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Prace z zakresu badari
nad bursztynem
oraz prace geologiczne
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Préba izolacji DNA owadoéw z bursztynu baltyckiego

TRESC. Prace nad izolacjag DNA z inkluzji owadéw zatopionych w
bursztynie battyckim nie doprowadzity do uzyskania pozytywnych
wynikéw. Wszystkie produkty PCR uzyskane przy uzyciu primeréw
uniwersalnych okazaty si¢ kontaminacjami przez DNA pochodzenia

Key words: Baltic amber, insects, PCR, DNA.

Odkrycie nowej techniki badan molekularnych po-
legajacej na powielaniu sladowych ilosci okreslonych
fragmentéw kwaséw nukleinowych w reakcji laficu-
chowej polimerazy, czyli PCR (polimerase chain rea-
ction), pod koniec lat osiemdziesigtych spowodowato
zrozumialg rewolucje w wielu dziedzinach biologii.

Okazalo sie, ze ta metoda pozwala réwniez na ba-
danie sekwencji nukleotydéw wybranych regionéw po-
limorficznych DNA zachowanego w martwych orga-
nizmach (Herrmann, Wilson 1994). Subfosylny DNA
zostal wyizolowany po raz pierwszy z zamrozonych
tkanek plejstocenskiego mamuta sprzed 15 000 lat (Hi-
guchi i1 in. 1984). Zbadane sekwencje nukleotydéw
wskazaly, ze mamut pod wzglgdem genetycznym jest
jednakowo spokrewniony ze stoniem indyjskim, jak i
afrykanskim. DNA wyizolowano réwniez z kosci ty-
grysa szablozebnego sprzed 14 000 lat (wg Grimaldie-
go 1993). Nastgpnie odkryto dobrze zakonserwowany
DNA w zmumifikowanych szczatkach ludzkich sprzed
2000-5200 lat, takich jak: skéra (Paabo 1in. 1989), kos-
ci, zeby, mézg (Hagelberg i in. 1989, 1994).

Dalsze badania doprowadzity do wykrycia fosylnego
DNA sprzed 17 mln lat w mioceriskich lisciach z osadow
jeziornych. Golenberg i inni (1990) zbadali DNA chloro-
plastu magnolii, natomiast Soltis i inni (1992) — cyprysa.
Doniesienie Woodwarda i innych (1994) o pozytywnych
prébach izolacji DNA ze skamieniatych gérokredowych
kosci dinozaura sprzed 80 mln lat zostalo uznane za
watpliwe (Gibbons 1994). Woodward i inni (1994) uzys-
kali tylko 9 pozytywnych amplifikacji (na 494 przeprowa-
dzone), a kazda otrzymana sekwencja byla inna.

Roéwnoczesnie przeprowadzono badania nad in-
kluzjami owadéw z mioceniskiego bursztynu domini-
kanskiego (30 mln lat). DNA wyizolowano i zsekwen-
cjonowano u termitéw Mastotermes (De Salle i in.

ludzkiego lub z zarodnikéw grzybéw. Natomiast produkty PCR
otrzymane przy uzyciu primeréw specyficznych okazaly sie by¢ ar-
tefaktami samego procesu amplifikacyjnego.

1992) oraz u bezzadlowej pszczoty Proplebeia domini-
cana (Cano i in. 1992). U Proplebeia uzyskano taricu-
chy dlugie na 195, 555 1 597 par zasad (bp). Wszystkie
préby byly pozytywne, podobnie jak na materiale
wspélczesnym z pszczoty rodzaju Plebeia.

Cano i inni (1993) opublikowali informacj¢ o uzyska-
niu dotychczas najstarszego, liczacego bowiem 125-135
mln lat, DNA z ryjkowca (Coleoptera: Nemonychidae) z
dolnokredowego bursztynu libaiskiego. Uzyskane frag-
menty DNA o dlugosci 226 i 315 nukleotydéw pochodzity
z genu kodujgcego maly podjednostk¢ rybosomalnego
RNA.

Zacytowane powyzej pozytywne wyniki uzyskane
w badaniach nad subfosylnym i fosylnym DNA sktoni-
ty nas do podj¢cia proby wyizolowania DNA z owadéw
zatopionych w bursztynie baltyckim.

Projekt ten zrealizowano w Laboratorium Paleobio-
logii i Systematyki Uniwersytetu Genewskiego.

Przeprowadzono ekstrakcje DNA z 26 muchéwek
(Diptera) nalezacych do rodzin: Ceratopogonidae, Simu-
liildae, Mycetophilidae, Chironomidae, Limoniidae, Scia-
ridae, Rhagionidae, jak réwniez z kilku mréwek (Hyme-
noptera: Formicidae) i duzego karalucha (Blattodea).

Bursztyn z inkluzjg szlifowano tak, aby dotrze¢ jak
najblizej owada, nastgpnie skalpelem delikatnie zdej-
mowano warstwe powierzchniowg az do otwarcia in-
kluzji, ktérej zawartos¢ rozdrabniano cienkg igietka i
wyplukiwano buforem TE za pomoca mikropipety.
Czynnosci te wykonywano pod lupg w warunkach ste-
rylnych (digestorium z laminamym przeptywem po-
wietrza; bursztyn i narz¢dzia sterylizowano).

Izolowanie fosylnego DNA przeprowadzono trzema
metodami: (1) z uzyciem Chelex 100 (Bio-Rad, Richmond,
CA) (Walsh i in. 1991), (2) z NaOH (Wang i in. 1993),
(3) z proteinaza K.
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Otrzymany produkt ekstrakcji byt uzyty do préb am-
plifikacji za pomocg PCR. W prébach tych wykorzysta-
no 14 primeréw uniwersalnych i specyficznych, skon-
struowanych na podstawie sekwencji rybosomalnego
DNA wspélczesnych owadéw. Przeprowadzono ponad
100 amplifikacji, w wyniku ktérych otrzymano kilkanas-
cie fragmentéw DNA, ktére zostaly sklonowane i zsek-
wencjonowane.

Nie uzyskano zadnego fragmentu DNA, ktéry by
wskazywat, ze pochodzi on z inkluzji owadziej. Wszyst-
kie produkty PCR uzyskane przy uzyciu primeréw uni-
wersalnych okazaty si¢ kontaminacjami przez DNA po-
chodzenia ludzkiego lub z zarodnikéw grzybéw. Nato-
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miast produkty PCR otrzymane przy uzyciu primeréw
specyficznych okazaly si¢ by¢ artefaktami samego pro-
cesu amplifikacyjnego.

Ponad péiroczna praca nad realizacja tego projektu za-
koniczyla si¢ brakiem wynikéw pozytywnych. Nie mozna
wykluczy¢, ze chemiczne wlasciwosci bursztynu baltyc-
kiego, a szczegblnie jego kwasny odczyn, powodujg catko-
witg degradacje fosylnego DNA. Niemniej jednak brak ja-
kichkolwiek nowych doniesieri dotyczacych izolacji DNA
z bursztynu dominikariskiego, ktére by uwierzytelnity po-
przednie wyniki, zdaje si¢ wskazywaé na szczeg6lne tru-
dnosci uniemozliwiajace, jak na razie, nadanie tego typu
badaniom charakteru rutynowego.
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Attempted isolation of DNA from insects embedded in the Baltic amber

Summary

The isolation of DNA from 26 insects embedded in the Baltic
amber, mostly of the infraorder Culicomorpha, was not successful.

All DNA fragments amplified by polymerase chain reaction (PCR)
were either artefacts or products of contamination.



