca Siroko podrucje, od analiza varijacija sekvenci,
komparativne genomike i evolucije, forenzike do bioteh-
nologije. Tijekom zadnjih 5 godina doSlo je do razvoja
platformi za ultra brzo sekvenciranje DNK. Neke od tih
metoda su sekvenciranje hibridizacijom (Sequencing
By Hybridization,SBH), sekvenciranje nanoporama te
sekvenciranje sintezom (Sequencing By Synthesis,
SBS). Sekvenciranje sintezom uklju€uje primjeru razlici-
tih metoda s DNK polimerazama. Metzker (2005.),stoga
predlaze podjelu SBS metoda u tri kategorije: Sangerovo
sekvenciranje, dodatak jednoga nukleotida (Single
Nucleotide Addition,SNA) i ciklicki reverzibilna termi-
nacija (Cyclic Reversible Termination, CRT) (Metzker,
2005.; Ries-Filho, 2009.). Buduénost genomike i razvoj
novih biolo8ko molekularnih metoda ima buduénost
u agrogenomici, medicini i farmakogenomici (Wang i
Weinshilboum, 2008., Budimir i sur., 2013.).

Cilj je ovoga rada prikaz povijesnoga razvoja meto-
da sekvenciranja te usporedba razliCitih generacije
sekvenciranja, uz prikaz njihovih primjena pri analizi
genoma domacih Zivotinja.

TEHNOLOGIJA PRVE GENERACIJE

Sangerova metoda, odnosno metoda terminacije
sinteze lanca (Chain Termination Method), temelji se
na mogucénosti razdvajanja jednolan¢anih DNK mole-
kula koje se razlikuju u jednome nukleotidu pomocu
gel elektroforeze. Sanger i sur. (1980.) sekvenciralisu
genom bakteriofaga @ X174, €ija je sekvenca bila velika
5375 nukleotida. Osnovni princip Sangerove metode
sekvenciranja koriStenje je 2,3-dideoksinukleotid trifos-
fata (ddNTP) i DNK polimeraze. S obzirom na to da DNK
polimeraza ne pravi razliku izmedu dNTP-a i ddNTP-a,
ddNTP-i mogu biti ugradeni u rastuci lanac DNK mole-
kule vezanjem 5° fosfatne grupe i 3’ hidroksilne grupe
posljednjega nukleotida u rastuéem lancu. Do termina-
cije sinteze rastuéega lanca ne dolazi zbog odsustva 3’
hidroksilne skupine na ddNTP-u, §to onemogucava stva-
ranje fosfodiesterske veze. Specificna terminacija lanca
in vitro omogucena je koriStenjem ddNTP-a i specifinim
djelovanjem DNK polimeraze (Metzker, 2005.; Metzker,
2009.). Walter Gilbert i Alan Maxam (1977.) razvili su
metodu kemijske degradacije DNK, u kojoj su fragmenti
DNK degradirani te razdvojeni primjenom gel elektrofo-
reze (Brajuskovi¢, 2006.; Pareek i Smoczynski, 2011.).
Istrazivanja koja su proveli Sanger te Maxam i Gilbert
rezultirali su uvodenjem prvoga automatiziranoga DNK

sekvencera (Caltech). Modifikacijom Sangerove metode
sekvenciranja te primjenom termostabilnih DNK poli-
meraza i razvojem metode lancane reakcije polimeraze
(Polymerase Chain Reaction, PCR) omogucen je razvoj
metode sekvenciranja termalnim ciklusima. Danas je
metoda modificirana u toj mjeri da se DNK sekvence
sekvenciraju u automatskim sekvencerima. Primjerice,
koriStenjem prvoga automatiziranoga DNK sekvencera
odredena je sekvenca HPRT gena (Hypoxanthineguanine
Phosphoribosyl Transferase gene).

Primjenom sekvencera smanjene su pogreske koje
se mogu javiti tijekom odredivanja slijeda nukleotida u
sekvenci. Princip rada sekvencera temelji se na odredi-
vanju zadnjega ddNTP-a, koji je obiljezen fluorescentnom
bojom. Razlikuju se dva tipa automatskih sekvencera,
a to su automatski sekvencer, koji koristi gel u obliku
ploCe, i sekvencer u kojem se gel nalazi u obliku cjev-
Cice. Prvi komercijalni DNK sekvenceri, koji su razvijeni
tijekom 1996. godine, u svome su radu koristili gel u
obliku ploce, dok se dvije godine kasnije razvijaju uredaji
kod kojih je plocasti gel zamijenjen kapilarama punjenim
polimernim matriksom. S obzirom na veliki broj podata-
ka koji se dobivaju primjenom automatskih sekvencera,
nuzno je razviti i racunalne programe koji obraduju dobi-
vene podatke (Hutchison Ill, 2007.).

TEHNOLOGIJA DRUGE GENERACIJE

Roche 454 sustav

Roche 454 prvi je uspjeSno implementiran sustav
sekvenciranja nove generacije. U svome radu koristi
tehnologiju pirosekvenciranja. Tehnologija pirosekven-
ciranja temelji se na detektiranju pirofosfata koji se
oslobadaju prilikom ugradnje nukleotida (Harismendy i
sur., 2009.).

Tijekom procesa analize dolazi do denaturacije DNK
u jednolancani oblik te amplifikacije. Nakon toga proce-
sa komplementaran dNTP spaja se s uzvojnicom pomo-
¢u ATP sulfurilaze, luciferase, luciferina, DNK polimeraze
i adenozin 5 fosfosulfata te se oslobada pirofosfat.
Pretvorba luciferina u oksiluciferin dovodi do generira-
nja vidljive svjetlosti. Istovremeno, apiraza razgraduje
nesparene baze. Zadnji korak ukljuuje dodavanje novih
dNTPa te zapocinjanje novogaciklusa reakcija (Foehlich,
2010.). Duzina ¢itanja sekvenci toga sustava kre¢e se od
100 do 250 baznih parova te do 200 000 baza. Razvojem
sustava rasla je i duzina Citanja te koli€ina informacija
koju je sustav mogao dati. Tako je tijekom 2009. godi-
ne razvijen sustav koji je omoguéavao dobivanje i do
14G informacija po Citanju (Huse i sur., 2007.;Metzker,
2009.). Roche sustav posjeduje nekoliko znacajnih
prednosti u odnosu na ostale sustave, a prvi je njegova
brzina. Potrebno je tek 10 sati od poCetka sekvenciranja
do njegovoga zavrSetka. TroSkovi analize relativno su
visoki te iznose 12,56 $ za 10 baza. Nedostatak je
toga sustava moguénost stvaranja pogresaka koje se
javljaju na polibazama,koje su duZe od 6 baznih parova.
Softver Roche 454 sustava (GS RunProcessor) zaduzen
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je za generiranje podataka za sekvenciranje, konverziju
signala, korekciju signala, korekciju podrucja signala te
normalizaciju pozadinske slike. Nakon provedene anali-
ze,sustav proizvodi niz datoteka (Standardni FloWgram
Format, SFF).

AB Solid sustav

AB solid sustav (Sequencing by Oligonucleotide
Ligation and Detection, SOLID)temelji se na tehnologiji
sekvenciranja dviju baza, kojima je temelj sekvenci-
ranje ligacijom. Sekvenciranje ukljuCuje vezanje DNK
s osam baznom probom, koja sadrZi vezivno mjesto
za prvu bazu, mjesto cijepanja za petu bazu te Cetiri
razlicite fluorescentne boje, koje su vezane sa zadnjom
bazom. Fluorescencija Ce biti zabiljeZzena nakon vezanja
DNK i komplementarnih proba (Metzker, 2009.).Nakon
sekvenciranja dolazi do akumuliranja originalne obojane
sekvence. Boje odgovaraju baznim parovima, a dekodi-
ranje originalne obojane sekvence moguce je samo u
slucaju poznavanja jedne baze na odredenoj poziciji u
sekvenci. Pogreska u bojanju dovest ¢e do pogreSaka
u dekodiranju sekvence (Mardis, 2008.). UspjeSnost
izvodenja metode sekvenciranja primjenom AB solid
sekvencera iznosi 99,85 %. TroSkovi su implementacije
toga sustava visoki, zahtijevaju uvodenje racunalnih
sustava, klimatiziranoga prostora u kojemu se obavlja
analiza podataka, osoblja osposobljenoga za analizu
dobivenih podataka, brze mreze te velike memorije
sustava. TroSkovi sekvenciranja iznose 40 $ za 107
baznih parova, dok duZina trajanja analize moze potrajati
i do 7 dana. Glavni su nedostaci toga nacina sekvencira-
nja duZina trajanja analize te veli¢ina sekvence. AB solid
sustav koristi se u resekvenciranju cijeloga genoma,
cillanom resekvenciranju te analizi epigenoma. Osim
toga, koristi se pri analizi RNK, profiliranju genetske
ekspresije te analizi transkriptoma.Softver za taj sustav

je BioScope, a omogucava CHIP-sekvenciranje, anali-
zu cijeloga transkriptoma te pruza okvir za obavljanje
resekvenciranja. Radi u dva koraka, u prvome koraku
konvertira baze u obojane sekvence, dok drugi korak
ukljucuje usporedivanje obojane sekvence s original-
nom sekvencom, kako bi se dobili podaci o mapiranju s
novim algoritomom za mapiranje.

lllumina sustav

Tehnologija lllumina sekvencera temelji se na
sekvenciranju sintezom (Sequencing By Synthesis,
SBS). Metoda se izvodi tako da se u prvome koraku
radi denaturacija DNK i fiksnih proba, nakon ¢ega slijedi
amplifikacija u oblik klastera koji sadrzi umnoZene DNK
fragmente. U reakciji sudjeluju linearizirani enzimi, 4
razli¢ita nukleotida s razlicitim fluorescentnim bojama
(ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) te odvojiva blokirajuca
grupa koja ¢e dodavati bazu po bazu, dok ¢e signal
biti zabiljezen CCD senzorom (Charge-Coupled Device,
CCD). Postoji nekoliko razlicitih modela toga sustava.
Pocetkom 2010. godine razvijena je lllumina HiSeq
2000. Taj je sustav jeftiniji u usporedbi sRoche 454 i
solid sustavom, a cijena ko$tanja je 0,2 $ za 106 baza.
Trajanje analize je 10 dana, a njezin output je 600G.
Nakon zavrSetka analize, postotak pogreske maniji je od
2%. Da bi lllumina HiSeq 2000 bio operativan, potrebno
mu je osigurati softver, sustav za kontrolu programa,
real-time analizator te programe za backup analize.
Najnoviji razvijeni sustav je lllumina MiSeq, lansiran
na trziSte 2011. godine (Metzker, 2009.;Ledergerber i
Dessimoz, 2011.).

Usporedujudi tri opisana sustava za analizu, dola-
zimo do zakljucka da lllumina HiSeq 2000 ima najvise
outpute uz najnize troSkove, solid sustav daje najvecu
to€nost, dok je uz primjenu Roche 454 moguée analizi-
rati najduZe sekvence.

Tablica 1. Karakteristike sekvencera tehnologije trece generacije (Liu i sur., 2012.)
Table 1. Characteristics of third generation technology sequencers (Liu et al., 2012)

Sekvencer Roche 454 SOLiD™4 lllumina HiSeq 2000 Sanger 3730xI
Sequencer

Tehnologija sekvenciranja Pirosekvenciranje Sekvenciranje sintezom Sekvenciranije ligacijom Dideoksi terminacija lanca
Sequencing technology Pyrosequencing Sequencing by synthesis Sequencing by ligation Dideoxy chain termination
Duzina citanja 50435 bp

Read lenght 700 bp 50SE, 50PE, 101PE 50450 bp 400-900 bp
Toénost

Accuracy 99,9% 98% 99,94% 99,999%

Izlazni podaci

Output data 0,7G 600 Gb 120 Gb 1,9-84 kb
Vrijeme .

Time 24 h 3-10 dana 7-10 dana 20 min-3sata
Cijena uredaja

Instrument price 500,000 $ 690,000 $ 495,000 $ 95,000 $
Troskovi/milijun baza

Cost/milion bases 108 0.07% 0138 2400 %
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TEHNOLOGIJA TRECE GENERACIJE

Tehnologija tre¢e generacije ima dvije glavne karak-
teristike. Prije njezinog izvodenja nije potrebno izvodenje
PCR reakcije, Sto znacajno skraCuje vrijeme potrebno
za provodenje analize. Druga karakteristika je svojstvo
signala koji se biljezi u realnome vremenu, bez obzira
bio on fluorescentan ili elektricni. Signal se prati tijekom
enzimatske reakcije dodavanja nukleotida u komplemen-
tarni lanac (Ledergerber i Dessimoz, 2011.).

Pacific Bioscience razvio je jednomolekularni
real-time SMRT sustav (Single molecule real time
sequencing, SMRT) koji koristi modificirane enzime te
promatra enzimatsku reakciju u trenutku njezinog odvi-
janja. Reakcija se odvija tako da enzim spaja nukelotide
u komplementarni lanac te uklanja fluorescentnu boju
prethodno vezanu s nukleotidom. Uredaj biljezi promjenu
u realnome vremenu (Timp i sur.,, 2010.). Princip rada
toga uredaja pogodan je za predvidanje strukturnih
varijacija u sekvenci te za epigenetska istrazivanjima
koja se odnose na metilaciju DNK (Lam i sur., 2012.).
Prednosti su toga nacina analize u tome $to je priprema
uzorka kratka te traje tek od 4 do 6 sati, nije potrebno
provodenje PCR reakcije, Sto skracuje vrijeme izvodenja
reakcije, duZina Citanja iznosi 1300 baznih parova, Sto je
znacajno viSe nego kod tehnologije druge generacije, te
trajanje analize, koje moze biti do najviSe 24 sata.

Nanoporno sekvenciranje predstavlja drugu meto-
du trece generacije sekvenciranja. Takav nacin sekven-
ciranja svoj rad temelji na iskori§tavanju bioloske funk-
cije nanopora. Nanopore se mogu naci u proteinskim
kanalima uklopljene u lipidni dvosloj, olakSavajuci nabi-
jenim Cesticama prolazak iz stanice. Sekvenciranje se
bazira na uklapanju jednolan¢ane DNK u o-hemolizin
(aHL). a-hemolizin je izoliran iz Staphylococcus aureus
te predstavlja protein velik 33kD. MoZe podnijeti voltaze
do 100mV te je, zbog toga, pogodan za koriStenje u
izgradnji bloka nanopora. Pri izvodenju metode protok
se iona odvija kontinuirano, a svaki poremecaj toga
toka vrlo je jednostavno otkriti. O¢itavanje se temelji na
razlikama izmedu svih deoksiribonukleotid monofosfata
(dNMP) (Branton i sur., 2008.). Prednosti su nanopor-
noga sekvenciranja u potencijalu €itanja, koji iznosi >5
kbp., jednolanéane DNK uzvojnice sekvencira se kroz
nanopore pomoc¢u depolimerizacije DNK lanca, nano-
porno sekvenciranje manje je temperaturno osjetljivo
te vrijeme pripreme uzorka,koje je znatno krace, a to se
posebno se odnosi na korake kloniranja i amplifikacije
(Clarke i sur., 2009.).

Usporedujuéi metode sekvenciranja druge i trece
generacije, mogu se uociti neke znacajne razlike. Metode
druge generacije u svojoj analizi ukljuuju provedbu PCR
reakcije. Metode trece generacije posjeduju potenci-
jal za bolje iskoriStavanje DNK polimeraze, posebice
njezine kataliticke aktivnosti, te smanjivanje vremena
potrebnogaza dobivanje rezultata analize. Prednosti su
trece generacije sekvenciranja nad drugom generacijom
veca propusnost, brze provodenje analize, ve¢a duZina
sekvence, izravna detekcija haplotipova te veca pre-

ciznost analize, koja omogucava otkrivanje varijacija, i
mala koli¢ina potrebnog uzorka (Whiteford i sur., 2009.).
Oba sustava primjenjuju tehnologiju sekvenciranja sinte-
zom, no, za razliku od tehnologije druge generacije, koja
obraduje mnogo kopija DNK predloska, tehnologija trece
generacije radi s DNK molekulama u realnome vremenu.

PRIMJENA TEHNOLOGIJE NOVE GENERACIJE
SEKVENCIRANJA

Razvoj novih tehnologija sekvenciranja doveo je
do povecavanja to€nosti analize te snizavanja troSkova
njezinoga provodenja. One svoju primjenu nalaze u
metagenomici, epigenomici te transkriptomici (Budimir
i sur., 2014.). Podaci dobiveni primjenom tih tehnologija
koriste se u stocarstvu, dijagnostici, ratarstvu i terape-
utici. De novo sekvenciranje ukljucuje fragmente duzine
do 800 baznih parova, a vazni su u resekvenciranju.
Sekvenciranjem cijeloga genoma moze se dobiti DNK
sekvenca genoma organizma. Resekvenciranjem cijelo-
ga genoma moZe se provoditi istraZivanje funkcionalnih
gena, no glavna prepreka takvome nacinu analize visoki
su troSkovi njihovoga provodenja. RjeSenje je problema
sekvenciranje pojedinih regija, primjerice koriStenjem
mikroCipova u istraZivanju. Primjena u epigenomici je
u istrazivanju imunoprecipitacije kromatina i metilacije
DNK. Imunoprecipitacija kromatina tehnika je imunopre-
cipitacije, koja se koristi u istrazivanjima interakcija
izmedu proteina i DNK u stanici (Johnson i sur., 2007.,
Budimir i sur., 2013.). RNK sekvenciranje koristi se u
analizi ekspresije mRNK. Primjena tehnologije sekven-
ciranja nove generacije je i u analizi transkriptoma,
odnosno skupa svih RNK molekula (mRNK, tRNK, rRNK
te ostalih nekodiraju¢ih RNK) (Marioni i sur., 2008.;
Fehniger i sur., 2010.). Tijekom 2009. godine objavljeno
je istraZivanje s rezultatima koji su pokazali da je 98%
genoma svinje sekvencirano. Genom svinje veli¢ine je
2,7x10° baznih parova (Bai i sur., 2012.). Sekvenciran
je i opisan pod vodstvom Konzorcija za sekvencira-
nje genoma svinje. Strategija sekvenciranja kombini-
ra sekvenciranje metodom sacmarice BAC klonova i
sekvenciranje cijeloga genoma (Schook i sur., 2005,
Archibald i sur., 2010.).Svinja ima veliko znacenje zbog
vaznosti u prehrambenoj industriji, no ona je i vaZzan
model u biomedicinskim istrazivanjima. Istrazivanje koje
su proveli Corominas i sur. (2013.) ukljucivalo je analizu
55 gena diferencijalno eksprimiranih u jetri, koji imaju
kljuénu ulogu u sastavu misiénih lipida. Istrazivanje je
ukljucivalo krizance iberijske svinje i landrasa, a metoda
koja se koristila u istrazivanju bila je RNK sekvencira-
nje. Metodu RNK sekvenciranja pri genetskim anali-
zama svinja koristili su i drugi istrazivaci (Jung i sur.,
2012.; Ramayo-Caldas i sur., 2012.; Esteve-Codina i
sur., 2011.). Dostupno je relativno malo informacija o
varijacijama sekvenci u genomu svinje. Metode piro-
sekvenciranja omogudéit ¢e dobivanje dovoljnoga broja
informacija za dizajniranje navedene metode analize
genoma. IstraZivanjem koje su proveli Wiedmann i sur.
(2008.) detektirano je 115,572 SNPova. Analiza varija-
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cija broja kopija moZe unaprijediti istraZivanja genetske
raznolikosti, funkcionalne genomike i evolucije. Takva
istrazivanja ve¢ su provodenana genomu covjeka, a
tijekom zadnjih godina genomima domacih Zivotinja:
goveda, ovce, koze, kokoSi, pure i svinje. IstraZzivanja
genoma svinje ukljucivala su genotipiziranje i resekven-
ciranje genoma, odnosno metode koje se temelje na
tehnologiji sekvenciranja nove generacije. Jiang i sur.
(2014.) proveli su istrazivanje koje je ukljucivalo kineske
autohtone pasmine svinja, azijske divlje svinje te tri
komercijalne pasmine svinja, a temeljilo se na primjeni
metoda resekvenciranja. Ramos i sur. (2009.) proveli su
istrazivanje kojim su Zeljeli detektirati veci broj SNPova
koji bi bili koriSteni u istrazivanjima onih svojstava koja
su vazna za proizvodace. U istrazivanije su bile ukljucene
cetiri konvencionalne pasmine svinja te divlja svinja.
KoriStene su kombinacije tehnologija lllumina i Roche
454, §to je rezultiralo veéim brojem GA sekvenci te
duZim Citanjima.

ZAKLJUCGAK

Vrhunac razvoja i primjene tehnologije sekven-
ciranja nove generacije bio je 2011. godine, kada
se obiljezavala 10. godiSnjica sekvenciranja ljudskoga
genoma. Tehnologija sekvenciranja nove generacije
ima Siroki raspon primjena od genetskih analiza drevnih
genoma, pruzanja objaSnjenja uloge RNA u procesima
pojave razli¢itih bolesti te njezine primjene u istraziva-
nju genoma domacih Zivotinja. Metode sekvenciranja
obuhvaéaju niz metoda koje su grupirane s obzirom na
pripremu uzorka, tehnologiju sekvenciranja i nain obra-
de podataka. Tijekom zadnjih godina doSlo je do znacaj-
noga pomaka od koriStenja automatizirane Sangerove
metode sekvenciranja prema novim tehnologijama koje
se koriste u analizi genoma. U prvome redu to je bio
razvoj tehnologija druge generacije sekvenciranja, a u
zadnjih nekoliko godina i razvoj trece generacije.
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DEVELOPMENT OF NEW SEQUENCING TECHNOLOGIES AND THEIR APPLICATION
IN GENOME ANALYSIS OF DOMESTIC ANIMALS

SUMMARY

Sequencing and detailed study of the genom of domestic animals began in the middle of the last century. It was
primarily referred to development of the first generation sequencing methods, i.e. Sanger sequencing method. Next
generation sequencing methods are currently the most common methods in the analysis of domestic animals genom.
The application of these methods gave us up to 100 time more data in comparison with Sanger method. Analyses
including RNA sequencing, genotyping of whole genome, immunoprecipitation associated with DNA microarrays,
detection of mutations and inherited diseases, sequencing of themitochondrial genome and many others have been
conducted with development and application of new sequencing methods since 2005 until today. Application of new
sequencing methods in the analysis of domestic animal genome provides better understanding of the genetic basis
for important production traits which could help in improving the livestock production.

Key-words: sequencing, Sanger sequencing method, next generation sequencing, domestic animal genome analysis
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