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KOPALNY DNA CZYLI LEKCJA Z PRZESZEOSCI

DLACZEGO KOPALNY DNA?

Poznanie i zrozumienie przesztoSci fascy-
nuje ludzi od tysiacleci. W 1984 r. po raz
pierwszy opublikowano sekwencje wymarte-
go zwierzecia, wytepionego przez cztowieka
afrykanskiego przedstawiciela koniowatych
— kwagi Equus quagga quagga (HIGUCHI
i wspotaut. 1984). Od tego czasu pojawily
sie dziesiatki prac dotyczacych réznych ga-
tunkow z przeszioSci naszej planety. Bada-
nia materialu genetycznego pochodzacego
ze znalezisk paleontologicznych, materialéw
archeologicznych, preparatow muzealnych i
mikroSladow stworzyly zupelnie nowe per-
spektywy dla wielu dziedzin biologii, ale

takze dla archeologii, historii, kryminalistyki,
sadownictwa, medycyny itd. Wiele hipotez,
do tej pory opieranych na niezbyt miarodaj-
nych przestankach, zyskalo mozliwos¢ we-
ryfikacji dzieki wynikom otrzymanym meto-
dami genetyki molekularnej. Badania kwasu
dezoksyrybonukleinowego (DNA) wymar-
tych gatunkow zwierzat i roSlin z pewnoscia
pozwalaja lepiej zrozumieC historie wspotl-
czesnego Swiata ozywionego, daja rOwniez
szereg wskazowek na przyszloS¢, wspierajac
dzialania majace na celu ochrone Srodowiska
i jego zasobow.

CZYNNIKI DEGRADUJACE DNA

Kiedy mozna powiedzie¢, ze mamy do czy-
nienia z kopalnym DNA (ang. ancient DNA,
aDNA)? Granica czasowa jest trudna do usta-
lenia. W niektorych przypadkach z materialu
zakonserwowanego kilkanascie lub kilkadzie-
siat lat temu mozna wyizolowa¢ materiat ge-
netyczny, ktorego jakoS¢ nie odbiega od uzy-
skiwanego ze Swiezych probek. Kiedy indziej
z tkanek, ktére maja zaledwie kilka tygodni
czy miesiecy otrzymujemy DNA, do ktoérego
Swietnie pasuje termin ,kopalne”. Wydaje si¢
zatem, ze lepszym kryterium niz wiek prob-
ki, w przypadku podzialu na wspoétczesny i
kopalny DNA, moze by¢ jakoS¢ zawartego w
nim kwasu dezoksyrybonukleinowego. Na-
lezy pamictac, ze DNA, jak wszystkie makro-
molekuly, ulega stopniowej degradacji pod
wplywem czynnikOw zewnetrznych. Najbar-

dziej zauwazalnym przejawem tej degradacji
jest fragmentacja materialu genetycznego. Jak
wykazaly badania PAABO (1989) pofragmento-
wany DNA zazwyczaj sklada si¢ z odcinkow
o dlugosci ok. 100-500 par zasad (pz). Co
istotne, nie ma Kkorelacji pomiedzy wiekiem
probki, a wielkoScia fragmentow DNA; po-
dobna wielko$¢ fragmentéw zaobserwowano
zarOWNno w suszonej wieprzowinie sprzed 4
lat, jak i w izolatach z koSci sprzed 13 tysie-
cy lat (PAABO 1989). Istnieje jednak zaleznos¢
miedzy warunkami ,przechowywania” DNA, a
jego jakoScia. Z probek zakonserwowanych w
niskiej temperaturze (np. w wiecznej zmarzli-
nie) stosunkowo czesto udaje sie wyizolowac
duze iloSci DNA o dobrej jakoSci (np. HOss i
wspotaut 1994, WILLERSLEV i wspotaut. 1999,
SHAPIRO i COOPER 2003, ROGAEV i wspotaut.
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20006). Podobnie mikroklimat niektorych ja-
skin wapiennych moze sprzyja¢ lepszemu
przechowywaniu materialu genetycznego (Ov-
CHINNIKOV i wspotaut. 2000). Procesy degrada-
¢ji dotycza jednak nie tylko fragmentacji, ale
réwniez zmian w sekwencji na skutek dziata-
nia wody i tlenu (uszkodzenia hydrolityczne
i oksydacyjne) (PAABO 1989, LINDAHL 1993).
StabilnoS¢ pierwszorzedowej struktury DNA
(czyli jego sekwencji nukleotydowej) in vivo
jest glownie zastuga rozbudowanych i spraw-
nie dzialajacych enzymatycznych systemow
naprawczych. W przypadku kopalnego DNA
systemy te, rzecz jasna, nie funkcjonuja. Co
wiecej, wraz ze Smiercia komorki rozpoczyna
si¢ proces fragmentacji DNA przez endonu-
kleazy komoérkowe. Dodatkowym czynnikiem
mogacym przyspiesza¢ degradacje kwasow
nukleinowych jest wysoka temperatura. ROw-
niez niektore substancje chemiczne uzywane
niekiedy do konserwacji tkanek (np. formali-
na czy mydlo arsenowe), moga prowadzi¢ do
uszkodzefn DNA lub utrudniac jego ekstrakcje.
Nalezy takze wspomnie¢ o szkodliwym wply-
wie mikroorganizméw. Po pierwsze, moga
one powodowal degradacje kwasOw nuklei-
nowych, a po drugie ich material genetyczny

moze stanowiC Zrodto kontaminagji. Stabilno-
Sci struktury pierwszorzedowej aDNA sprzyjaja
jednak niektore z substancji naturalnych, np.
hydroksyapatyt (w organizmie stanowi przede
wszystkim mineralne rusztowanie tkanki lacz-
nej, odpowiedzialnej za mechaniczna wytrzy-
matosS¢ kosci), ktorego adsorpcja dwukrotnie
zmniejsza poziom depurynacji. Dzigki temu
mozliwe jest uzyskiwanie wzglednie dobrej
jakoSci DNA nawet z koSci liczacych kilka-
nascie lub kilkadziesiat tysiecy lat. Tkanki za-
konserwowane w niektorych osadach bagien-
nych réwniez sa cennym Zrédiem ,dobrego”
DNA, przede wszystkim dzieki ograniczeniu
destrukcyjnego wplywu mikroorganizmow.
Co ciekawe, w osadach, gldwnie torfowych,
dobrze przechowuja si¢ nie tylko kosSci, ale
takze tkanki mickkie. Jednym z przykladow
tak zachowanych organizmow jest nosorozec
wilochaty odkryty w 1929 r. w kopalni wosku
ziemnego w Staruni. Szacuje si¢, ze maksy-
malny czas, jaki kwas dyzoksyrybonukleinowy
moze przetrwal w geosferze to, w zaleznoSci
od warunkow w jakich znajdowata si¢ prob-
ka, od 50 tysiecy do 1 miliona lat (HEBSGAARD
i wspotaut 2005).

ZRODLA KOPALNEGO DNA

Kopalny DNA moze by¢ pozyskiwany z
wielu roznych Zrodel. NajczeSciej jest on izo-
lowany z koSci i zebow. Wiele wskazuje na
to, ze DNA zachowany w zebach moze byc¢
lepszej jakosci niz w koSciach. Chroniace go
szkliwo jest najtwardsza i najtrwalsza tkanka
zwierzeca. KoSci lezace setki lub tysiace lat
w glebie sa czesto zanieczyszczone kwasami
nukleinowymi pochodzenia mikroorganicz-
nego, takze czasteczkami naniesionymi np.
przez wode. SzczegOlnie ten drugi typ za-
nieczyszczen jest trudny do wykrycia i moze
by¢ zrodlem falszywie pozytywnych rezul-
tatow. W przeciwienstwie do koSci miazga
zebowa chroniona przez szkliwo zachowuje
jedynie DNA gospodarza i niektérych mikro-
organizmOw, ktéore w nim bytowaly za zycia
osobnika. Te ceche wykorzystano m.in. w ba-
daniach nad bakteria Yersinia pestis - zaraz-
ka wywohyjacego dzume¢ (DRANCOURT i Ra-
ouLT 2002). Innym materiatem, ktory okazat
sie cennym Zrodlem aDNA sa wlosy. DNA w
nich zawarty jest chroniony przed degrada-
cja przez warstwe¢ keratyny. W probkach izo-
lowanych z wlos6w rzadko stwierdzano kon-
taminacje, pomimo, ze wlosy narazone byly

na kontakt z obcym materialem genetycznym
- zarOwno pochodzenia mikroorganicznego,
jak i organizmow tego samego gatunku, co
badana probka. Wart podkreSlenia jest row-
niez fakt, ze DNA obcego pochodzenia moz-
na stosunkowo latwo usunacC z wlosow (np.
przez plukanie w odpowiednich buforach)
bez szkody dla materialu genetycznego bada-
nej probki (GILBERT i wspotaut. 2004). Poten-
cjalnym Zrodlem kopalnego DNA moga byc¢
takze tkanki mickkie, ktore zostaly zakonser-
wowane chemicznie, tzw. mumie naturalne
(PAABO i wspotaut. 1988), jak tez ciata pod-
dane celowym procesom konserwacji (HIGU-
CHI i wspoélaut. 1984, PAABO 1985, THOMAS i
wspotaut. 1989). Niezwykle cennym zrod-
lem aDNA o dobrej jakoSci sa tkanki organi-
zmow zachowanych w wiecznej zmarzlinie
(HAGELBERG i wspotaut. 1994). Rowniez od-
chody zwierzat i ludzi sprzed setek czy na-
wet tysiecy lat moga by¢ Zrodlem materiatu
genetycznego — zaré6wno pochodzacego od
gospodarza, jak i z niestrawionych resztek
jego pokarmu (POINAR i wspotaut. 1998). Ba-
dania takich prob pozwalaja z jednej strony
uzyska¢ informacje o sposobie zycia bada-
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nego osobnika, z drugiej za$S daja spojrzenie
na sklad gatunkowy flory w odlegtej prze-
sztosci. Duze nadzieje wiazano z fragmenta-
mi tkanek zakonserwowanymi w bursztynie.
Ksigzka i film ,Jurassic Park” rozbudzily na-
dzieje na poznanie przynajmniej fragmentow
genomoOw organizmow zyjacych w odlegtych
okresach geologicznych. Zakladano, ze DNA
takich okazé6w moze przetrwaé w stosunko-
wo dobrym stanie, poniewaz jest chronione
zarowno przed dostepem tlenu i wody, jak
i przed dzialaniem mikroorganizmow. Nie-
stety, podejmowane do tej pory proby ana-
lizy probek bursztynowych zakoficzyly sie
fiaskiem. Prawdopodobnie dlugi czas prze-
ksztalcania sie¢ zywicy w bursztyn (ponad 5
milionéw lat), jak roOwniez niektore skladniki
zywicy powoduja tak duze uszkodzenia DNA,
ze nie moze on by¢ efektywnie badany przy

pomocy dostepnych metod molekularnych
(LINDHAL 1997).

W badaniach historycznych i archeolo-
gicznych wykorzystuje sie¢ nie tylko DNA
izolowany bezpoSrednio z tkanek, ale takze
kwas dezoksyrybonukleinowy pochodzacy z
przedmiotow wytwarzanych przez cztowieka:
narzedzi, naczyn, ksiazek (BURGER i wspotaut.
2000). Dzieki wynikom tych badafn mozemy
uzyska¢ szeroka wiedze na temat tworcoOw
badanych przedmiotéw, np. mozemy ocenic¢
ich przynaleznos$¢ etniczna, dowiedzie¢ sie
jakie uprawiali roSliny i jakie hodowali zwie-
rzeta, jakich sposobow uzywali by konser-
wowaC swoje wyroby. Lista pytan, na ktore
mozna otrzymaé odpowiedzi badajac aDNA
jest bardzo dluga, a naukowcy maja wciaz
nowe pomysty.

STRATEGIE ANALIZY aDNA

Badanie aDNA wykonuje si¢ gtéwnie ba-
zujac na tancuchowej reakcji polimerazy
(ang. polymerase chain reaction, PCR). Jest
to enzymatyczny proces umozliwiajacy in
vitro zwielokrotnienie liczby kopii (amplifi-
kacje) wybranych fragmentéow DNA. W re-
akcji tej juz z pojedynczej czasteczki kwasu
nukleinowego mozna otrzymac miliony kopii
wybranego fragmentu. IloS¢ ta jest wystarcza-
jaca do przeprowadzenia innych analiz, np.

sekwencjonowania, oceny dlugosci marke-
row mikrosatelitarnych lub wykrywania tzw.
polimorfizmow pojedynczych nukleotydow
(ang. single nucleotide polymorphism, SNP).
Najbardziej miarodajne wyniki uzyskuje si¢
poprzez bezposrednie sekwencjonowanie
produktow PCR, badz klon6éw tych produk-
tow (RICHARDS i SYKES 1995, POINAR 2003,
HEBSGAARD i wspotaut. 2005, WILLERSLEV i
COOPER 2005).

ANALIZOWANE FRAGMENTY aDNA

W badaniach aDNA najczeSciej wykorzy-
stywany jest mitochondrialny lub chloro-
plastowy kwas dezoksyrybonukleinowy. Ze
wzgledu na to, ze organellowy DNA wyste-
puje w komorce w wielu kopiach, a ponadto
jest chroniony przed czynnikami degraduja-
cymi btona okrywajaca mitochondrium Ilub
chloroplast, jest on zazwyczaj duzo lepiej za-
chowany niz jadrowy DNA. NajczeSciej otrzy-
mywane fragmenty amplifikowanego DNA
organellowego maja dlugosS¢ ponizej 200 pz
i tylko w wyjatkowych przypadkach udaje
siec namnozy¢ fragmenty dluzsze, majace na-
wet 300 pz. Prawdopodobnie jest to woOw-
czas zastuga wyjatkowo korzystnych warun-
koéw srodowiskowych, w jakich znajdowaly
sie¢ probki. Aby uzyska¢ dluzsza sekwencje
nalezy zaprojektowac startery do fragmen-
tow zachodzacych na siebie. Tym sposobem
mozna otrzymac sekwencje o tacznej dihugos-

ci przekraczajacej nawet 1000pz. NajczeSciej
analizowane fragmenty mitochondrialnego
DNA to region kontrolny, cytochrom b, pod-
jednostki rRNA, a ostatnio takze oksydaza
cytochromowa I (COI) (LAMBERT i wspot-
aut. 2005). Jadrowy DNA jest namnazany w
postaci jeszcze krotszych fragmentow — ok.
100 pz. W tym przypadku najczeSciej analizo-
wanymi sekwencjami sa fragmenty chromo-
somOw X i Y u ssakow (CAPELLINI i wspotaut.
2004) lub W i Z u ptakow, umozliwiajace
okreslenie plci badanego osobnika (HYUNEN
i wspotaut. 2003). Jednak w probkach star-
szych niz 1000 lat analiza taka moze byc¢
obarczona duzym btedem, a jej wyniki cz¢sto
sa niejednoznaczne (MATHESON i Loy 2001,
LARCOMBE i wspotaut 2005). Jak zwykle wy-
jatkiem moga tu by¢ tkanki zakonserwowane
w bardzo niskich temperaturach — w wiecz-
nej zmarzlinie lub w lodowcach. ROwniez
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wykorzystanie markerow mikrosatelitarnych
jest ograniczone. Te krotkie, liczace zazwy-
czaj 100-200 pz fragmenty DNA zbudowane
sa z powtarzajacych sie, krotkich sekwencji
np.: CTCTCTCTCTCT lub GACGACGACGAC
(gdzie C = cytozyna, T = tymina, G = guani-
na, A = adenina). Okresla si¢ je niekiedy mia-
nem ,genetycznego jakania”. Pomimo, ze nie
koduja istotnych dla organizmu biatek, od
lat sa intensywnie badane i wykorzystywane,
m.in. w kryminalistyce i sadownictwie. Oka-
zalo sie, ze liczba powtdérzen motywu cha-
rakterystycznego dla danego markera (liczba
,zajaknie¢”) moze bardzo rozni¢ sie miedzy
poszczegOlnymi osobnikami. Ta wlaSciwosc
sprawia, ze kazda osoba ma swoj jedyny i
niepowtarzalny obraz DNA zwany ,profilem
mikrosatelitarnym”. Oznaczajac dlugosSci wy-
branych markerow mikrosatelitarnych moz-
na bardzo precyzyjnie zidentyfikowaé dana

osobe, a takze okresli¢ jej pokrewieistwo z
innymi. Metoda ta wykorzystywana jest ruty-
nowo do testowania ojcostwa, a takze w ba-
daniach kryminalistycznych. Dla naukowcow
niezwykle kuszaca perspektywa jest np. moz-
liwos¢ doktadnego okreslenia pokrewiefistwa
pomiedzy postaciami historycznymi. Nieste-
ty, markery mikrosatelitarne nie zawsze za-
chowuja sie w postaci umozliwiajacej ich
analize. Do tej pory udato si¢ zamplifikowac
i oznaczy¢ dlugos¢ fragmentOw mikrosateli-
tarnych gléwnie w probach nie starszych niz
3000 lat, a i tu wyniki czesto nie byly jedno-
znaczne (SCHULTES i wspotaut. 1999, BURGER
i wspotaut. 2000, CLISSON i wspétaut. 2002).
Niemniej jednak ostatnie badania tkanek za-
konserwowanych w wiecznej zmarzlinie za-
powiadaja przesuniecie tej granicy o wiele
tysiecy lat wstecz (LYDOLPH i wspoétaut. 2000,
ROGAEV i wspoétaut. 2000).

KONTAMINACJA — NIEUSTAJACE ZRODLO PROBLEMOW

Praca z kopalnym DNA stwarza duzo
wicksze trudnoSci techniczne, niz praca z
materialem wspolczesnym. ZawartoS¢ aDNA
w probce jest bardzo mata, a ponadto jest on
najczeSciej silnie zdegradowany. Stosowane
powszechnie polimerazy duzo latwiej namna-
zaja nawet niewielkie iloSci wspotczesnego,
niezniszczonego DNA niz materialu kopal-
nego, dlatego szczegOlnie istotnym zagroze-
niem w tego typu badaniach jest zanieczysz-
czenie wspolczesnym materiatem genetycz-
nym. Weryfikacja autentycznoSci otrzymanej
sekwengji jest zatem niezbednym elementem
badan kopalnego DNA. Oto glowne zasady
postepowania przy okreslaniu autentycznoSci
otrzymanych wynikow (wg POINARA 2003,
HEBSGAARDA i wspotaut. 2005, WILLERSLEVA i
COOPERA 2005):

1. miejsce pracy, w ktorym prowadzi si¢
analizy aDNA powinno by¢ fizycznie odse-
parowane od laboratorium, w ktorym bada
si¢ proby wspolczesne; liczba pracownikow
majacych kontakt z materiatem powinna by¢
ograniczona do niezbednego minimum;

2. sprzet laboratoryjny i odczynniki mu-
sza by¢ przeznaczone jedynie do pracy z ma-

teriatem kopalnym; niezb¢dne jest zachowa-
nie sterylnosci laboratorium;

3. dla kazdej serii izolacji powinna by¢
wykonana kontrola negatywna — poddana
takiej samej obrobce jak izolowany materiat,
lecz nie zawierajaca badanej tkanki;

4. rowniez dla kazdej reakcji PCR musi
by¢ wykonana kontrola negatywna, wykony-
wanie kontroli pozytywnej jest niewskazane;

5. amplifikowane sekwencje powinny
mie¢ odpowiednia dlugos¢ (produkt zazwy-
czaj w granicach 200 pz, na pewno nie wi¢k-
szy niz 1000 pz);

6. produkty PCR, szczegélnie aDNA ho-
minidow i mikroorganizméw powinny byc¢
klonowane, a nast¢pnie przynajmniej kilka
klon6éw dla jednego produktu PCR powinno
by¢ poddane sekwencjonowaniu;

7. analizy powinny by¢ powtdrzone
niezaleznie w przynajmniej dwoch roznych
osrodkach badawczych, otrzymane wyniki
powinny byc¢ zgodne;

8. otrzymane sekwencje powinny miec
sens filogenetyczny.

ODKRYWANIE WYMARLEGO SWIATA

Badanie kopalnego DNA stwarza moz-
liwos¢ dokladniejszego spojrzenia w czasy
minione. Mozemy niemal dotknac¢ ewolugji,

spojrze¢ na dawne populacje czy tez zba-
da¢ wplyw czynnikoéw Srodowiskowych na
pojawianie si¢ i znikanie réznych grup or-
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ganizmow na Ziemi. Mozemy takze ocenié
wpltyw zmian klimatycznych, fragmentacji
srodowiska czy wreszcie samego czlowieka
na poszczegdlne gatunki roslin i zwierzat.
Stajemy przed wyzwaniem spojrzenia na
wtasna historie nie tylko przez pryzmat nauk
humanistycznych, ale r6wniez chlodnego oka
genetyki.

Sztandarowe dzialania genetykéw zajmu-
jacych sie aDNA dotycza glownie zwierzat z
okresu przed ostatnim zlodowaceniem. Tere-
ny, na ktorych obecnie zyjemy, przechodzily
w ciagu ostatnich kilkudziesieciu tysiecy lat
burzliwe przemiany klimatyczne. Wiazato si¢
to takze z dramatyczna przebudowa skladu
fauny na obszarze dzisiejszej Europy. Szczat-
ki tych organizméw od wiekow znajdowa-
ne byly w jaskiniach rozrzuconych na catym
kontynencie. Analiza molekularna koSci zwie-
rzat z poznego plejstocenu jest dopelnieniem
prowadzonych od dziesiatkow lat badan pa-
leontologicznych. Stad tez wiele prac dotyczy
zwierzat wystepujacych w Eurazji. Przedmio-
tem badan sa m.in. niedzwiedzie jaskiniowe
(HOFREITER i wspotaut. 2002) (Ryc. 1), hie-
ny jaskiniowe (HOFREITER i wspotaut. 2004)
i Iwy jaskiniowe (BURGER i wspotaut. 2004).
Wydaje sie¢ jednak, ze najwiecej informacji
dostarczyly przypadkowe, ale na ogromna
skale, znaleziska z Ameryki Polnocnej. In-
tensywne wydobycie zlota na Alasce zaowo-
cowalo niespodziewanym odkryciem dosko-
nale zakonserwowanych zi6z skamieniatoSci

Ryc. 1. Por6wnanie czaszek (A) niedZwiedzia jas-
kiniowego (Ursus spelaeus) i (B) niedzwiedzia
brunatnego (U. arctos) (wg ABLA 1920).

w okolicach Fairbanks. W latach 1930-1960
z wiecznej zmarzliny wydobyto tam tysiace
koSci i zebOw zwierzat z poinego plejstoce-
nu. Ponad 8 ton okazéw paleontologicznych
zdeponowano glownie w American Museum
of Natural History w Nowym Jorku (SHAPIRO
i COOPER 2003). Material ten stwarza unikal-
na mozliwo$¢ poznania zaréwno zaleznoSci
filogenetycznych pomiedzy poszczegolnymi
gatunkami, jak i poSrednio na charaktery-
zacje warunkow Srodowiskowych Beringii
— pomostu ladowego laczacego w okresach
zlodowacen Azje i Ameryke Poinocna. Duza
iloS¢ dobrej jakoSci DNA pozwala rowniez
na przeprowadzenie analiz populacyjnych i
okreslenie np. zmiennoSci genetycznej bada-
nych populacji, oszacowanie ich liczebnoSci
i poziomu migracji (BARNES i wspotaut. 2002,
WILLERSLEV i wspotaut. 2003).

Niektore grupy zwierzat wzbudzaja wy-
jatkowe zainteresowanie zaréwno badaczy,
jak i opinii publicznej. Z pewnoScia naleza
do nich przedstawiciele megafauny, szcze-
gOlnie mamuty. Ci wymarli przedstawiciele
Elephantidae zamieszkiwali rozlegle tereny
Eurazji i Ameryki Potnocnej, obecnie w du-
zej czeSci znajdujace sie pod wieczna zmar-
zlina — fakt ten niewatpliwie utatwil badania
DNA tych zwierzat. Juz w I polowie lat 90.
ubiegtego wieku udalo si¢ zsekwencjonowac
pierwszy fragment cytochromu b czterech
mamutéw wlochatych (Mammuthus primi-
genius) z Syberii, ktorych wiek okreslono na
9700 — ponad 50000 lat (HAGELBERG i wWspOt-
aut. 1994, HOss i wspotaut. 1994). W nastep-
nych latach publikowano kolejne fragmenty
mitochondrialnego DNA (OzAwA i wspolaut.
1997, DEBRUYNE i wspoétaut. 2002), az do
kompletnej sekwencji liczacej 16842 pz (Ro-
GAEV i wspotaut. 2006). Analizy te pozwolily
wreszcie odpowiedzie¢ na pytanie, z ktérym
ze wspolczesnie zyjacych gatunkow stoni te
wymarle olbrzymy byly najblizej spokrewnio-
ne. Obecnie nie ma juz watpliwoSci, ze byly
to stonie indyjskie. Z powodzeniem badane
sa tez inne grupy wymarltych ssakow — m.in.
jelenie olbrzymie (KUEHN i wspotaut. 2005),
ogromne naziemne leniwce (GREENWOOD i
wspoétaut. 2001), przodkowie koniowatych
(JANSEN i wspotaut. 2002, WEINSTOCK i wspot-
aut. 2005), lemury olbrzymie (KARANTH i
wspotaut. 2005). Ciekawe wyniki uzyskano
w przypadku jednego z ostatnich Zzyjacych
przedstawicieli megafauny — pizmowola
(Ovibos moschatus). Naturalny zasieg tych
ssakoOw obejmuje obecnie obszary tundry
Ameryki Polnocnej i Grenlandii, chociaz ich
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szczatki znane sa takze z Eurazji. Dzisiejsza
populacja tych wielkich, doskonale przysto-
sowanych do arktycznych mrozéw przezu-
waczy charakteryzuje si¢ bardzo niskim po-
ziomem zmiennoSci genetycznej. Testy ma-
terialu genetycznego sprzed 20-40 tysiecy
lat wykazaly, ze po osiagnieciu maksimum
przez ostatnie zlodowacenie pizmowoly byly
bliskie catkowitego wyginiecia. Ich popula-
cja gwaltownie sie zmniejszyla i przetrwaly
jedynie nieliczne osobniki w Nowym Swie-
cie. Dlaczego w czasie, kiedy ginely ostatnie
mamuty pizmowotom, cho¢ z trudem, udato
si¢ przetrwac? Oto kolejne frapujace pytanie,
ktore, jak na razie, pozostaje bez odpowiedzi
(MACPHEE i wspotaut. 2005). Wiele gatunkow
zwierzat wygineto lub zostalo wytepionych
przez ludzi juz w czasach historycznych. In-
formacje o nich mieliSmy do tej pory z wy-
kopalisk, niekiedy z rysunkéw. Kopalny DNA
izolowany z ocalalych tkanek tych zwierzat
nie daje pelnego wyobrazenia o tym jak wy-
gladaty czy zyly, pozwala jednak umiescic je
w konkretnym miejscu na drzewie filogene-
tycznym. Przynajmniej wiemy, co straciliSmy!
Jednym z najdrastyczniejszych przykladow
niszczycielskiej dziatalnoSci czlowieka jest
wytepienie krowy morskiej (Hydrodama-
lis gigas) — ssaka z rzedu syren, niegdy$ za-
mieszkujacego plytkie arktyczne wody Morza
Beringa. Bezbronne wobec czlowieka, zabija-
ne glownie na mie¢so i skory, krowy morskie
wyginely w II polowie XVIII w., zaledwie 27
lat po ich odkryciu. Analiza DNA potwierdzi-
la bezsprzecznie przynaleznosS¢ tego wielkie-
go ssaka (o masie ciatla do 10 ton) do syren i
wicksze podobienstwo genetyczne do diugo-
nia (Dugong dugon) niz do manatow (rodzaj
Trichechus) (OZAWA i wspotaut. 1997).
Prawdopodobnie najlepiej poznanymi
przedstawicielami wytepionej przez czlowie-
ka fauny sa strusie moa (Ryc. 2), ktore wyste-
powaly na obu wyspach Nowej Zelandii od
poOinego plejstocenu po holocen. Wszystkie
zostaly wytepione po zasiedleniu wysp przez
ludnos¢ polinezyjska juz w czasach historycz-
nych. Maorysi upodobali sobie bowiem moa
jako atrakcyjne Zzrodlo miesa (HOLDAWAY i
JacoMB 2000). Moa zamieszkiwaly bardzo
rozne siedliska i znacznie roznily sie wiel-
koscia (1-2 m wys. mierzone u nasady szyi,
masa ciala ok. 35-250 kg). Poczatkowo, na
podstawie analiz morfologicznych, sugerowa-
no, ze na Nowej Zelandii zylo bardzo wiele
form tych ptakéw — pierwsze prace z XIX
w. mowily nawet o 64 gatunkach. Stopnio-
wo ich liczbe zmniejszono do 38, a nastep-

nie do 11. Niemniej jednak analizy aDNA
pozwolily ustali¢, ze gatunkéw tych ogrom-
nych strusi byto nie wiecej niz dziewi¢c. Po-
wodem tak duzych rozbieznosci byl niespo-
tykany u innych ptakéw dymorfizm plciowy.
Samice moa, szczegélnie z rodzaju Dinornis,
byly znacznie wicksze niz samce — osiagaly
ok. 150% wysokoSci samcOw i mniej wiecej
280% ich masy ciata (BUNCE i wspotaut. 2003,
HYUNEN i wspotaut. 2003). Dzieki dostepno-
Sci duzej iloSci stosunkowo ,Swiezego” mate-
riatu (proby nie starsze niz 1000 lat) mozli-
we bylo zsekwencjonowanie calego genomu
mitochondrialnego moa olbrzymiego Dinor-
nis spp. (COOPER i wspotaut. 2001). Zebrany
material pozwolil takze na przeprowadzenie
analizy fragmentow jadrowego DNA z chro-
mosomu W. Pozwolilo to na rozroznienie
plci osobnikéw i ostateczne rozstrzygniecie
kwestii tak duzej zmiennoSci morfologicznej
(HYUNEN i wspotaut. 2003).

Czestym problemem w badaniach paleon-
tologicznych i archeologicznych jest obec-

Ryc. 2. Szkielet moa olbrzymiego (rodzaj Dinor-
nis) — dla poréwnania szkielet czlowieka (wg
BUICKA 1931).
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nos$¢ niewielkich fragmentéw koSci lub tez
materiatbw pochodzacych od organizmow
bardzo podobnych morfologicznie — z taka
sytuacja mamy do czynienia np. w przypad-
ku ko6z i owiec, czy tez zwierzat domowych
i ich dzikich przodkéw (NEWMAN i wspol-
aut. 2002). Mozliwos¢ weryfikacji oznaczen
gatunkowych na podstawie badan DNA po-
zwala na wiarygodna weryfikacje rozmaitych
hipotez. Wtasnie tego typu analizy polozyly
kres legendzie o nowym gatunku przezuwa-
czy w poludniowo-wschodniej Azji. Na pod-
stawie skapych materialtow kostnych zbiera-
nych od poczatku XX w. w 1994 r. opisano
zwierze Pseudonovibos spiralis. Przez wiele
lat trwaly spory, z kim najblizej jest spokrew-
niony ten dziwny przezuwacz. Badania mate-
rialu genetycznego wykazaly, ze znajdowane
(gléwnie na targowiskach) nietypowe rogi
nie nalezaly do dzikiego mieszkanca niedo-
stepnej dzungli, ale byly zmySlnie spreparo-
wanymi rogami bydla domowego (OLSON i
HASSANIN 2003).

Badania aDNA wykorzystywane sa takze
w analizach populacyjnych zwierzat wspot-
czeSnie zyjacych, szczegOlnie gatunkow za-
grozonych wyginieciem, np. niedZwiedzia
grizzly; dostarczaja informacji o poziomie
zmiennoSci genetycznej przed dziesiatkami,
setkami czy nawet tysiacami lat (HAUSER i
wspotaut. 2002, LAMBERT i wspotaut. 2002,
MACPHEE i wspotaut. 2005). Dzicki analizie
kopalnego DNA mozna rowniez okresli¢ tem-
po przemian ewolucyjnych pod wplywem
zmian klimatycznych (jak w przypadku piz-
mowota) lub zmian wywotanych w Srodowi-
sku dzialalnoScia cztowieka. W szczegolnych
przypadkach (m.in. u hawajskiej krzyzowki
bialookiej Anas laysanensis czy tez u chrzasz-
cza Cicindela dorsalis dorsalis z rodziny
trzyszczowatych) testy aDNA pozwalaja usta-
li¢ pierwotny zasieg wystepowania gatunku,
co ulatwia pozniejsza reintrodukcje ocalatych
osobnik6w (WILLERSLEV i COOPPER 2005).
Takze nasz zespol, wspolnie z naukowcami
z Instytutu Systematyki i Ewolucji Zwierzat
PAN w Krakowie oraz Oklahoma State Uni-
versity w Stillwater, dotaczyl do grona na-
ukowcow odkrywajacych tajemnice kopalne-
go DNA. Udalo nam si¢ wyizolowa¢ aDNA z
zebow nietoperzy z rodzaju Myotis z Jaskini
Nietoperzowej z Wyzyny Krakowsko-Czesto-
chowskiej sprzed ponad 800 lat, a nastepnie
zsekwencjonowac caly, liczacy 1140 nukleo-
tydow gen mitochondrialny — cytochrom b.
Zebrane dane pozwolily odkry¢ nowy gatu-
nek nietoperza dla Polski. Mamy nadzieje, ze

szczegOlowe analizy pozwola nam rowniez
odpowiedzie¢ na szereg pytan dotyczacych
struktury populacji i migracji tych niezwykle
interesujacych ssakow (W. Bogdanowicz, M.
Gajewska, T. Postawa, R. A. Van Den Bussche
dane niepublikowane).

Niemniej jednak chyba najbardziej fascy-
nujaca czeScia analiz kopalnego materiatu
genetycznego jest badanie ludzkiego DNA.
Nowe horyzonty dla antropologii, archeolo-
gii czy historii przyciagaja rzesze naukow-
coOw. Nalezy pamictaé, ze jest to nie tylko
najbardziej frapujacy, ale takze jeden najtrud-
niejszych rodzajow analiz genetycznych, ze
wzgledu na najwieksza mozliwos¢ zanieczysz-
czenia materialem wspolczesnym. Jednym z
podstawowych pytan stawianych przez arche-
ologéw i antropologoéw jest pytanie o tempo
i kolejnosc¢ zasiedlania poszczegolnych ladow
przez Homo sapiens. Badania genetyczne sa
niezwykle pomocne w rozwiklaniu tej zagad-
ki. Co ciekawe, badania te nie tylko obejmu-
ja czlowieka, ale takze zwierzeta, ktore mu w
tych wedrowkach, nie zawsze za jego zgoda,
towarzyszyly — analizy DNA pochodzacego
ze szczatkow szczurOw pozwolity przesledzic
droge kolonizacji wysp Pacyfiku (MATISOO-
SMITH i ROBINS 2004). Badania aDNA umoz-
liwiaja takze lepsze poznanie i zrozumienie
antycznych kultur, m.in. Etrusk6w (CAPELLINI
i wspotaut. 2004), Indian prekolumbijskich
(JoNEs 2003), mieszkancow Wysp Andaman-
skich (ENDICOTT i wspotaut. 2003) i aboryge-
néw z Australii (ADCOCK i wspotaut. 2001),
dostarczaja informacji o strukturze ludnosci i
jej migracjach, powstawaniu i ewolucji jezy-
kow, a nawet przyczynach i zasiegu chorob
zakaznych takich jak dzuma czy trad (COOPER
i WAYNE 1998). Jednymi z pierwszych prac
poswieconych aDNA byly badania mumii ze
starozytnego Egiptu (PAABO 1985). Mumifi-
kacja szczatkow stwarza dobre warunki do
przetrwania fragmentow DNA o stosunkowo
dobrej jakosci. Polska archeologia ma ogrom-
ne osiagniecia w odkrywaniu tajemnic Doli-
ny Nilu, zatem pomyst interdyscyplinarnych
badafn na bazie materialow ze starozytnego
Egiptu byl jedynie kwestia czasu. W analizy
genetyczne staroegipskich mumii wlaczyli sie
naukowcy z Collegium Medicum w Bydgosz-
czy. Zsekwencjonowali oni fragment mito-
chondrialnego aDNA mumii kaplanki Izydy,
znanej jako Aset-iri-khet-es, z nekropoli w
el-Gamhud, a znajdujacej si¢ w Muzeum Ar-
cheologicznym w Krakowie. W badanym ma-
teriale udato sie wykry¢ mutacje stwierdzana
takze wspolczesnie u mieszkancow Srodko-
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wego Wschodu, co z jednej strony pozwoli-
to na potwierdzenie przynaleznoSci etnicznej
kaptanki, zaS z drugiej wskazalo na bardzo
dawne pochodzenie zaobserwowanej zmiany
w DNA (GRZYBOWSKI i wspotaut. 2001). Coraz
intensywniej rozwijaja si¢ takze analizy z po-
granicza kryminalistyki i archeologii, majace
na celu identyfikacje konkretnych osob. Naj-
bardziej spektakularna byla chyba identyfika-
cja na podstawie DNA ostatniego cara Rosji
— Mikotaja II i jego rodziny (GILL i wspotaut.
1994). Analizy molekularne wykorzystano
takze w poszukiwaniach szczatkéw innych
postaci historycznych — czlonkéw francu-
skiej rodziny krolewskiej (JEHAES i wspoOlaut.
2001), wtoskich rodoéw ksiazecych, a nawet
Swietego Eukasza (VERNESI i wspotaut. 2001).
Na weryfikacje czekaja szczatki kolejnych po-

staci historycznych — m.in. odkryte niedaw-
no w Katedrze Fromborskiej kosci, nalezace
najprawdopodobniej do Mikotaja Kopernika.

Badania genetyczne innych hominidow
— przede wszystkim Neandertalczyka (Homo
neanderthalensis), pozwalaja rOwniez coraz
doktadniej zbadac przeszioS¢ Homo sapiens.
Wiemy juz z prac wykopaliskowych, ze nie
zawsze byliSmy jedynym rozumnym gatun-
kiem na naszej planecie. Niemniej jednak
dopiero analizy aDNA u H. neanderthalensis
dostarczyly niezbitych dowodow na to, ze te
dwie grupy hominidéw nie krzyzowaly sie
ze soba, pomimo faktu, ze wystepowaly w
tym samym czasie i w tych samych rejonach
globu (SERRE i wspoétaut. 2004). Dlaczego tak
sie dzialo? To pytanie pozostaje na razie bez
jednoznacznej odpowiedzi.

NAJWIEKSZE POMYLKI

Historia badan aDNA to niekiedy histo-
ria sukcesoéw, ktore przeradzaly sic w kle-
ske. Przyczyna byla zazwyczaj kontaminacja
wspotczesnym materialem genetycznym, do
ktorej dochodzilo na skutek niezachowa-
nia odpowiedniego rezimu laboratoryjnego.
Pierwsze sukcesy w analizie kopalnego DNA
rozbudzily nie tylko marzenia badaczy, ale i
zadze sukcesu, chec bycia tym, ktory odstoni
najstarszy fragment z historii zycia na Ziemi.
Prace publikowane w najlepszych czasopis-
mach naukowych w I polowie lat 90. ubieg-
tego wieku donosily o poznaniu sekwencji
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coraz to starszych organizmoéw. Niestety,
wszystkie wyniki dla prob starszych niz mi-
lion lat okazaly sie nieprawdziwe (Ryc. 3).
W 1994 r. prestizowe ,Science” doniosto o
zsekwencjonowaniu fragmentu DNA pocho-
dzacego z kosci dinozaura znalezionej w ko-
palni w USA (WOODWARD i wspotaut 1994).
Dos¢ szybko jednak badany material okazat
siec by¢ DNA pochodzacym od czlowieka.
Kompletnym fiaskiem zakonczyly si¢ bada-
nia owadoéw zakonserwowanych w burszty-
nie. Wyniki podane w rownie prestizowym
LNature” w 1993 r. jako liczaca ok. 130 mi-
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Ryc. 3. Por6wnanie wieku wybranych prébek, z ktorych wyizolowano aDNA.

Ciemniejszym kolorem oznaczono proby, ktorych wyniki zostaty zakwestionowane. Gruba linia zaznaczono
wiek 1 miliona lat — szacowany maksymalny okres przetrwania DNA w materiatach kopalnych.
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lionow lat sekwencja chrzaszcza z bursztynu
libanskiego (CANO i wspotaut. 1993), to wy-
nik zanieczyszczenia materialem genetycz-
nym wspotczesnych grzybéw. Inne, ,duzo”
mlodsze sekwencje owadow zamkni¢tych w
bursztynie (szacowane na 20-40 milionow
lat) takze okazaly si¢ artefaktami. ROwniez
w przypadku roslin dochodzitlo do istotnych
pomylek. Sekwencja opisywana jako nalezaca
do magnolii sprzed 20 milionéw lat (GOLEN-
BERG i wspolaut. 1990) okazata sie artefak-
tem, prawdopodobnie mikrobiologicznego
pochodzenia. Takze badania DNA izolowa-
nego z krysztatléw halitu, a przypisywanego
mikroorganizmom sprzed 250-415 miliono6w

lat (VREELAND i wspotaut. 2000) wzbudzaja
wiecej glosow krytyki niz aprobaty. Kwestio-
nuje si¢ zaroOwno datowanie mineralow, jak i
powtarzalnoS¢ wynikow, zastrzezenia budzi
takze podobiefstwo otrzymanych sekwencji
do wspotczesnych organizméw (HEBSGAARD i
wspotaut. 2005). Nie tylko bardzo stare prob-
ki moga by¢ Zrédlem problemoéw. Zanim wy-
kazano, ze mityczny Pseudonovibos spiralis
nie istnieje, na skutek zanieczyszczenia prob
materiatem od réznych przezuwaczy, opisy-
wano go (w zaleznoSci od tego, czym byla
zanieczyszczona probka) jako blizej spokrew-
nionego z kozami lub bawolami (OLSON i
HASSANIN 2003).

CO DALEJ Z aDNA?

Nalezy spodziewac si¢, ze badania aDNA
beda prowadzone na coraz szersza skale.
Analizy materialu genetycznego zachowane-
go w pokrytych wiecznym lodem terenach
Ameryki Potnocnej i Eurazji dostarcza nam z
informacji o faunie i florze sprzed tysi¢cy lat,
pozwola przesledzi¢ procesy ewolucyjne, mi-
gracje organizmow miedzy Starym i Nowym
Swiatem, by¢ moze ulatwiag zrozumienie po-
jawiania sie¢ i znikania gatunkéw (LYDOLPH i
wspoétaut. 2006). Co rok do grona wielkich
lub matych nieobecnych dotaczaja nowe ga-
tunki roSlin i zwierzat. Z niecierpliwoscia
oczekiwane sa wyniki badann aDNA odkrytych
niedawno szczatkow Homo floresiensis — ho-
minida, wielkoSci Tolkienowskiego hobbita,
ktory jeszcze kilkanascie tysiecy lat temu zyt
na indonezyjskiej wyspie Flores. Wraz z poja-
wianiem si¢ nowych metod genetyki moleku-
larnej mozemy oczekiwal coraz doktadniej-
szych i precyzyjniejszych rezultatow. Prace
opublikowane w ostatnich miesiacach dono-
sza np. o przeanalizowaniu 28 milionow (1)
nukleotydow sekwencji jadrowego DNA ma-
muta wlochatego. Stato sie to mozliwe dzieki
zastosowaniu nowych technik namnazania i
sekwencjonowania materialu genetycznego
(POINAR i wspotaut. 2006). Czy zatem moze-
my oczekiwacé prawdziwego ,Parku Jurajskie-
g0”? Jest to raczej malo prawdopodobne, bio-
rac pod uwage, ze wielkoS¢ calego genomu

ssaka to kilka miliardow nukleotydow. Nie
nalezy liczy¢ na to, ze w najblizszym czasie
pojawia sie¢ stada mamutéw ani tym bardziej
dinozauré6w stworzonych czy to na potrze-
by turystow, czy tez naukowcow. Ale jedno
jest pewne. Bedziemy coraz lepiej poznawacd
przesztoS¢ naszego, a moze i nie tylko nasze-
go Swiata. Pierwszym cialem niebieskim, z
ktorego materialy zostana prawdopodobnie
zbadane w ten sposOb, bedzie Mars (WiL-
LERSLEV i COOPER 2005). Niskie temperatury
panujace na tej planecie i sugerowana obec-
nos$¢ wody, przynajmniej w minionych okre-
sach geologicznych, daja szans¢ na znalezie-
nie tam Sladow zycia, by¢ moze przypomina-
jacego ziemskie. OczywiScie procedury wery-
fikacji autentycznoSci takich wynikow musza
by¢ jeszcze ostrzejsze niz w przypadku prob
ziemskiego pochodzenia. Badanie odleglych
cial niebieskich to na razie sprawa przyszio-
Sci, jednak juz dzi§ procedury opracowane
na potrzeby kopalnego DNA znajduja prak-
tyczne zastosowanie. Nasze laboratorium sto-
suje je m.in. w badaniu okazéw muzealnych,
a takze wyrobow i produktow biologicznych
nieznanego pochodzenia, np. zatrzymanych
przez stuzby celne. Nie ulega watpliwosci, ze
analizy kopalnego DNA sa coraz cenniejszym
narzedziem w rekach naukowcow i tylko po-
mystowosS¢ badaczy jest granica dla ich zasto-
sowania.

ANCIENT DNA — LESSON FROM THE PAST

Summary

Under certain conditions small amounts of DNA
can survive for long periods of time and may be

used as substrates in the polymerase chain reaction
(PCR) for the study of phylogeny and population ge-
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netics of extinct animals and plants. About 20 years
ago, DNA sequences were separately described from
the quagga and an ancient Egyptian individual; what
made these DNA sequences exceptional was that
they were derived from 140- and 2,400-year-old spec-
imens. More recently, ancient DNA (aDNA) has been
used to study phylogenetic relationships of protists,
fungi, algae, plants, and higher eukaryotes such as
extinct horses, cave bears, woolly mammoths, the
moa, and Neanderthal. In the past few years, this
approach has been extended to the study of infec-
tious disease in ancient mummies from Egypt and
South America; they suggested a butchery pattern
indicative of a human population under resource
stress, revealed dietary habits of ancient animals,
and helped to understand how climatic change

impacts biological diversity. However, the field of
aDNA is still regularly marred by erroneous reports,
which underestimate the extent of contamination
within laboratories and samples themselves. Deeper
understanding of these processes and the effects of
damage on aDNA templates has started to provide
a more robust basis for research. DNA sequencing
of the entire mitochondrial cytochrome b of Myo-
tis myotis sensu lato in our molecular laboratory
allowed the comparison of aDNA sequences (dat-
ing back to ca. 830 years BP) with those of modern
bats to assess their genetic relationships. Initial re-
sults have revealed surprisingly complex population
histories, and indicate that modern studies may give
misleading impressions about even the recent evolu-
tionary past.
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