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A b s t r a c t. During the past few decades genetic research has been developed in parallel with paleogenetics. A dynamic progress in
this field of studies is possible due to the advance in laboratory and computer technologies. Today, scientists have the Next Generation
Sequencing methods at their disposal, which enable them to read millions of sequences at the same time, thus furthermore significantly
reducing time needed for laboratory procedures. Concurrently, costs of analysis and equipment have been decreasing, which makes
paleogenetical analyses widely available. They are commonly used in medicine, biotechnology, genetic engineering, food industry and
forensics, as well as in life sciences like biology, paleobiology, archeology, geology and environmental protection sciences. This paper
presents sedaDNA (sedimentary ancient DNA) analyses and their use in Quaternary research, as well as describes sources of DNA in
sediments and main processes contributing to its degradation or preservation.
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Zapocz¹tkowane przez Grzegorza Mendla w latach 60.
XIX w. badania i eksperymenty dotycz¹ce mechanizmów
dziedziczenia oraz wyizolowanie w 1869 r. przez Friedricha
Mieschera nucleina z j¹der komórkowych by³y pierwszy-
mi udokumentowanymi odkryciami dotycz¹cymi genetyki.
Pocz¹tkowo nie zdawano sobie sprawy z powi¹zania cz¹s-
teczek kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) z funkcj¹,
któr¹ pe³ni on w organizmach ¿ywych (Dahm, 2005). Do-
piero odkrycie w 1953 r. struktury DNA doprowadzi³o do
stwierdzenia, ¿e DNA jest podstawowym noœnikiem infor-
macji genetycznej, maj¹cym zdolnoœæ do samopowielania
(Watson, Crick, 1953). Pod koniec lat 70. XX w. Friedrick
Sanger, Allan Maxam i Walter Gilbert opracowali pierwsze
metody sekwencjonowania – sposobu odczytywania sek-
wencji nukleotydów w DNA (Maxam, Gilbert, 1977; San-
ger i in., 1977; Dahm, 2005). Naukowcy zaczêli sekwencjo-
nowaæ pojedyncze fragmenty genomów, g³ównie obszary
koduj¹ce istotne geny. W latach 80. XX w. publikowano
ju¿ pe³ne sekwencje genomowe, pocz¹wszy od sk³ada-
j¹cego siê z ponad 170 tys. zasad genomu wirusa Epstein-
-Barr (Baer i in., 1984) przez genomy bakteryjne (Fle-
ischmann i in., 1995) i te nale¿¹ce do prostych organizmów
eukariotycznych (Goffeau i in., 1996). Na prze³omie XX
i XXI w. opublikowano wyniki trwaj¹cego ponad 10 lat
sekwencjonowania genomu ludzkiego, sk³adaj¹cego siê
z ponad 3 mld par zasad (pz) (International Human..., 2001;
Venter i in., 2001).

Pierwsze badania fragmentów DNA zachowanych w
szcz¹tkach organicznych (kopalne DNA, ang. ancient DNA,
aDNA) dotyczy³y materia³u z niespe³na stuletnich ówczeœ-
nie tkanek zebry quagga, pochodz¹cych z próbek muzeal-
nych (Higuchi i in., 1984), oraz z mumii egipskich
licz¹cych ponad 2 tys. lat (Pääbo, 1985). Prace te
zapocz¹tkowa³y dynamiczny rozwój badañ nad aDNA,
w³¹czaj¹c sekwencjonowanie ca³ych mitochondrialnych
genomów (ang. mitochondrial DNA, mtDNA) wymar³ych

gatunków, np. mamuta (Gilbert i in., 2008), czy genomów
ludzkich przodków (np. Green i in., 2010; Rasmussen i in.,
2014). W tym samym czasie zaczê³y siê pojawiaæ pierwsze
publikacje dotycz¹ce badañ wspó³czesnego œrodowisko-
wego DNA (ang. environmental DNA, eDNA) (np. Lorenz
i in., 1981; Ogram i in., 1987), czyli wolnych fragmentów
materia³u genetycznego rozproszonych m.in. w wodzie,
powietrzu czy osadach (Rawlence i in., 2014). Na prze-
³omie XX i XXI w. wyizolowano aDNA z rdzeni lodowych
(Willerslev i in., 1999), nastêpnie z osadów wieloletniej
zmarzliny (Willerslev i in., 2003), co stanowi³o prze³om w
badaniach nad aDNA pochodz¹cym z próbek œrodowisko-
wych. Prace te wykaza³y, ¿e mimo nieobecnoœci makro-
i mikroszcz¹tków w œrodowisku zostaje genetyczny œlad
po bytnoœci organizmów ¿ywych (Pedersen i in., 2015).

W literaturze pojawi³o siê wiele okreœleñ na ró¿ne typy
i rodzaje DNA, wraz z propozycjami podzia³u materia³u
genetycznego m.in. ze wzglêdu na jego wystêpowanie w
wolnej formie poza komórkami organizmu (ang. extracel-

lular DNA) i pozostawanie w nich (ang. intracellular

DNA) (np. Torti i in., 2015). Rawlence i in. (2014) podjêli
próbê ogólnego usystematyzowania terminologii zwi¹-
zanej z ró¿nymi formami DNA znajduj¹cego siê w œrodo-
wisku (ryc. 1). I tak:

– eDNA – s¹ to niejednorodne (pochodz¹ce z ró¿nych
organizmów) fragmenty materia³u genetycznego rozpro-
szone w œrodowisku (m.in. w wodzie i osadach) (Rawlence
i in., 2014; Thomsen, Willerslev, 2014);

– aDNA – to materia³ genetyczny znajduj¹cy siê w
szcz¹tkach organicznych. Rawlence i in. (2014) podzielili
je na materia³ jednorodny (pochodz¹cy od jednego osob-
nika), znajduj¹cy siê w pojedynczych szcz¹tkach kopal-
nych, tj. koœci, w³osy czy pióra, oraz na materia³
niejednorodny (obecny np. w treœciach pokarmowych
jako mieszanina fragmentów DNA ró¿nego pochodzenia
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zarówno z organizmu w³aœciciela, jak i organizmów
wchodz¹cych w sk³ad jego diety);

– PalEnDNA (ang. paleoenvironmental DNA) – to
fragmenty aDNA pochodz¹cego z ró¿nych organizmów
i rozproszonego w œrodowisku, tj. w glebie, glebach kopal-
nych, osadach jaskiniowych, jeziornych i morskich, wielo-
letniej zmarzlinie i w lodzie.

Powy¿szy podzia³ przedstawia ró¿nicê miêdzy oma-
wianymi rodzajami DNA, jednak czêsto stosowany w lite-
raturze termin sedaDNA (ang. sedimentary ancient DNA),
okreœlaj¹cy krótkie fragmenty aDNA (poni¿ej 300 pz)
(Slon i in., 2017), rozproszone w niewielkich iloœciach
w ró¿nego rodzaju osadach (Haile i in., 2009; Boessenkool
i in., 2014), zdaniem autorów lepiej oddaje charakter znaj-
duj¹cego siê w osadach kopalnego materia³u genetycznego.

Niniejsza praca ma na celu przybli¿enie specyfiki
sedaDNA jako materia³u badawczego oraz zaprezentowa-
nie potencja³u i mo¿liwoœci, jakie niesie ze sob¹ wykorzy-
stanie analiz genetycznych w badaniach czwartorzêdu, m.in.
w paleobiologii, rekonstrukcjach paleoœrodowiskowych,
zmiennoœci ekosystemów i badaniach zmian klimatu.

DNA W ŒRODOWISKU

�ród³em fragmentów DNA w œrodowisku mog¹ byæ
wszelkiego rodzaju szcz¹tki organiczne oraz wydzieliny
produkowane przez organizmy ¿ywe, tj. œlina, mocz, od-
chody, w³osy i sierœæ, skorupki jaj, wylinki owadów, komór-
ki z³uszczonego naskórka, szcz¹tki drobnych korzeni roœ-
lin, rzadziej py³ki (Willerslev i in., 2003, 2014; Pedersen
i in., 2015). DNA mo¿e byæ te¿ uwalniane bezpoœrednio
z komórek mikroorganizmów prokariotycznych i eukario-
tycznych (Pietramellara i in., 2009). Rozproszone w œrodo-
wisku fragmenty DNA stanowi¹ wiêc mieszaninê elementów
genetycznych ró¿nego pochodzenia i o ró¿nym stanie za-
chowania, który wynika z zaawansowania procesów degra-
dacji zachodz¹cych w œrodowisku l¹dowym, kolumnie
wody i w osadach (Vuillemin i in., 2017).

Procesy odpowiedzialne za degradacjê i zachowanie
wolnego DNA w œrodowisku s¹ od wielu lat przedmiotem
intensywnych badañ (Blum i in., 1997; Willerslev, Cooper,
2005). Poza czynnikami fizykochemicznymi, tj. promie-

niowaniem UV, dodatni¹ temperatur¹, procesami hydroli-
zy czy deaminacji (Willerslev, Cooper, 2005), fragmenty
DNA s¹ degradowane na drodze biochemicznej, g³ównie
za poœrednictwem aktywnoœci DNaz bakterii i grzybów –
enzymów katalizuj¹cych hydrolizê DNA i jego rozpad na
krótsze ³añcuchy b¹dŸ pojedyncze nukleotydy (Blum i in.,
1997; Vuillemin i in., 2017), które mog¹ pos³u¿yæ jako
sk³adniki od¿ywcze roœlinom i mikrobom (Levy-Booth
i in., 2007). Wolne odcinki DNA mog¹ te¿ zostaæ w³¹czone
do genomów bakteryjnych w wyniku procesu naturalnej
transformacji (Lorenz, Wackernagel, 1994; Blum i in.,
1997). Ochron¹ DNA przed degradacj¹ mikrobiologiczn¹
jest bardzo szybkie (poni¿ej dwóch godzin) adsorbowanie
go na powierzchni zarówno organicznych, jak i nieorga-
nicznych cz¹stek osadu (Blum i in., 1997; Levy-Booth i in.,
2007; Vuillemin i in., 2017; Slon i in., 2017). Blum i in.
(1997) w trakcie swoich eksperymentów odnotowali znacz-
nie ni¿sz¹ aktywnoœæ DNaz bakteryjnych w przypadku
cz¹steczek DNA zaadsorbowanych przez cz¹stki mineral-
ne w stosunku do cz¹steczek DNA rozproszonych w roz-
tworze, gdzie aktywnoœæ enzymów by³a istotnie pod-
wy¿szona, skutkuj¹c szybk¹ degradacj¹ DNA.

Iloœæ DNA, która mo¿e zostaæ zwi¹zana w osadzie,
zale¿y od sk³adu mineralogicznego i granulometrii osadu,
jego w³aœciwoœci fizykochemicznych oraz towarzysz¹cych
mu warunków œrodowiskowych (Lorenz, Wackernagel,
1987; Slon i in., 2017). Zdolnoœæ adsorpcji DNA roœnie w
obecnoœci soli (NaCl i MgCl2) i zwiêksza siê wraz ze wzro-
stem ich stê¿enia (Lorenz, Wackernagel, 1987). W swoich
eksperymentach Slon i in. (2017) wykazali, ¿e spoœród pia-
sku (kwarc), minera³ów ilastych (montmorylonit), skaleni
(oligoklaz) i osadu wapiennego DNA jest adsorbowane
zarówno najsilniej, jak i w najwiêkszych iloœciach przez
osad wapienny, w nastêpnej kolejnoœci przez minera³y
z grupy oligoklazu, a najmniej przez kwarc. Badania te
wykaza³y równie¿, ¿e mierzona zawartoœæ DNA zwi¹zanego
z osadem jest wielokrotnie wy¿sza ni¿ ta w roztworze ota-
czaj¹cym osad. Ponadto zaadsorbowane na powierzchni
ziaren osadu DNA jedynie w znikomych iloœciach przecho-
dzi w sk³ad eluentu, którym osad ten zostanie nawet kilka-
krotnie przep³ukany.
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Ryc. 1. �ród³a i rodzaje DNA w œrodowisku (na podstawie Rawlence i in., 2014)
Fig. 1. Source and types of DNA in the environment (based on Rawlence et al., 2014)



Podsumowuj¹c, mechanizm wi¹zania DNA na po-
wierzchni komponentów osadu znacz¹co spowalnia proce-
sy degradacji, daj¹c szanse na jego zachowanie. W sprzy-
jaj¹cych warunkach, m.in. w niskich, najlepiej ujemnych
temperaturach, neutralnym pH, warunkach anoksycznych,
suchym klimacie czy przy braku dostêpu promieni s³onecz-
nych, fragmenty DNA mog¹ przetrwaæ setki tysiêcy lat
(Willerslev i in., 2003; Willerslev, Cooper, 2005; Wil-
lerslev i in., 2014; Harbert, 2018). W niektórych przypad-
kach jest mo¿liwa identyfikacja fragmentów maj¹cych
nawet powy¿ej miliona lat (Kirkpatrick i in., 2016).

METODYKA

Praca z kopalnym materia³em genetycznym wymaga
restrykcyjnego podejœcia na ka¿dym etapie analiz, pocz¹-
wszy od odpowiedniego przygotowania sprzêtu do pobie-
rania próbek, skoñczywszy na precyzyjnie dobranych
parametrach stosowanych w analizach bioinformatycz-
nych. Próbki osadu nale¿y pobieraæ sterylnymi narzêdzia-
mi w celu unikniêcia ich zanieczyszczenia. Materia³ po-
winien byæ przechowywany w szczelnie zamkniêtych
opakowaniach i niskich temperaturach do czasu rozpo-
czêcia prac laboratoryjnych (Cooper, Poinar, 2000). Prace
nale¿y wykonywaæ w laboratoriach przeznaczonych dla
badañ kopalnego DNA. Niezbêdne s¹ sterylne pomieszcze-
nia zarówno do przeprowadzenia izolacji materia³u ge-
netycznego, jak i do wykonywania pozosta³ych procedur
przygotowania materia³u do sekwencjonowania. Bez wzglê-
du na wybran¹ metodykê, na ka¿dym etapie prac laborato-
ryjnych nale¿y stosowaæ próbki kontrolne pozbawione
materia³u biologicznego (Cooper, Poinar, 2000).

Pierwszym etapem prac jest izolacja materia³u gene-
tycznego. Slon i in. (2017) poddali testom cztery z najbar-
dziej popularnych metod ekstrakcji DNA z osadu, stosuj¹c
jako bufory uwalniaj¹ce DNA: (i) NaHPO4 (wodorofosfo-
ran sodu), (ii) EDTA (kwas wersenowy), (iii) bufor 'Bulat'
(Bulat i in., 2000) z dodatkiem proteinazy K oraz (iv)
zestaw do ekstrakcji PowerMax Soil Isolation Kit
(MoBio/Qiagen). Ostatnia z wymienionych metod jest
sposobem najprostszym, choæ o œredniej efektywnoœci,
i najbardziej kosztownym. Stosuje siê w niej gotowe zesta-
wy do izolacji, które zawieraj¹ niezbêdne odczynniki
i naczynia laboratoryjne wraz z protoko³em producenta
opisuj¹cym ka¿dy etap izolacji. Najbardziej wydajne eks-
trakcje uzyskano, bez wzglêdu na typ osadu, stosuj¹c
odczynnik EDTA i wodorofosforan sodu. W przypadku
stosowania buforu 'Bulat' ekstrakt uzyskano jedynie z osa-
du wapiennego, jednak zosta³y wyizolowane nawet bardzo
krótkie odcinki DNA, o d³ugoœci 25 pz. Najkrótsze frag-
menty otrzymane pozosta³ymi metodami mia³y d³ugoœæ
ok. 35 pz. W zwi¹zku z powy¿szym, metodê ekstrakcji
nale¿y dobraæ pod wzglêdem sk³adu chemicznego/minera-
logicznego osadu, jego granulometrii, wagi próbki (zazwy-
czaj 0,1–10 g), oraz maj¹c na uwadze mo¿liwy stopieñ
degradacji materia³u genetycznego. Ten zale¿ny jest od
Ÿród³a DNA, wieku osadu oraz od warunków œrodowisko-
wych, w których zosta³ zdeponowany (Slon i in., 2017).
Poniewa¿ im DNA jest starsze, tym jest go mniej w osadzie
i tym krótsze s¹ jego fragmenty, w przypadku analiz
sedaDNA po ekstrakcji przeprowadza siê zwykle koncen-
tracjê z u¿yciem kolumn krzemionkowych, b¹dŸ poprzez

str¹canie etanolem w obecnoœci soli (np. NaCl), w celu
zwiêkszenia stê¿enia DNA w próbce. Dalsze kroki zale¿¹
od celu badañ i wybranej do jego osi¹gniêcia metodyki
(ryc. 2). W zale¿noœci od d³ugoœci sekwencjonowanych
odcinków, a wiêc zarówno zale¿nie od stopnia degradacji
materia³u, jak i tego, czy przedmiotem badañ jest krótki
fragment genomu czy np. ca³y genom, nale¿y dobraæ odpo-
wiedni¹ platformê do sekwencjonowania. Od tego wyboru
s¹ uzale¿nione szczegó³owe procedury przygotowuj¹ce
sekwencje DNA do analiz, jednak ich ogólne za³o¿enia
pozostaj¹ podobne.

Uzyskany po ekstrakcji materia³ sk³ada siê z frag-
mentów DNA wszystkich organizmów bytuj¹cych na
danym obszarze: bakterii, archeonów, mikroorganizmów
eukariotycznych, roœlin czy zwierz¹t. W celu poznania
sk³adu taksonomicznego reprezentowanego w danej próbce,
nale¿y zsekwencjonowaæ wszystkie wyizolowane sekwen-
cje, np. przeprowadzaj¹c tzw. sekwencjonowanie shotgun.
Jeœli przedmiotem badañ jest bioró¿norodnoœæ w obrêbie
konkretnej grupy organizmów czy zmiennoœæ genetyczna
zawê¿ona do jednego gatunku, przed sekwencjonowaniem
z ekstraktu nale¿y wyodrêbniæ DNA poszukiwanych
organizmów, zwiêkszaj¹c zawartoœæ badanych odcinków
b¹dŸ odrzucaj¹c mo¿liwie najwiêcej niepotrzebnych
sekwencji. Dwoma najczêœciej stosowanymi w tym celu
metodami s¹ amplifikacja odpowiednych fragmentów
genomu za pomoc¹ reakcji ³añcuchowej polimerazy (ang.
polimerase chain reaction, PCR) oraz ukierunkowane
wzbogacanie metod¹ hybrydyzacji (Maricic i in., 2010;
Horn, 2012). Schemat przedstawiaj¹cy kolejnoœæ wykony-
wania poszczególnych czynnoœci zale¿nie od wybranej
metodyki znajduje siê na rycinie 2.

Sekwencjonowanie shotgun

Stosuj¹c w badaniach technologie sekwencjonowania
wysokoprzepustowego (ang. high-throughput sequencing,
HTS) b¹dŸ sekwencjonowania nowej generacji (ang. next

generation sequencing, NGS), wyizolowany materia³ nale¿y
w odpowiedni sposób przygotowaæ do sekwencjonowania.
Wyizolowane sekwencje konwertuje siê za poœrednictwem
szeregu reakcji chemicznych w zbiór sekwencji jedno- lub
dwuniciowych (np. Meyer, Kircher, 2010; Gansauge, Meyer,
2013), g³ównie poprzez do³¹czenie do nich syntetycznych
oligonukleotydów (odcinków kwasów nukleinowych o d³u-
goœci zazwyczaj od kilku do kilkudziesiêciu nukleotydów),
o sekwencji ustalonej w zale¿noœci od roli, któr¹ maj¹
spe³niaæ. Ka¿da sekwencja w zbiorze musi posiadaæ ozna-
czenia specyficzne dla próbki, z której pochodzi (nukleoty-
dowe indeksy, znaczniki) (np. Gansauge, Meyer, 2013;
Rohland i in., 2014) i byæ zakoñczona odcinkami DNA
umo¿liwiaj¹cymi jej zwi¹zanie siê z matryc¹ sekwenatora
(adaptery). Protoko³y przeprowadzania kolejnych reakcji
ró¿ni¹ siê w zale¿noœci od typu sekwenatora u¿ywanego do
analiz i wymagañ producenta sprzêtu. Zbiór odpowiednio
przygotowanych sekwencji okreœla siê mianem biblioteki
do sekwencjonowania. Po przekszta³ceniu badanych sek-
wencji w bibliotekê mo¿na j¹ bezpoœrednio sekwencjono-
waæ, b¹dŸ u¿yæ jako materia³ np. do ukierunkowanego
wzbogacania.

Po przeprowadzeniu sekwencjonowania, surowe dane
s¹ poddawane szczegó³owej obróbce bioinformatycznej,
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stanowi¹cej ostatni etap analiz przed analiz¹ taksono-
miczn¹, statystyczn¹ i interpretacj¹ wyników. Na tym eta-
pie, za pomoc¹ wybranych programów bioinformatycznych,
z uzyskanych odczytów m.in. usuwa siê sekwencje adapte-
rów oraz wykorzystuj¹c do³¹czone wczeœniej indeksy
i znaczniki, przyporz¹dkowuje siê sekwencje do próbki,
z której pochodz¹. W zale¿noœci od indywidualnie dla
danych badañ dobranych parametrów, usuwa siê sekwen-
cje utworzone w wyniku b³êdów powsta³ych np. podczas
tworzenia bibliotek czy w trakcie sekwencjonowania. Przy-
gotowane sekwencje s¹ porównywane z dostêpn¹ lub
nowoutworzon¹ baz¹ danych, opart¹ przewa¿nie na
danych zgromadzonych w National Center for Biotechno-
logical Information (NCBI), np. GenBank.

Przyk³adowy rozk³ad sekwencji nale¿¹cych do ró¿nych
grup organizmów ¿ywych uzyskany metod¹ sekwencjono-
wania shotgun przedstawia rycina 3. Sekwencjonowanie
shotgun i analizy taksonomiczne prób osadów zebranych
z siedmiu jaskiñ znajduj¹cych siê w Europie i œrodkowej
Azji wykaza³y, ¿e blisko 90% sekwencji z wszystkich
wyizolowanych prób nie znajduje swoich odpowiedników
w bazie NCBI, pozostaj¹c niezidentyfikowanymi (Slon
i in., 2017). Trochê ponad 10% stanowi¹ sekwencje ziden-
tyfikowane, z których blisko 76% nale¿y do prokariontów.
Z pozosta³ych sekwencji przyporz¹dkowanych, najwiêk-
szy udzia³ przypada ssakom, nastêpnie roœlinom zielonym.
Grzyby stanowi¹ znikomy procent. Sekwencje pochodz¹ce
z organizmów z innych grup nie przekracza³y w sumie 5%
wszystkich zidentyfikowanych sekwencji i nie zosta³y
uwzglêdnione na rycinie 3 (Slon i in., 2017).

We wspomnianych badaniach zdecydowana wiêkszoœæ
sekwencji nie zosta³a przyporz¹dkowana nawet w randze
królestwa (ryc. 3), co nasuwa przypuszczenie, ¿e rozk³ad w
obrêbie sekwencji zidentyfikowanych mo¿e nie byæ repre-
zentatywny. Taki stan rzeczy mo¿e wynikaæ z wysokiego
stopnia degradacji sekwencjonowanych fragmentów DNA
lub du¿ych ró¿nic miêdzy badanymi sekwencjami, a tymi
znajduj¹cymi siê w bazie danych. Co wiêcej, mimo ogrom-
nego zbioru rekordów NCBI, do tej pory niewiele geno-
mów i fragmentów genomów wspó³czeœnie ¿yj¹cych, a tym
bardziej wymar³ych ju¿ gatunków, zosta³o zsekwencjono-
wanych. Wskazuje to na potrzebê ci¹g³ego powiêkszania
zasobów baz danych, by móc uzyskaæ pe³niejszy obraz
zapisu paleobioró¿norodnoœci w analizowanym materiale.

Powy¿szy przyk³ad pokazuje, ¿e sekwencjonowanie
shotgun jest metod¹ u¿yteczn¹ w analizach iloœciowych
i jakoœciowych ogólnego sk³adu taksonomicznego, szcze-
gólnie na wy¿szych szczeblach klasyfikacji. Ponadto
doskonale sprawdza siê w roli badañ pilota¿owych prze-
prowadzanych przed w³aœciwymi analizami. Nie jest jed-
nak metod¹ wydajn¹ w badaniach zawê¿onych do
ró¿norodnoœci genetycznej w obrêbie jednego czy kilku
konkretnych taksonów.

Reakcja ³añcuchowej polimerazy (PCR)

W celu wyodrêbnienia okreœlonych fragmentów DNA
przed sekwencjonowaniem, powszechnie stosowan¹
metod¹ jest reakcja PCR. Polega ona na syntezie in vitro

syntetycznych kopii badanych fragmentów DNA w kilku-
dziesiêciu powtarzaj¹cych siê cyklach termicznych. Do
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Ryc. 2. Schematyczne przedstawienie kolejnych etapów prac wykonywanych podczas analiz sedaDNA
Fig. 2. Schematic diagram of major steps of sedaDNA laboratory analysis



przeprowadzenia tej reakcji niezbêdne jest zaprojektowa-
nie pary (b¹dŸ kilku par) specyficznych dla badanej grupy
organizmów starterów (primerów), czyli oligonukleotydów
komplementarnych do fragmentów otaczaj¹cych analizo-
wany region DNA, oraz wprowadzenie do mieszaniny enzy-
mu (najczêœciej Taq polimerazy), wolnych nukleotydów
(dNTP) i innych niezbêdnych odczynników (Mullis i in.,
1987; Clark, Pazdernik, 2012). Wynikiem reakcji PCR jest
uzyskanie milionów kopii odcinków DNA bêd¹cych
przedmiotem badañ oraz niewielkiej liczby sekwencji
nale¿¹cych do pozosta³ych taksonów. Podobnie jak w
przypadku sekwencjonowania shotgun, produkt reakcji
PCR nale¿y przekszta³ciæ w biblioteki do sekwencjonowa-
nia, dodaj¹c do sekwencji adaptery, pary indeksów i znacz-
niki, a po sekwencjonowaniu przeprowadziæ obróbkê
bioinformatyczn¹, uwzglêdniaj¹c¹ równie¿ usuniêcie
sekwencji starterów, i analizy taksonomiczne. Nale¿y pod-
kreœliæ fakt, ¿e PCR jest reakcj¹ o charakterze losowym:
jedne sekwencje mog¹ zostaæ powielone wiêcej razy ni¿
inne, czêœæ mo¿e w ogóle nie ulec amplifikacji, przez co
przeprowadzenie analiz iloœciowych jest niemo¿liwe przy
stosowaniu konwencjonalnej reakcji PCR. Pewien obraz
iloœciowy dla produktów reakcji PCR daje przeprowadze-
nie tzw. qPCR (iloœciowa reakcja ³añcuchowa polimerazy,
ang. quantitative PCR), podczas którego mo¿na monitoro-
waæ przyrost amplikonów w czasie rzeczywistym za
pomoc¹ fluorescencyjnych sond. Metoda ta umo¿liwia
m.in. wychwycenie inhibicji (spowolnienia reakcji spowo-
dowanego jakimœ odczynnikiem czy substancj¹ che-
miczn¹) podczas PCR, wykorzystywana jest równie¿ do
kwantyfikacji bibliotek do HTS/NGS (Bunce i in., 2012)
i w pewnym przybli¿eniu umo¿liwia oszacowanie iloœci
poszczególnych sekwencji w materiale wyjœciowym (np.
Beore i in., 2011).

Na rycinie 4 przedstawiono wstêpne wyniki analiz 11
próbek osadów z dna Morza Rossa w Antarktyce. Do
badañ pobrano zarówno próbki osadów powierzchniowych
(KC03: 0–5 cm; KC04: 0–5 cm; KC18: 5–7 cm; KC30:
0–5 cm), jak i podpowierzchniowych (KC30 z g³êbokoœci:
40, 80, 120, 160, 200, 240 i 280 cm). Analizy wykonano w
celu zidentyfikowania w zapisie DNA gatunków otwornic
(Demianiuk i in., 2018). W pracy przeprowadzono kon-
wencjonalne reakcje PCR, stosuj¹c trzy pary specyficz-
nych dla otwornic starterów, ograniczaj¹cych trzy ró¿ne
odcinki w obrêbie hiperzmiennego regionu 37f rDNA (ang.
ribosomal DNA). Region ten jest odcinkiem DNA ma³ej
podjednostki rybosomowej 18S, którego sekwencje ró¿ni¹
siê w zale¿noœci od gatunku i rodzaju otwornic, oraz w
wy¿szych rangach klasyfikacyjnych u eukariontów (np.
Pawlowski i in., 2002). Wyra¿ony procentowo stosunek
przyporz¹dkowanych i nieprzyporz¹dkowanych taksono-
micznie OTUs (operacyjne jednostki taksonomiczne, ang.
Operational Taxnomic Units), czyli zbiorów powtarza-
j¹cych siê sekwencji, zwiêksza siê z g³êbokoœci¹, z której
pochodzi próbka, niezale¿nie od zastosowanej pary starterów.
Œwiadczy to najprawdopodobniej o zmianach w sk³adzie
zespo³ów otwornic, co mog³o byæ wynikiem zmian œrodo-
wiskowych. Stosunki procentowe przyporz¹dkowanych
i nieprzyporz¹dkowanych OTUs zmieniaj¹ siê równie¿ w
zale¿noœci od stosowanej pary starterów. Mo¿e to byæ
wynikiem sugerowanej w literaturze selektywnoœci starte-
rów podczas reakcji PCR (np. Hoshino, Morimoto, 2010),
która mo¿e powodowaæ zaburzenie rekonstruowanego sk³adu
taksonomicznego badanej grupy organizmów. Poniewa¿
zmniejsza to wiarygodnoœæ wyników badañ, w analizach
sk³adu gatunkowego powinno siê stosowaæ kilka par star-
terów, przeznaczonych do ró¿nych grup organizmów w
badanym zespole (np. Holzmann i in., 2003). Jednak w przy-
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Ryc. 3. Procentowa zawartoœæ sekwencji DNAzaklasyfikowanych do: prokariontów, grzybów, ssaków i roœlin zielonych, uzyskanych po
sekwencjonowaniu shotgun materia³u z osadów jaskiniowych (na podstawie Slon i in., 2017)
Fig. 3. Percentage amount of sequences derived from: prokaryotes, fungi, mammals and vertebrates, obtained from cave sediments after
shotgun sequencing (based on Slon et al., 2017)



padku badañ nad zmiennoœci¹ czy ewolucj¹ genetyczn¹
zachodz¹c¹ w obrêbie jednego gatunku, ewentualna selek-
tywnoœæ starterów, o ile s¹ skuteczne, nie jest istotna, czy-
ni¹c analizê amplikonów (produktów) uzyskanych w reakcji
PCR metod¹ zdecydowanie u¿yteczn¹.

Wzbogacanie kierunkowe metod¹ hybrydyzacji

W ostatnich latach coraz szerzej stosuje siê metodê
ukierunkowanego wzbogacania ekstraktu DNA z u¿yciem
hybrydyzacji (Maricic i in., 2010; Horn, 2012). Procedura
ta pozwala nawet kilkusetkrotnie zwiêkszyæ w ekstrakcie
DNA udzia³ sekwencji pochodz¹cych od badanego gatun-
ku czy grupy taksonomicznej (Ávila-Arcos i in., 2011).
W pierwszej kolejnoœci, analogicznie jak w przypadku
przygotowania materia³u do sekwencjonowania shotgun,
DNA jest przekszta³cane w biblioteki do sekwencjonowa-
nia. Nastêpnie poddaje siê je wzbogaceniu z zastosowa-
niem odpowiednich sond. Sondami s¹ fragmenty DNA

charakteryzuj¹ce siê wysokim stopniem podobieñstwa do
badanego gatunku lub grupy taksonomicznej (np. Fu i in.,
2012; Palkopoulou i in., 2015; Slon i in., 2017; Baca i in.,
2018). Sondy musz¹ byæ odpowiednio przygotowane che-
micznie, ¿eby mo¿na by³o je w prosty sposób usun¹æ póŸ-
niej z reakcji. Sonda dzia³a jak „przynêta” – po¿¹dane
fragmenty DNA hybrydyzuj¹ do niej komplementarnie.
Niezhybrydyzowane fragmenty DNA, pochodz¹ce z inne-
go rodzaju organizmu czy grupy, ni¿ badane, pozostaj¹ w
roztworze. W ten sposób materia³ poddawany sekwencjo-
nowaniu jest w znacznym stopniu wzbogacony w intere-
suj¹ce nas fragmenty DNA. Ukierunkowane wzbogacanie
metod¹ hybrydyzacji jest doskona³ym narzêdziem do od-
twarzania genomów kopalnych gatunków. W przypadku
badañ œrodowiskowych i analiz wiêkszej grupy organiz-
mów metoda ta daje pe³niejsze i bardziej wiarygodne wyni-
ki, ni¿ reakcja PCR, równie¿ w kwestii sk³adu gatunkowego
danej grupy (Maricic i in., 2010; Horn, 2012).
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Ryc. 4. Procentowy stosunek zidentyfikowanych i niezidentyfikowanych OTUs (operacyjne jednostki taksonomiczne, ang. operational
taxonomic units) dla 11 próbek pobranych z dna Morza Rossa, z sekwencji uzyskanych po amplifikacji PCR z zastosowaniem 3 ró¿nych
par starterów specyficznych dla otwornic (na podstawie Demianiuk i in., 2018); KC (nr rdzenia)/(g³êbokoœæ próbki spod powierzchni
osadu, podana w cm)
Fig. 4. Proportion of assigned and unassigned OTUs (operational taxonomic units) in 11 samples from Ross Sea, obtained by PCR
amplification used 3 different primer pairs specific for foraminifera (based on Demianiuk et al., 2018); KC (core number)/(sample depth
in cm)



ZASTOSOWANIE ANALIZ sedaDNA

W jednej z pierwszych prac, w których zastosowano
analizê sedaDNA (Willerslev i in., 2003), materia³ do
badañ uzyskano z obszaru wieloletniej zmarzliny z obszaru
syberyjskiej tundry oraz z Nowej Zelandii z osadów jaski-
niowych, nadmorskich wydm i piasku wype³niaj¹cego
koœæ wymar³ego rodzaju ptaka, moa. Próbki wieloletniej
zmarzliny obejmowa³y osady od wspó³czesnych do dato-
wanych na 1,5–2 mln lat, a wiek próbek nowozelandzkich
wynosi³ od 600 do 3000 lat. Przy pobieraniu próbek zasto-
sowano wszelkie niezbêdne œrodki zapobiegaj¹ce kontami-
nacji, m.in. rdzenie z wieloletniej zmarzliny pozyskane
zosta³y w kontrolowanej obecnoœci laboratoryjnych szcze-
pów Serratia marcescens. Prace laboratoryjne by³y prowa-
dzone równolegle w dwóch niezale¿nych od siebie
oœrodkach. Do amplifikacji metod¹ PCR wybrano odcinek
chloroplastowego DNA (gen rbcL) oraz cztery fragmenty
mitochondrialnego genomu krêgowców. Zmiennoœæ w
obrêbie wybranych fragmentów genomów umo¿liwia kla-
syfikacjê taksonomiczn¹ odczytanych sekwencji odpo-
wiednio roœlin i zwierz¹t.

Produkty reakcji PCR dla sekwencji genu rbcL uzyska-
no z próbek maj¹cych maksymalnie do 300–400 tys. lat,
natomiast dla odcinków pochodz¹cych z krêgowców – do
20–30 tys. lat. Odczytane sekwencje genu rbcL porównano
z baz¹ GenBank, stosuj¹c �96% próg zgodnoœci na mo¿li-
wie najni¿szym szczeblu taksonomicznym. Sekwencje
fragmentów mitochondrialnego DNA krêgowców wyszu-
kano w bazie NCBI za pomoc¹ platformy BLAST (ang.
The Basic Local Alignment Search Tool), szukaj¹c najbar-
dziej podobnych sekwencji (przewa¿nie powy¿ej 96%
zgodnoœci). Analizuj¹c wyniki, nie wykryto œladów Serra-

tia marcescens, co potwierdzi³o znikom¹ mo¿liwoœæ zanie-
czyszczenia prób wspó³czesnym materia³em genetycznym.
Wszystkie zidentyfikowane sekwencje rbcL przyporz¹d-
kowano w sumie do 19 klas/podklas, 23 rzêdów i 28 ro-
dzin, obejmuj¹cych roœliny nago- i okrytonasienne oraz
mchy. W porównaniu do próbek syberyjskich, w próbkach
z Nowej Zelandii zanotowano znacznie wiêksz¹ ró¿no-
rodnoœæ taksonomiczn¹ fragmentów DNA na podstawie
analizy genu rbcL. Wyniki analiz DNA krêgowców uzy-
skane z obydwu lokalizacji przedstawia³y wiarygodne
dane: na obszarze Syberii zidentyfikowano m.in. DNA
mamuta, renifera czy pi¿mowo³a arktycznego, a w prób-
kach pochodz¹cych z nowozelandzkiej jaskini – DNA dwóch
œródl¹dowych gatunków moa i jednego gatunku papugi.
Analizy piasku wydmowego da³y wynik negatywny, nato-
miast w próbce piasku wype³niaj¹cego koœæ moa zidentyfi-
kowano DNA moa ¿yj¹cego niegdyœ u wybrze¿y Nowej
Zelandii, innego ni¿ rozpoznane w próbkach z jaskini.

Uzyskane z próbek wieloletniej zmarzliny DNA takso-
nów roœlinnych autorzy podzielili na 3 grupy: roœliny zielne
(przewa¿nie jednoroczne, nieposiadaj¹ce czêœci zdrewnia-
³ych), krzewy oraz mchy. Diagram na rycinie 5 przedstawia
wyraŸny trend zmian w udziale roœlin zielnych i krzewów,
wskazuj¹cy na zmianê warunków œrodowiskowych po
maksimum ostatniego zlodowacenia (ang. Last Glacial

Maximum, LGM), które na pó³kuli pó³nocnej mia³o miejsce
ok. 20 tys. lat temu. Zwiêkszaj¹ce siê proporcje taksonów
nie wykrytych w ka¿d ym kolejnym przedziale czasowym,
wskazuj¹ na zasiedlanie terenów przez coraz to wiêksz¹

iloœæ nowych taksonów, co mog³o byæ odpowiedzi¹ na
zmiany klimatu. Obecnoœæ mchów zarówno w przedziale
300–400 tys. lat, jak i w próbkach wspó³czesnych odpo-
wiada cieplejszym, ale przede wszystkim wilgotnym okre-
som interglacjalnym. Nale¿y zaznaczyæ, ¿e tak du¿e
ró¿nice w zespo³ach roœlinnych, reprezentowanych w
próbkach ró¿nego wieku, podkreœlaj¹ zgodnoœæ stratygra-
ficzn¹ badanego materia³u genetycznego z warstwami osa-
dów (Willerslev i in., 2003).

W omawianej pracy (Willerslev i in., 2003) wykazano,
¿e analiza sedaDNA mo¿e byæ z powodzeniem stosowana
w okreœlaniu zmian bioró¿norodnoœci na podstawie mate-
ria³u uzyskanego ze œrodowisk l¹dowych i przybrze¿nych,
znajduj¹cego siê w osadach zarówno w klimacie subpolar-
nym, jak i umiarkowanym. Jednak¿e w przypadku wszyst-
kich sekwencji pochodz¹cych z próbek zachowanych w
klimacie umiarkowanym, autorzy zaobserwowali znacz¹ce
zmiany w obrêbie sekwencji, wskazuj¹ce na ich degrada-
cjê, podczas gdy w próbkach z klimatu subpolarnego
uszkodzenia takie by³y pojedyncze. Podkreœli³o to odnoto-
wywane wczeœniej znaczenie odpowiednich warunków
fizykochemicznych i klimatycznych na stopieñ zachowa-
nia DNA.

W swojej póŸniejszej pracy Willerslev i in. (2014) zba-
dali 242 próbki wieloletniej zmarzliny datowane na maksy-
malnie 50 tys. lat, uzyskane z ró¿nych obszarów tundry
otaczaj¹cych Ocean Arktyczny. Analizowali krótki frag-
ment genu trnL w obrêbie genomu chloroplastowego, pêtlê
P6 o d³ugoœci ok. 40 pz (Taberlet i in., 2007). Pêtla P6 ma
sekwencjê krótsz¹ o ok. 90 pz ni¿ fragment genu rbcL,
badany w pracy Willerslev i in. (2003). Niewielka d³ugoœæ
pêtli P6 sprawia, ¿e jest ona bardzo u¿yteczna w identyfi-
kacji w przypadku zdegradowanego materia³u. Ponadto
na podstawie sekwencji tego odcinka mo¿liwe jest jej przy-
porz¹dkowanie nawet na poziomie gatunku (Taberlet i in.,
2007).

Zarówno próbki z okresu poprzedzaj¹cego LGM, jak
i po LGM, posiada³y wyraŸnie wiêksze zró¿nicowanie
genetyczne w obrêbie poszczególnych grup roœlin, ni¿ te
z samego LGM. Okresy interglacja³ów charakteryzowa³y
siê kompozycj¹ taksonomiczn¹ bogatsz¹ w roœliny o bar-
dziej skomplikowanej budowie (drzewa, krzewy), w sto-
sunku do okresu ostatniego glacja³u, zdominowanego
przez roœliny charakterystyczne dla stepowej tundry: drob-
ne roœliny zielne i trawy (Willerslev i in., 2014).

Willerslev i in. (2003, 2014) w obydwu przytoczonych
pracach zwracaj¹ uwagê na istotny z punktu widzenia geo-
loga czy palinologa fakt, ¿e wiêkszoœæ roœlin nagonasien-
nych, jak trawy czy turzyce, produkuje znaczne iloœci py³-
ków rozprzestrzeniaj¹cych siê wraz z wiatrem i wodami,
dominuj¹c w analizach palinologicznych udzia³ py³ków
produkowanych przez roœliny zapylane przez owady. Mo¿e
to powodowaæ b³êdne interpretacje sk³adu taksonomiczne-
go i zawartoœci poszczególnych rodzajów roœlin na podsta-
wie danych palinologicznych. W py³kach roœlinnych
zasadniczo nie wystêpuje chloroplastowe DNA, nie mog¹c
tym samym byæ jego Ÿród³em w osadzie. Ponadto stosuj¹c
analizê DNA, istnieje du¿e prawdopodobieñstwo identyfi-
kowania sekwencji na poziomie gatunku czy rodzaju, pod-
czas gdy niewielkie zró¿nicowanie morfologiczne py³ków
pozwala na klasyfikacjê jedynie na wy¿szych szczeblach
taksonomicznych (Taberlet i in., 2007; Willerslev i in.,
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2014). Analiza fragmentów genomu chloroplastowego mo¿e
zatem stanowiæ niezwykle u¿yteczne i wiarygodne narzê-
dzie do jakoœciowej weryfikacji wyników badañ paleoœro-
dowiskowych uzyskanych metodami palinologicznymi.

Analiza sedaDNA ma niezwykle szerokie zastosowa-
nie w badaniach bioró¿norodnoœci morskich paleoœrodo-
wisk. Lejzerowicz i in. (2013) przeprowadzili porównanie
wyników analiz sk³adu taksonomicznego otwornic i radio-
larii, uzyskanych klasycznymi metodami mikropaleonto-
logicznymi oraz otrzymanych z analiz sedaDNA. Próbki
osadów pochodzi³y z dna równi abysalnych w po³udniowej
czêœci Oceanu Atlantyckiego. Pobrane zosta³y 4 rdzenie
o numerach 550, 552, 600 i 601 (ryc. 6), z g³êbokoœci odpo-
wiednio 4475,9; 4463; 5181,3 i 5189 m p.p.m. Wiek osadów
na g³êbokoœci 30 cm w rdzeniu 550 wydatowany metod¹
AMS14C (ang. accelerator mass spectrometry) wyniós³
11870 ± 70 lat, dla osadów z tej samej g³êbokoœci z rdzenia
601 by³o to 28950 ± 260 lat.

Na rycinie 6 przedstawiono iloœæ zliczonych mikroska-
mienia³oœci otwornic i radiolarii z poszczególnych rodza-
jów oraz iloœæ OTUs utworzonych z powtarzaj¹cych siê
sekwencji uzyskanych z analiz genetycznych. Wraz ze
wzrostem g³êbokoœci pod powierzchni¹ osadu, mala³a
zawartoœæ szkieletów radiolarii, wzrasta³a natomiast iloœæ
skorupek otwornic. Sekwencje DNA uzyskano ze wszyst-
kich badanych próbek, jednak w przypadku obydwu grup
organizmów zaznacza³ siê wyraŸny spadek iloœci OTUs
wraz ze wzrostem g³êbokoœci pod powierzchni¹ osadu, co
przek³ada³o siê na mniejsz¹ ró¿norodnoœæ w starszych
próbkach. W przypadku radiolarii w próbkach przypo-

wierzchniowych sekwencje by³y skupione w 15 OTUs,
w próbkach poni¿ej 10 cm g³êbokoœci w mniej ni¿ 5 OTUs.
Równie¿ d³ugoœæ sekwencji nale¿¹cych do otwornic, zam-
plifikowanych podczas reakcji PCR, mala³a wraz z g³êbo-
koœci¹ próbki pod powierzchni¹ osadu. W przypadku
próbek powierzchniowych uzyskano sekwencje d³ugoœci
ok. 1000 pz, w próbkach z 10 cm ok. 350 pz, w ni¿szych
warstwach osadów sekwencje mia³y ok. 100 pz. Zdecydo-
wana wiêkszoœæ, bo 77,5% przyporz¹dkowanych sekwen-
cji otwornic, nale¿a³o do grupy monotalamidów, otwornic
niewytwarzaj¹cych skorupek, które mog³yby siê zachowaæ
w stanie kopalnym. Nie obserwowane w zapisie kopalnym
rodzaje radiolarii Taxopodida i Acantharia dominowa³y
w próbkach powierzchniowych iloœci¹ odpowiednio 8 i 6
OTUs. W znakomitej wiêkszoœci przypadków taksony za-
chowane w postaci mikroskamienia³oœci by³y reprezento-
wane tak¿e w zapisie genetycznym.

Zmiany w iloœci mikroskamienia³oœci i ich ró¿norod-
noœci w obrêbie obydwu badanych grup mog³y byæ wyra-
zem zmian œrodowiskowych w czasie i po LGM, tj. zmiany
poziomu oceanu œwiatowego, temperatur czy g³êbokoœci
CCD (ang. carbonate compensation depth). Te zmiany œro-
dowiskowe mog³y byæ odpowiedzialne równie¿ za znacz-
ny wzrost ró¿norodnoœci zespo³ów otwornic i radiolarii
zidentyfikowany analiz¹ sedaDNA w m³odszych osadach.
Badania Lejzerowicza i in. (2013) pokazuj¹, ¿e stosuj¹c
analizy genetyczne, uzyskuje siê bardziej kompletny obraz
paleobioró¿norodnoœci, obejmuj¹cy taksony, które nie
maj¹ mo¿liwoœci zapisania siê w stanie kopalnym, istotnie
zmieniaj¹c proporcje w rekonstruowanych zespo³ach
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Ryc. 5. Procentowy udzia³ krzewów, roœlin zielnych i mchów w badanych przedzia³ach czasowych (s³upki po lewej stronie) oraz
proporcja taksonów wykrytych i niewykrytych w danym okresie czasowym w stosunku do okresu go poprzedzaj¹cego (s³upki po prawej
stronie); wiek w tysi¹cach lat (ky); (na podstawie Willerslev i in., 2003)
Fig. 5. The percentage contribution of shrubs, herbs and mosses for each time period (charts to the left), with proportion of all taxa
detected/undetected in the previous time interval (charts to the right); age in thousands of years (ky); (based on Willerslev et al., 2003)



mikroorganizmów. Powy¿sze wyniki pozosta³y w zgodzie
z opisywan¹ wczeœniej postêpuj¹c¹ degradacj¹ DNA z bie-
giem czasu, co jednoczeœnie wykluczy³o mo¿liwoœæ
migracji materia³u genetycznego w profilu pionowym,
nawet na przestrzeni zaledwie 10 cm.

PODSUMOWANIE

Metody wykorzystywane w analizach sedaDNA
zosta³y stosunkowo niedawno opracowane i obecnie s¹ na
etapie ci¹g³ego rozwoju i doskonalenia. Mimo to, paleoge-
netyka jest niezwykle przysz³oœciow¹ dziedzin¹ badañ,
dostarczaj¹c¹ nowych mo¿liwoœci w odtwarzaniu daw-
nych ekosystemów, ich bioró¿norodnoœci oraz zmian,
które w nich zachodzi³y.

Dotychczasowe prace wykaza³y jednoznacznie, ¿e
wiek osadów, dla których mo¿na stosowaæ analizê
sedaDNA, wzrasta ze wzrostem szerokoœci geograficznej.
Klimat polarny i subpolarny daje najwiêksze szanse na
zachowanie siê fragmentów DNA, chroni¹c je przed proce-
sami degradacji. Ze wzglêdu na specyfikê budowy DNA,
charakterystycznego dla jednego tylko organizmu, ale te¿
posiadaj¹cego fragmenty unikatowe dla danej grupy, ro-
dzaju, królestwa czy domeny, mo¿na wykorzystywaæ ana-
lizy materia³u genetycznego do badañ nad dowolnymi
organizmami i, w zale¿noœci od celu badañ, w wybranej
randze taksonomicznej. W tabeli 1 przedstawiono przy-
k³adowe publikacje prezentuj¹ce wyniki analiz sedaDNA,
opartych na badaniach materia³u genetycznego pocho-
dz¹cego z ró¿nych Ÿróde³ i œrodowisk.

Wiele aspektów zwi¹zanych z paleoœrodowiskowymi
i paleobiologicznymi badaniami wykorzystuj¹cymi anali-
zê sedaDNA nie jest do koñca poznanych. Nie s¹ w pe³ni
rozpoznane procesy fizykochemiczne i biologiczne, które
maj¹ wp³yw na degradacjê i przeobra¿enie kwasów nukle-
inowych w osadzie oraz mechanizmy odpowiedzialne np.
za sugerowan¹ w literaturze migracjê DNA miêdzy war-
stwami sedymentacyjnymi (np. Haile i in., 2007). Potrzeb-
ne s¹ dalsze badania nad przebiegiem degradacji DNA w
zale¿noœci od ró¿nych œrodowisk i warunków klimatycz-
nych. Istnieje tak¿e potrzeba dopracowania metodyki
uwzglêdniaj¹cej powy¿sze zró¿nicowanie, dedykowanej
stricte do analiz sedaDNA. Ponadto analizy genetyczne
obarczone s¹ mo¿liwoœci¹ zaistnienia szeregu b³êdów zar-
ówno na etapie prac laboratoryjnych (inhibicja przy PCR,
czy powstawanie tzw. artefaktów w trakcie kolejnych reak-
cji), które mog¹ zaburzaæ uzyskane wyniki. B³êdy te s¹
czêsto trudne b¹dŸ niemo¿liwe do wychwycenia na etapie
czynnoœci laboratoryjnych czy podczas obróbki bioinfor-
matycznej. Istotnym problemem jest równie¿ prowadzenie
interpretacji iloœciowych w analizach genetycznych, po-
niewa¿ iloœæ uzyskanych sekwencji w wyizolowanym
materiale nie jest bezpoœrednim odzwierciedleniem liczeb-
noœci konkretnych gatunków czy grup organizmów – iloœæ
uzyskanych po sekwencjonowaniu sekwencji mo¿e zale-
¿eæ od liczby kopii materia³u genetycznego czy d³ugoœci
pewnych odcinków, a te s¹ ró¿ne dla ró¿nych gatunków
(Paw³owski i in., 2014). Najwiêkszym wyzwaniem jest
dalsze budowanie ogólnodostêpnych, miêdzynarodowych
baz danych genomowych, powiêkszaj¹c je zasoby o sek-
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Ryc. 6. Sk³ad taksonomiczny otwornic (Foraminifera) i radiolarii (Radiolaria) w czterech badanych rdzeniach (numery w œrodkowej
czêœci wykresu). Po lewej: zliczenia mikroskamienia³oœci; po prawej: iloœæ odczytanych sekwencji pogrupowanych w OTUs (na
podstawie Lejzerowicza i in., 2013); pozosta³e objaœnienia w tekœcie
Fig. 6. Taxonomic composition of Foraminifera and Radiolaria in four analyzed cores (names of cores in the middle part of graph). On
the left side: micropaleontological counts; on the right side: number of OTUs (based on Lejzerowicz et al., 2013); for more comment see
the text
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wencje DNA nale¿¹ce zarówno do organizmów wspó³cze-
œnie ¿yj¹cych, jak i pochodz¹ce ze szcz¹tków kopalnych.
Rozbudowanie baz danych przyczyni siê do postêpu w
badaniach wspó³czesnych organizmów i œrodowisk, a tak¿e
w paleobiologii ewolucyjnej, paleogenetyce czy geologii,
poniewa¿ mo¿e w istotnym stopniu ods³oniæ sk³ad takso-
nomiczny, kryj¹cy siê dotychczas pod has³em „niezidenty-
fikowane”.

Autorzy pragn¹ podziêkowaæ dr Danijeli Popoviè i dr. Mate-
uszowi Bacy za wsparcie merytoryczne udzielone podczas pracy
nad t¹ publikacj¹ oraz dr Joannie Paw³owskiej i dr. hab. Witoldo-
wi Szczuciñskiemu za wartoœciowe uwagi poczynione w recen-
zjach. Wstêpne wyniki analiz przedstawione na rycinie 4 s¹
czêœci¹ badañ wykonywanych i finansowanych z projektu
NCN-2015/17/B/ST10/03346: Otwornice bentosowe spod lodow-
ca szelfowego jako klucz do odtworzenia zmian œrodowiskowych
i ich chronologii po Maksimum Ostatniego Zlodowacenia, Morze
Rossa, Antarktyka (kierownik dr hab. Wojciech Majewski).
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Ryc. 1. Wulkan Erebus – najbardziej aktywny wulkan na An-
tarktydzie z aktywnym jeziorem lawowym. Wyspa Rossa, widok 
z Castle Rock (od strony amerykańskiej stacji McMurdo) 
Fig. 1. The Erebus Volcano – the most active volcano on An-
tarctica. Ross Island, view from Castle Rock (from the Ameri-
can McMurdo station)

Ryc. 2. Wyciąganie na pokład kasety z rdzeniem (ang. kasten 
core) zawierającym osady z dna Morza Rossa. Ryc. 1 i 2 fot. 
E. Demianiuk
Fig. 2. Recovering the kasten core with sea fl oor sediments 
from the bottom of the Ross Sea. Figs 1 and 2 photo by 
E. Demianiuk

Ryc. 3. Krzyż upamiętniający George’a T. Vince’a, uczestnika wyprawy Roberta Scott’a z lat 1901–1904, w tle statek Nathaniel 
B. Palmer i amerykańska stacja McMurdo. Fot. W. Majewski
Fig. 3. Cross commemorating George T. Vince, member of the Robert Scott expedition in 1901–1904. The Nathaniel B. Palmer 
research vessel and the McMurdo Station in the background. Photo by W. Majewski

 OPOWIEŚCI 
NATURY
WYSTAWA SKAMIENIAŁOŚCI 
ROŚLIN DRZEWIASTYCH 
z kolekcji Aleksandry Niemirowskiej

Stara Kopalnia, Centrum Nauki i Sztuki w Wałbrzychu
ul. Piotra Wysockiego 29, budynek B10, III piętro

Wystawę można oglądać do 14 grudnia. WSTĘP WOLNY!
Zwiedzanie odbywa się codziennie w godz. 10:00‒18:00
(ostatnie wejście o godz. 16:00)

Ekspozycję tworzą okazy zmineralizowanych pni i pędów 
roślin drzewiastych pochodzących z kolejnych epok 
geologicznych począwszy od dewonu, czyli z okresu ostatnich 
400 mln lat. Eksponaty zostały pozyskane z różnych lokalizacji 
w Europie, obu Amerykach, Azji, Afryce oraz Australii. Dzięki 
nim możemy mieć wgląd w budowę tkankową i anatomiczną 
kopalnych roślin, poznać ich mineralizację, a także zobaczyć 
różnego rodzaju interakcje drewna z organizmami żywymi. 
Eksponatom towarzyszą tablice edukacyjne prezentujące 
dzieje roślinności na Ziemi, liczne fotografie mikroskopowe 
i opisy. Jest to pierwsza w Polsce tak duża i kompleksowa 
publiczna prezentacja imponującej kolekcji Aleksandry 
Niemirowskiej. Wystawa została zorganizowana przez 
Centrum Nauki i Sztuki Stara Kopalnia w Wałbrzychu we 
współpracy z Prywatną Pracownią Paleobotaniczną Drewien 
Kopalnych w Warszawie.

Zastosowanie analiz kopalnego DNA 
w badaniach osadów czwartorzędowych – patrz str. 680

Applications of sedimentary ancient DNA analyses in geological Quaternary research – see p. 680
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