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Analiza DNA tura (Bos primigenius)

W potowie 2008 r. w czasopi$mie ,PLoS ONE” ukazala sie praca Resurrection of
DNA function in vivo from an extinct genome (Pask i wsp., 2008). Autorzy doniesli
o uzyskaniu ekspresji w zarodkach myszy wzmacniacza genu kolagenu (Col2A1)uzyska-
nego z wilka tasmariskiego, wymartego torbacza. Uzyskanie ekspresji genu reportero-
wego wskazalo, ze wprowadzony do myszy element regulatorowy zbudowany z 264 par
zasad pelnit swoja funkcje. Autorzy i media na calym §wiecie nazwaly wynik doswiadcze-
nia ,,ozywieniem” wymarlego gatunku i skupily uwage nad mozliwo$ciami poznawania
informacji genetycznej wymarlych zwierzat. Podobne prace na DNA tura wykonuje
w kraju od 2007 r. zespét badaczy pod kierunkiem Ryszarda Stomskiego na Uniwersytecie
Przyrodniczym w Poznaniu oraz w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu.

Sukces badaczy australijskich wynika z kontynuacji rozpoczetego w 1999 r. przez Aus-
tralian Museumw Sydney wykorzystania starozytnego DNA (ang. ancient DNA, aDNA)
do klonowania wymartego wilka workowatego (7hylacinus cynocephalus). Tygrys (wilk)
tasmariski byl miesozernym torbaczem zamieszkujacym Australie, ostatni osobnik zmart
w Beaumaris Private Zoo w Hobart na Tasmanii w 1936 r. W zwiazku z projektem
»Drzywrécenia do zycia” wymartego gatunku w oparciu o technologie aDNA, doszlo do
pobudzenia publicznej reakcji na konfrontacje spoleczeristwa z biotechnologia (Flet-
cher, 2008). Tygrys workowaty posiada dla Tasmanii olbrzymie znaczenie symboliczne,
poniewaz wlasnie dla niego w 1936 r. utworzono pierwsze prawo ochrony zagrozonych
zwierzat, ktére stosowano przez 59 dni zycia ostatniego osobnika. Badacze uzyskali
mozliwo$cé izolacji DNA z przechowywanych w alkoholu mlodych osobnikéw oraz kosci,
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zeb6w 1 wyschnietych mie$ni innych osobnikéw. Po uzyskaniu caltkowitego DNA, pro-
jekt zakladal przystapienie do odtworzenia calego genomu oraz do wprowadzenia do za-
rodka gatunku zastepczego — diabla tasmariskiego. W 2000 r. udato sie uzyskac wystar-
czajaca ilo§¢ DNA do rozpoczecia odtwarzania catych chromosoméw, w 2002 r. repliko-
wano 4 odcinki z 3 genéw z zastosowaniem reakcji PCR. W lutym 2005 r. jednak zakori-
czono projekt ze wzgledu na staba jako$¢ dostepnego DNA. Wskazywano na naukowa
niepewnos$¢ zwigzang z aDNA i klonowaniem, zagrozeniami ze strony odtworzonego wy-
martego gatunku dla modelu ochrony srodowiska naturalnego. Ponadto sugerowano,
ze wymieranie stanowi naturalna i potezna bariere, ktérej nie wolno przekracza¢ mimo
mozliwo$ci wspélczesnej nauki. Jednak uzyskanie klonowanej owcy Dolly §wiadczy
o tym, ze wspoélczesnie istniejace granice moga by¢ w przysztosci przelamane. Podobny
projekt dotyczacy Plejstoceriskiego Parkuna Syberii pomaga okreslié role zwierzat plej-
stoceriskich w utrzymaniu wlasnego ekosystemu. Jednocze$nie mozna lepiej oceni¢ réz-
norodnos$¢ genetyczna wystepujaca w przeszlosci i zwiekszy¢ skutecznosc dziatan zwia-
zanych z ochrona wymierajacych gatunkéw (Fletcher, 2008).

Ciekawy przyklad odtworzenia wymartego podgatunku zebry stanowi kwaga (Equus
quagga). Ostatnie zwierze padto w ZOO w Amsterdamie w 1883 r., a na wolno$ci zos-
talo upolowane w Potudniowej Afryce ok. 1878 r. Kwaga byla pierwszym wymarlym
gatunkiem, dla ktérego podjeto analize DNA. Przeprowadzone badania poréwnawcze
mitochondrialnego DNA o wielkosci 567 par zasad wskazaly, ze kwaga nie stanowi
odrebnego gatunku, ale nalezy do bardzo zréznicowanej grupy zebr stepowych Equus
burchelli, od ktérych oddzielita sie 120 000-290 000 lat temu (Leonard i wsp., 2005).
W marcu 1987 r. Reinhold Rau zapoczatkowal Projekt Kwaga, ktérego celem byto od-
tworzenie kwagi przez selektywna hodowle odpowiednio umaszczonych osobnikéw
zebry stepowej. W 2006 r. naukowcom udatlo sie uzyskac trzecie i czwarte pokolenie
zwierzat, ktére wygladem bardzo przypominaja wymarlg kwage. Wielu badaczy uznaje
podobienistwo koloru siersci za wystarczajacy dowdd jej odtworzenia.

Gatunek badany w naszych laboratoriach - tur (Bos primigeniusBojanus, 1827) jest
wymarlym gatunkiem ssakéw z rzedu parzystokopytnych, kojarzonym z Polska. Z opi-
s6w w starych kronikach i zachowanych drzeworytéw wynika, ze byt bardzo podobny
do duzych ras bydta, jednak dostepny materiat wykopaliskowy jest niewielki. Badania
archeologiczne i genetyczne wskazuja, ze wspolczesne bydlo powstalo w wyniku dwu-
krotnego udomowienia tura (Bos primigenius) w potudniowo-zachodniej Azji, prowadzac
do bydta tauroidalnego (Bos taurus) i zebuidalnego (Bos indicus). Wskazywano réwniez
niezalezne miejsca udomowienia w Afryce i wschodniej Azji, badania aDNA sugeruja
mozliwa lokalna introgresje od dzikiego tura. Achilli i wsp. (2008) przeprowadzili sek-
wencjonowanie catego genomu mitochondrialnego wspélczesnego bydta, wskazujac, ze
wymarle tury w Europie okazjonalnie przekazywaly mtDNA do udomowionego bydia
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tauroidalnego, i sugerujac pojedyncze udomowienie B. taurus na Bliskim Wschodzie
w neolicie, 9-11 tys. lat temu.

Przodkowie tura pojawili sie w Europie w epoce lodowcowej. Pierwotnie tur wyste-
powal w kilku odmianach na obszarach lesnych Azji i Europy oraz na péinocy Afryki.
W miare rozwoju rolnictwa powierzchnia laséw kurczyla sie, a wraz z nig §rodowisko
zycia tura. Tury zniknely najpierw z Europy Zachodniej, w X wieku z Francji, miedzy
XTI i XII wiekiem z Niemiec. W XIV wieku zyly juz tylko na Mazowszu, a przywilej polo-
wania na tury znajdowatl sie jedynie w rekach ksiazecych. Wiasnie z powodu powolnego
wymierania tura, szczegélnie w Europie Zachodniej, bardzo trudno jest uzyskac opis
wygladu tego zwierzecia, ktére w dodatku czesto mylono z zubrem, jak wynika z ilustra-
cjiwksiazce Zygmunta Herbersteina wydanej w 1556 r.: Urus sum, polonis Tur, germa-
nis Aurox: ignari Bisontis nomen dederant (Urus jestem, po polsku tur, po niemiecku
aurox: nieuki zowia mnie bizontem). Na podstawie zachowanych nielicznych pelnych
szkieletéw mozna okresli¢, ze tur byl zwierzeciem poteznym, dlugo$é tutowia z gtowa
wynosita ok. 3,2 m, dlugo$¢ ogona 1,4 m, wysoko$c¢ w klebie 1,9 m, a waga do 800 kg
(ryc. 1). Wystepowata znaczna réznica miedzy wielko$cia samcéw i samic. Tury posia-
daly charakterystyczna brunatnoczarna siersc, z jasniejsza prega na grzbiecie, na czole
byly kedzierzawe. Rogi byly dlugie, krecone, do 80 cm dlugo$ci, skierowane ostrzem
na boki. Ruja wypadata we wrzes$niu, a na §wiat przychodzilo od 1 do 2 mlodych.

POLOGNIL

Ryc. 1. Tlustracja przedstawiajaca zubra (z lewej) i tura (z prawej)
z ksiazki Leonarda Chodzko , La Pologne”, Paryz, 1836-1837

W Polsce zdawano sobie sprawe z obnizania poglowia tura i jako pierwszy w Euro-
pie i na §wiecie wprowadzono system ochrony zwierzat. Juz w 1523 r. za panowania
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Zygmunta II Augusta ogloszono w Statucie Litewskim ochrone zubra, tura, bobra,
sokola i tabedzia. W 1578 r. Stefan Batory wydatl dekret zakazujacy uzywania wlokéw,
bosakéw i sieci o zbyt malych oczkach do potowu ryb. Wprowadzono réwniez okres
ochronny dla ryb odbywajacych tarlo. Zygmunt III Waza wzmocnil swoimi przepisami
statut ochronny tura w Puszczy Jaktorowskiej. Z dostepnych danych wynika, ze w 1559
r. byto ponad 50 osobnikéw, w 1599 r. pozostaly juz tylko 24 zwierzeta, w 1602 r. zaled-
wie 1 krowa i 3 byki, w 1620 r. padt ostatni byk, a w 1627 r. ostatnia krowa. Pierwotnie
przypuszczano, ze przyczyna wyginiecia turéw byta choroba, ktéra zarazily sie od bydta
wypasanego w poblizu puszczy.

Pamiec o turze na terenach Polski jest bardzo zywa, w Jaktorowie, wsi w woje-
wodztwie mazowieckim, w powiecie grodziskim, nad rzeka Pisiag Tuczna postawiono
pomnik tura, glaz narzutowy o obwodzie 850 cm z napisem 7ur — Bos primigenius Boja-
nus, przodek bydia domowego, przezyt na terenie rezerwatu Puszczy Jaktorowskiej do
roku 1627. Rogi turéw przedstawiaja ogromng wartosc, sa bezcennymi skarbami kultury
narodowej. Najstynniejsze znajduja sie w Wieliczce i Sztokholmie (ryc. 2).

Ryc. 2. Rég tura ze zbrojowni krélewskiej w Sztokholmie z napisem: ,,R6g turzy ostatniego turu

z Puszczy Sochaczewskiej od wojewody rawskiego Stanistawa Radziejowskiego na ten czas

starosti sochaczewskiego r. 1620”. Wykonany z rogu ostatniego byka z Puszczy Sochaczewskiej,

wilasnosé kréla Zygmunta III Wazy, zrabowany przez Szwedéw w sierpniu 1655 r. po zdobyciu

Warszawy. Rég Bractwa Kopaczy Wielickich. Turze rogi przedstawiaja ogromna wartosc,
sg bezcennymi skarbami kultury narodowe;j.

Turze rogi, wypelnione woskiem, wykorzystywane byly jako lampy gérnicze przez
wielickich gwarkéw. Seweryn Boner, od 1523 r. zupnik, ofiaruje bractwu rég tura.
Albert Diirer oprawia go w srebro w 1534 r. Rég skradziono pod koniec XIX wieku
i sprzedano w antykwariacie w Wiedniu - zakupit go stynny bankier Rothschild, ale w te-
stamencie zapisal przekazanie rogu prawowitemu wlascicielowi — Kopalni Soli w Wie-
liczce, gdzie jest obecnie wystawiany.
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Badania starozytnego DNA (ang. ancient DNA, aDNA) umozliwiajg odbycie swoistej
podrézy w czasie i dlatego zachecaja wielu badaczy. Niestety, nie zawsze mozliwe jest
uzyskanie wiarygodnych, powtarzalnych wynikéw, a badania sg trudniejsze od rutynowo
wykonywanych. Analiza aDNA oferuje réwniez unikatowa mozliwo§¢ poznania dawno
wymarlych organizméw i gatunkéw, przyczyniajac sie do zrozumienia ewolucji i wielu
procesow genetyki molekularnej (Paiabo i wsp., 2004).

Archeologia molekularna obejmuje analize materiatu biologicznego starszego niz
75 lat. Pierwsze badania aDNA zostaly wykonane w latach 80. XX w. i dotyczyly mito-
chondrialnego DNA (mtDNA) wymartej kwagi, zwierzecia podobnego do zebry (Higuchi
iwsp., 1984). Nastepnie analizom poddano jadrowy DNA liczacej 2400 lat mumii egip-
skiej (P4idbo, 1985). Uzyskanie DNA do badari stanowi bardzo istotny problem. Najcze$-
ciej wykorzystuje sie do analiz materialy pochodzace z muzeéw, znalezisk archeologicz-
nych, pozostato$ci koéci lub innych materiatéw, z ktérych mozna uzyskaé¢ DNA i okreslié
jego sekwencje nukleotydowa. Wydaje sie, ze $wiezo wydobyte kosci nadaja sie duzo
lepiej do analiz, dzieki wiekszej wydajnosci izolacji DNA niz materiat zgromadzony w mu-
zeach. Pruvost i wsp. (2007) wskazali w badaniach nad turem, ze nawet 6 razy wiecej
DNA mozna uzyskac ze §wiezo wydobytych kosci tura, w poréwnaniu z ko§¢mi podda-
nymi standardowym procedurom oczyszczania. Nasza wiedza o wymartych gatunkach
w duzym stopniu pochodzi z analiz filogenetycznych skamieniatosci. Prawdopodobnie
nigdy nie uda sie analizowaé DNA z materiatlu starszego niz 130 000 lat. Podczas mine-
ralizacji ko$ci dochodzi do degradacji i modyfikacji chemicznej DNA, stad badania
aDNA stanowia wielkie wyzwanie metodologiczne i koncepcyjne dla paleogenetykéw.
Temperatura wydaje sie by¢ istotnym czynnikiem wplywajacym na zachowanie DNA,
ale biora w tym udzial takze czynniki wplywajace na reakcje chemiczne, jak pH, poten-
cjal redukujacy, utlenianie, promieniowanie, sktad chemiczny kosci i gleby oraz hydro-
logia. Wykazano, ze ko$ci sa cze$ciowo niszczone przez bakterie i grzyby i w tych
miejscach z reguly rozpoczyna sie mineralizacja. Standardowo stosowane oczyszczanie
znalezisk i dzialanie §rodkami utrwalajacymi moze przyczyniac sie do degradacji mate-
rialu genetycznego, z kolei przechowywanie kosci bezposrednio po ich wydobyciu
w warunkach aseptycznych, ograniczajacych ryzyko zanieczyszczenia DNA pochodza-
cym od czlowieka, zywnosci, zwierzat domowych i DNA Srodowiskowego znacznie
sprzyja wydajno$ci izolacji aDNA.

Po $mierci organizmu zachodza w ko$ciach rézne procesy wplywajace na zacho-
wanie DNA, obejmujace rozklad przez bakterie, poprzez degradacje chemiczna, gtéwnie
przez depurynacje, az do prawie catkowitej degradacji DNA. Degradacje przyspiesza
réwniez autoklawowanie ko$ci oraz ich konserwacja. Mycie ko$ci tura wykopanych
z osadéw o wartosci pH 7,5 woda z kranu o pH 5,5 prowadzi do obnizenia pH do niezna-
nego poziomu. Ponadto obnizenie zawartosci soli moze zwiekszy¢ szybkos$¢ degradacji
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DNA, gdyz depurynacja jest 7-krotnie szybsza, kiedy stezenie NaCl obniza sie z 0,1 M
do zera. Ponadto mycie skamienialych ko$ci moze usuna¢ wiekszosc rozpuszczalnego
DNA, co w polaczeniu z podwyzszeniem temperatury w miejscach przechowywania
przyspiesza degradacje DNA w wydobytych ko$ciach tura (Pruvost i wsp., 2007).

W momencie $mierci organizmu zaczynaja przewazac¢ nukleazy nad enzymami
naprawy DNA, co prowadzi do szybkiej hydrolizy nici DNA. W pewnych warunkach, jak
gwaltowne wysuszenie, zamrozenie i wysokie zasolenie, pewna cze$¢ DNA pozostaje
nienaruszona ze wzgledu na brak aktywacji nukleaz. Dzialaja jednak nadal promienio-
wanie, utlenianie, hydroliza, przyczyniajac sie do powstawania bardzo matych fragmen-
téw DNA, stad najwiecej badan prowadzi sie raczej na mtDNA niz DNA jadrowym,
poniewaz wiecej kopii mtDNA sprzyja mozliwo$ci jego zachowania. Chemiczne zmiany
fragmentéw DNA stwarzaja dodatkowe problemy, reakcja PCR jest czesto zatrzymy-
wana w wyniku wbhudowania nieodpowiedniej zasady podczas syntezy nici komplemen-
tarnej. Prowadzone sa réwniez badania z zastosowaniem oczyszczonych enzymoéw na-
prawczych wypelniajacych brakujace fragmenty DNA i taczacych je do uzyskania orygi-
nalnej sekwencji (Nicholls, 2005).

Wiekszos¢ tkanek wykorzystywanych podczas badania aDNA zawiera nie tylko DNA
organizmu badanego, ale takze DNA grzyb6éw i bakterii. Tego typu zanieczyszczenia
mozna wyeliminowac poprzez zastosowanie w reakcji PCR starteréw specyficznych
gatunkowo. Najwiecej probleméw stwarzaja ,,zewnetrzne zanieczyszczenia”, poniewaz
niski poziom aDNA moze by¢ zdominowany przez niewielka ilo§¢ wysokiej jakos$ci
wspolczesnego DNA, wystepujacego w laboratorium. Najwiecej probleméw stwarza
praca nad aDNA czlowieka, poniewaz trudno jest odréznié starozytny DNA czlowieka
od DNA cztowieka wspoélczesnego. Koéci maja strukture gabczasta, za zycia zawieraja
8% powietrza, a po $mierci od 40 do 50%, stad podczas mycia znalezionych ko$ci istnie-
je wysokie ryzyko wnikniecia wspétczesnego DNA czlowieka do wnetrza kosci (Nicholls,
2005). Powyzsze problemy moga cze$ciowo ttumaczyd, dlaczego badacze aDNA sku-
piaja sie na analizie wymarlych gatunkéw, jak niedZzwiedz jaskiniowy, wilk tasmariski czy
tur. Te zwierzeta juz nie istnieja, stad wystepuja duzo mniejsze szanse na zanieczysz-
czenie prébek wspoélczesnym DNA.

Badania nad DNA tura zostaly podjete w Polsce z inicjatywy Polskiej Fundacji
Odtworzenia Tura. Fundacja postawila sobie za zadanie odtworzenie tura. Celem dodat-
kowym jest okreslenie pokrewieristwa ze wspolcze$nie Zyjacymi rasami bydla oraz
przygotowanie zwierzat zawierajacych geny tura. Jak wiadomo z prac nad odtworzeniem
tygrysa tasmanskiego, takie zadanie nie jest w pelni realne, jednak mozna powiedzie¢,
ze pobudzenie dyskusji w mediach stanowi juz bardzo duze osiagniecie czy nawet wrecz
,0zywienie” tura. Badanie aDNA zwiazane jest z uzyskaniem materialu do badan. Ponie-
waz szczatki tura nie sa uznawane za cenne znaleziska archeologiczne, nie sa groma-
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dzone i trudno jest uzyskaé w pelni potwierdzone szczatki tura. Réwniez cze$¢ ma-
terialu dostepnego w muzeach nie nadaje sie do badan, ze wzgledu na konserwacje
klejami pochodzenia zwierzecego. Najbardziej przydatnymi szczatkami tura, i zreszta
najbardziej dostepnymi, sa kosci, zeby oraz mozdzenie, na ktérych osadzone byty poch-
wy rogowe (ryc. 3). Do badani wybiera sie fragment, ktéry byt jak najmniej narazony na
kontakt ze Srodowiskiem wewnetrznym, np. fragment mozdzenia uzyskany z wewnetrz-
nej jego czesci lub wnetrze zeba. Do badan poréwnawczych wykorzystywana jest krew
domowego i dzikiego bydta.

Ryc. 3. Czaszka tura ze zbioréw Katedry Anatomii Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu prezentowana przez prof. Stomskiego podczas uroczystosci promocji ksigzki
Czy tur powrdci do polskich lasow w Gimnazjum w Turku (Dzieduszycki i wsp., 2008)

Najwazniejszy etap prac molekularnych stanowi wyizolowanie DNA. Dla ulatwienia
ekstrakcji jak najwiekszej ilos$ci dostepnego DNA, wazne jest zewnetrzne oczyszczenie
probki z zanieczyszczen oraz jej rozdrobnienie. W przypadku zeba mozna uzyskaé od-
wiert z jego wnetrza, a w przypadku mozdzenia czy innych fragmentéw ko$ci, materiat
rozbija sie mechanicznie, a nastepnie rozciera w cieklym azocie w warunkach steryl-
nych, aby nie wprowadza¢ dodatkowych zanieczyszczen. Nastepnie bardzo wazny etap
stanowi sama procedura izolacji, do ktérej mozna wykorzysta¢ dostepne komercyjnie
zestawy, jak réwniez zastosowaé metody tradycyjne izolacji, ktére w naszym laborato-
rium zaowocowaly uzyskaniem wysokiej jako$ci preparatu aDNA (ryc. 4).
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Ryc. 4. Preparat genomowego DNA. Tor 1, kontrola, genomowy DNA izolowany z watroby bydta
domowego; tor 2, genomowy DNA izolowany z mozdzenia tura metoda wykorzystujaca
kolumienki; tor 3, genomowy DNA izolowany z mozdzenia tura metoda wlasng (z zastosowaniem
izotiocyjanianu guanidyny, GTC); tor 4, genomowy DNA izolowany z mozdzenia tura metoda
wlasna, oczyszczany na kolumienkach; tor 5, marker wielkosci (A DNA/HindIII, EcoRI).
Standardowo stosowane metody izolacji DNA nie sg przydatne do izolacji aDNA. Jako§é DNA
uzyskana ze szczatk6w tura jest duzo gorsza, wyraznie widac degradacje wysokoczasteczkowego
DNA, ale nadal jest on obecny, chociaz wystepuje w niewielkiej ilo$ci

Jednym z pierwszych etapéw pracy z materiatem genetycznym jest okreslenie czys-
tosci i stezenia uzyskanych preparatéw DNA. Podczas frakcjonowania preparatéw
kwas6éw nukleinowych w zelu agarozowym mozna okreslic ilo$¢ i jako$¢ na transilumi-
natorze emitujacym $wiatlo o dlugo$ci 312 nm. Jezeli w poréwnaniu z markerem wiel-
kosci DNA migruje w postaci zwartego prazka o wielko$ci ponad 50 kpz, bez widocz-
nych smug oznacza, ze DNA jest wysokoczasteczkowy. W naszym przypadku uzyskalis-
my preparaty dla mozdzenia w postaci widocznych smug.

Stezenie DNA mozna okre$li¢ poprzez pomiar absorpcji §wiatla UV, wykonuje sie
widmo w zakresie 200-350 nm. Preparaty DNA uzyskane dla kontroli z krwi bantengéw
wykazuja prawidtowy przebieg widma DNA oraz wysoki stopieri oczyszczenia. W przy-
padku DNA uzyskiwanego z materiatu kopalnego obserwowana jest degradacja DNA
oraz obecno$c licznych zanieczyszczen, zachowany jest jednak charakterystyczny ksztalt
widma, z prawidlowymi przewezeniami, ale silnie splaszczony.

Kolejny etap pracy z aDNA stanowi zabezpieczenie wyj$ciowej prébki DNA dla dal-
szych analiz wszystkich genéw danego organizmu. Metoda amplifikacji catego genomu
(ang. whole genome amplification, WGA) umozliwia reprezentatywne namnozenie cale-
go genomu. Obecnie stosowane sa dwie ré6zne metody — metoda oparta o PCR i amplifi-
kacja izotermiczna. Uzyskac¢ mozna kilka mikrograméw DNA, startujac z 1 ng aDNA,
co jest szczeg6lnie wazne w badaniach tego rodzaju DNA. W celu powielenia uzyskane-
go materiatu do dalszych badarn i identyfikacji genéw tura przeprowadzono klonowanie
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DNA. Produkt reakcji amplifikacji catego genomu (WGA) klonowano do wektora plazmi-
dowego pGEM-T Easy (Promega). Po transformacji z wybranych, rekombinowanych
klonéw bakteryjnych izolowano DNA plazmidowy metoda lizy alkalicznej. W celu pot-
wierdzenia rekombinacji na matrycy wyizolowanego z kolonii bakteryjnych plazmidowe-
go DNA amplifikowano metoda PCR fragmenty DNA tura za pomoca starteré6w M13F
i M13R, specyficznych dla regionu flankujacego miejsce klonowania (ryc. 5).

Ryc. 5. Elektroforeza w 1,5% zelu agarozowym produktéw reakcji PCR, wykonanej na rekom-

binowanych plazmidach. Strzatka czerwong zaznaczono niektére produkty PCR, ktérych wielkosé

sugeruje insert DNA pochodzacy od tura. Dla poréwnania strzatka biala zaznaczono przyktadowe
produkty PCR, ktérych wielko$é wyklucza obecno$é DNA tura

Kluczowym, finalnym etapem badari aDNA jest poznanie jego sekwencji nukleoty-
dowej. Sekwencjonowanie DNA pozwala na okreslenie kolejnosci nukleotydéw w DNA,
a tym samym na poznanie struktury genéw. Fragmenty DNA tura uzyskane w poprzed-
nich badaniach poprzez izolacje DNA, namnazanie calego genomu tura metoda WGA
oraz klonowane w wektorze pGEM-T Easy zostaly przeznaczone do sekwencjonowania
metoda enzymatyczng Sangera. Wybrane kolonie bakteryjne, w ktérych wykryto obec-
no$c¢ rekombinowanego DNA, przenoszono do probéwek zawierajacych 5 ml pozywki
LB i hodowano przez noc w temp. 37°C w inkubatorze z funkcja wytrzasania, w obec-
no$ci antybiotyku ampicyliny (100 ug/ml). Po calonocnej inkubacji bakterie zbierano
przez wirowanie w 4000% g przez 5 minut. Nastepnie z komérek bakterii izolowano
rekombinowany plazmidowy DNA metoda wykorzystujaca kolumienki zawierajace ztoze
specyficznie wiazace plazmidowy DNA. Preparaty plazmidowego DNA stanowity ma-
tryce, ktéra wykorzystano do okreslenia kolejno$ci nukleotydéw genomowego DNA
tura. Okreslenie sekwencji nukleotydéw DNA umozliwia poznanie struktury i funkcji
genéw, wykrycie sekwencji regulatorowych, jak réwniez umozliwia poréwnanie sek-
wencji DNA turéw ze wspélczesnie zyjacym bydtem (ryc. 6). Uzyskane sekwencje
umozliwiaja przeprowadzenie dalszych badan, miedzy innymi okre§lenie podobieristwa
(homologii) ze wspéiczesnym bydlem oraz ustalenie ewentualnych przyczyn wyginiecia
turéw.
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180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 260
TCTATACCGBCAGAAGGCACTGC GATTAT GBGCTACAG TG TACACAACAT GAGC TG GTGAAGCCAGACGCCAGC CGTCCTTCRTATC GO GBACAGGABTTACTGE

GTGTTTGGTGACGTAATTGCAGCGTATAATATCTGGAGTATGGGGTAAAGA
CCACGAAGTTGTTCTGTCTATACCGGCAGAAGGCACTGCGATTATGGGCTA
CAGTGTACACAACATGAGCTGCGTGAAGCCAGACGCCAGCCGETCCTTCGTA
TCGCGGACAGGAGTTACTGCTTGTCTGGAGATCATGAAGACTCGGAAGCGA
ACAGCCCGATGCACGTGTCGCATTAATAATATGACGCTGGAATTCGGTTAT
TTAAATATAACACAACCA

Ryc. 6. Sekwencjonowanie klonu 1 uzyskanego poprzez wklonowanie fragmentu DNA tura do
wektora pGEM-T Easy. Sekwencjonowanie prowadzono z zastosowaniem uniwersalnego startera
sekwencyjnego dla faga M13. W wyniku analizy odczytano sekwencje o dlugosci 273 par zasad.
Powyzej przedstawiono fragment sekwencjonowanego DNA w postaci graficznej, ponizej catko-
wita odczytang sekwencje. Do chwili obecnej odczytano ponad 100 fragmentéw DNA tura

Praca z materialem pochodzacym z wykopalisk wymaga szeregu zabezpieczen przed
zanieczyszczeniem probki wspélczesnym DNA. Szczegdlnie trudno jest uchronic sie
przed zanieczyszczeniem DNA operatora. Najczesciej badana czasteczka jest mtDNA,
poniewaz jest stosunkowo mala czasteczka, co zmniejsza ryzyko jej modyfikacji w proce-
sach hydrolizy i utleniania. Ponadto wystepuje w kazdej komérce organizmu w wielu
kopiach, dzieki czemu latwiej ja pozyskac do badan niz DNA jadrowy. Starozytny ma-
terial genetyczny mozna wyizolowac tymi samymi metodami, ktére stosuje sie do izo-
lacji DNA wspdélczesnego. Zastosowanie tzw. reakcji ,,nested-PCR”, ze starterami wew-
netrznymi, zwieksza wydajno$¢ i specyfike reakcji PCR. W badaniach prébek pochodza-
cych z materialu wykopaliskowego zalecane jest klonowanie fragmentéw DNA i pelne
ich sekwencjonowanie z obydwu koricéw.

Badania nad odtworzeniem tura, zapoczatkowane przez Polska Fundacje Odtworze-
nia Tura, w krétkim okresie, trwajacym zaledwie rok, zaowocowaly juz wieloma wyni-
kami (Dzieduszycki i wsp., 2008, Stomski i wsp., 2008). Jednym z gléwnych osiagniec
jest pobudzenie szerokiej dyskusji o turze i w tym sensie tur juz ozyl. Zwrécona zostata
uwaga na konieczno$¢ ochrony zwierzat wolno zyjacych i ogromne trudnosci z pozna-
waniem gatunkéw wymartych. Z badari DNA dowiemy sie wkrétce o najblizszych krew-
nych tura.
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Aurochs DNA analysis (Bos primigenius)

Aurochs (Bos primigenius) was a unique species lasting through Pleistocene and Holocene for
about two million years. The aurochs was one of the largest animals ever to inhabit Europe. The
longest the species survived in the very Central Europe (presently Poland), where in spite of
being taken under quite modern protection the last aged cow died in the year 1627. The most
often brought up reason for dying out of the Aurochs is hunting and pouching. Another belief
is, that growing agriculture pushed them away further from human sites. The study of the
ancient DNA is quite a challenge. Although more and more research centers undertake the task,
there is still little knowledge on this matter. First step of analysis is finding of certified aurochs
bones or teeth and isolation of DNA. That was the most important step, followed by cloning of
aurochs DNA in bacterial system for further analysis encompassing DNA sequencing and
comparison with the existing bovine database in search for any similarities and specific genes.
Some of the results have been already published. Studies of aurochs help also understanding
history of species, its relation to other species and perhaps will help preventing extinction of
other animals.

Key words: aurochs, extinction, ancient DNA, DNA sequencing
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