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Jedna z metod wykorzystywana do ustalania sekwencji materiatu genetycznego jest elektroforeza, czyli
rozdziat biatek lub tancuchéw DNA i RNA w polu elektrycznym. Uzycie elektroforezy pozwala na

obserwacje dtugoscitanncuchéw DNA powstajgcych podczas sekwencjonowania z tzw. terminacjg
fancucha.

Zrédto: N/A, National Cancer Institute, Unsplash, domena publiczna.

Badania DNA s3 istotnym elementem poznawania przebiegu ewolucji i powstawania
poszczegolnych gatunkow oraz ustalania ich wzajemnego pokrewienstwa. Na tej podstawie
konstruuje si¢ drzewa rodowe rozmaitych grup organizmow. Filogenetyka odnosi sie
najczesciej do gatunkow, cho¢ mozliwe jest takze badanie pokrewienstwa podgatunkow,
szczepOw czy innych nizszych (lub wyzszych) od gatunku jednostek taksonomicznych.
Dzieki analizie pokrewienstwa mozna np. ustali¢, ktore z obecnie zyjacych zwierzat sa
najblizej spokrewnione z wymartymi dinozaurami.

Twoje cele

» Wykazesz przewage metod z zakresu biochemii i genetyki w ustalaniu
pokrewienstwa miedzy organizmami nad pozostalymi metodami.

» Wymienisz metody stosowane podczas ustalania pokrewienstwa miedzy
organizmami.

e Opiszesz sposoby analizy pokrewienstwa miedzy gatunkami.



Przeczytaj

Aby przesledzi¢ ewolucje gatunkow, mozna przygladac si¢ np. skamieniatym szkieletom,
jakie po nich pozostaty. W ten sposob ustalono, ze wspoétczesne ptaki pochodzg od
dinozauréw. Co wigcej, mozna je zaklasyfikowac do jednejz grup tych wielkich gadow

i uznac za ich jedynych zyjacych dzis przedstawicieli. Wiecej informacji na ten temat
znajdziesz w e-materiale: Czy ptaki sg dinozaurami? Obecnie tworzone drzewa
pokrewienstw miedzy organizmami opierajg si¢ na analizie genomow organizmow. Rozwoj
technik pozwalajgcych na badania DNA zrewolucjonizowat nauki biologiczne, a systematyka
organizmow ulegla znacznejzmianie.

Identyfikacja materiatu genetycznego

Analizy fenotypowe s3 niedostatecznym zrodtem wiedzy w przypadku ustalania
pokrewienstwa. Cechy, na ktorych opiera si¢ analiza, mogly sie¢ wyksztalci¢ w sposob
niezalezny u roéznych organizmow. Duzy wptyw na fenotyp organizmu majg takze warunki
srodowiska. Wigze sie z tym zjawisko plastycznoS$ci fenotypu - na podstawie danego
genotypu mogg powstac rozne cechy fenotypowe, w zalezno$ci od dziatajgcych na
organizm czynnikow $rodowiskowych. Trudne jest takze ustalenie pokrewienstwa na
wczesnych etapach rozwoju, ze wzgledu na stabo wyksztalcone cechy specyficzne dla
gatunku. Dlatego w przypadku analiz pokrewienstwa niezmiernie wazne s3 analizy
genomoOw organizmow. Analizy porownawcze sekwencji genomow dostarczajg wielu
informaciji i czesto podwazajg wyniki uzyskane na podstawie obserwacji fenotypowe;.
Uzyskane sekwencje sg archiwizowane w bazach danych, a programy komputerowe
pozwalajg na ich szybkie porownywanie oraz wyszukiwanie podobienstw. Specjalistyczne
narzedzia stuzg takze do tworzenia drzew pokrewienstw oraz ustalania tempa zmian
materialu genetycznego na przestrzeni lat. Problemem, ktory znaczaco ogranicza zakres
wykorzystania analiz DNA, jest brak mozliwosci uzyskania prob materiatu genetycznego od
dawno wymartych organizmow roSlin i zwierzat.

Aby moc przeanalizowac¢ pokrewienstwo
organizmoOw na podstawie DNA oraz
wyciaggna¢ wnioski o pokrewienstwie
gatunkow, nalezy zsekwencjonowac¢ materiat
genetyczny. Po pozyskaniu probki od danego
organizmu nalezy wyizolowac jego materiat
genetyczny. DNA organizmu moze zostac¢
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ATGC powielony w reakcji tancuchowej polimerazy
(PCR, ang. polymerase chain reaction),

w wyniku czego w probce bedzie

sie znajdowac wiele kopii DNA.

Wiecejna temat PCR
w e-materiale: Zaricuchowa reakcja
polimerazy.

Taki materiat, o odpowiednim stezeniu oraz
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czysto$ci, mozna wykorzysta¢ do

sekwencjonowania. Poznang sekwencje
mozna poréwnac z analogiczng obecng
u innych organizmow i na tej podstawie

okresli¢, gdzie wystepuja roznice. Im mniej
roznic, tym bardziej podobne sa dwa
organizmy. Naukowcy wybrali kilka genow,

Wynik sekwencjonowania DNA metoda Sangera.
Kolorowe litery z prawej strony przedstawiaja
kolejno$¢ czterech przyktadowych nukleotydéw we

wskazanym fragmencie sekwencji DNA badanych ktore szczegolnie dobrze poznali, i to wiasnie
organizmow. one s3 najczesciej ze sobg porownywane
Zrédto: John Schmidt, Wikimedia Commons, licencja: CC BY-

SA3.0. Jedng z pierwszych technik pozwalajagcych na

sekwencjonowanie DNA byta metoda
Sangera, opierajgca si¢ na znakowanych formach nukleotydow, ktore powodowaty
zakonczenie syntezy nici. Dzieki analizie elektroforetycznej mozliwy jest
rozdziat czgsteczek na podstawie wielkosci fragmentu DNA. Podczas elektroforezy
najkrotsze fragmenty migrujg najszybciej, a wyznakowanie nukleotydow pozwala na
okreslenie, ktory nukleotyd konczy ni¢. Odczyt sekwencji polegat na
przesledzeniu rozdziatu pragzkow. Obecnie caly proces zostal zautomatyzowany, co pozwala
na analize wiekszych fragmentow DNA w krotszym czasie. Szczegotowe informacje na
temat elektroforezy DNA znajduja si¢ w materiale: Sekwencjonowanie DNA.

Nowoczesne metody sekwencjonowania DNA

Znakowanie fluorescencyjne nukleotydow hamujacych wydtuzanie DNA

Dla rozwoju metod sekwencjonowania DNA niezmiernie wazne byto opracowanie techniki
w oparciu o znakowanie fluorescencyjne. Pozwolito znacznie przyspieszy¢ sam proces i go
zautomatyzowac. Poniewaz rozne fluorochromy maja odmienne dtugosci fal emisji po
wzbudzeniu, mozliwa jest obserwacja roznych kolorow fluorescencji. Ta cecha zostata
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wykorzystana w metodzie automatycznego sekwencjonowania. Dideoksynukleotydy
(ddNTP) wyznakowano bowiem réznymi fluorochromami, co pozwolito na
sekwencjonowanie z uzyciem wszystkich czterech ddNTP w jednej probowce. W zwigzku
z tym wykorzystuje sie jedna mieszanine substratow reakciji, a nie jak w metodzie Sangera
cztery probowki, gdzie kazda miata inny rodzaj ddNTP. W technice tej wykorzystuje sie
detektor, majacy zdolnos¢ do zbierania i odrozniania sygnalow ptyngcych z fluorochromow.

Znakowanie fluorescencyjne opiera si¢ na elektroforezie kapilarnej w automatycznym
sekwenatorze. Wykonywana jest ona w kwarcowych kapilarach o srednicy 25-100
mikrometrow. Na ich koncu znajduje sie¢ wspomniany detektor. Sekwencja dzigki réznym
sygnatom fluorochroméw moze by¢ odczytywana przez komputer ,na biezgco”, co chroni
przed pomyleniem kolejno$ci prazkow na zZelu, zdarzajacym sie w tradycyjnej metodzie
Sangera. Wynik takiego sekwencjonowania to chromatogram, na ktorym widoczne sg piki
dla poszczegolnych nukleotydow, wyznakowanych réznymi fluorochromami.

AAGAAAAATGCTTATGGATGAGTATGAGGAAAACAAGGACATGTGTCCGATC

Fragment chromatogramu po sekwencjonowaniu genu drozdzowego odczytany w programie SnapGene. Piki

dla poszczegdélnych nukleotydéw oznaczone sg réznymi kolorami: dla adeniny - zielonym, guaniny - czarnym,
cytozyny - niebieskim, a dla tyminy - czerwonym.
Zrédto: Mateusz Szczepanczyk, Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Sekwencjonowanie nowej generacji (NGS, ang. new generation sequencing)

Sekwencjonowanie NGS pozwala na sekwencjonowanie DNA pobranego np. z probki gleby
czy wody. Wigze si¢ to z ogromna iloscig réznych sekwencji DNA, ktore s3 odczytywane
w tym samym czasie. W wielu przypadkach poznajemy nieznane wczesniej nauce gatunki.

Sekwencjonowanie nie odbywa sie¢ w probowce, ale na ptytce, na powierzchni ktore;
znajduja sie dotki. DNA w dotku jest powielane przy uzyciu reakcji PCR, tworzac zbior
fragmentow. W technice tej stosuje sie wyznakowane fluorescencyjnie nukleotydy. Kazdy
z nukleotydow wyznakowany jest innym kolorem, co umozliwia ustalenie, jaki nukleotyd
zostal przylaczony. Cykl taki powtarza si¢ do 200 razy, aby otrzymac catkowitg sekwencje
fragmentu. W tym samym czasie analizowana jest ogromna liczba probek, ktora daje od 1
mln do 43 mld sekwencji na analiz¢. Wyniki odczytow sg pozniej analizowane przez
programy komputerowe.
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Pobranie probki srodowiskowej

2

Izolacja DNA z prébki Srodowiskowej

3

Powielenie fragmentéw DNA za pomocg PCR

4

Poréwnanie otrzymanych sekwencji DNA z sekwencjami referencyjnymi w bazach danych

5

Identyfikacja gatunkow z tej samej probki

Metabarkoding DNA to szybka metoda umozliwiajagca ocene réznorodnosci biologicznej. Za jej pomocg mozna
np. scharakteryzowac skupisko gatunkéw w prébce sSrodowiskowej. Ogromne zbiory danych wymagaja
kompleksowych analiz laboratoryjnych i bioinformatycznych.

Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Gléwnymi zaletami najnowszych metod sekwencjonowania sg:

e wysoka przepustowosc;

« niski koszt analizy jednej probki;

« mozliwos$¢ analizy ogromnejilosci danych w stosunkowo krotkim czasie (technologie
NGS generujg duzg liczbe wynikow, ktére nastepnie nalezy przetwarzac, wykorzystujgc



innowacyjne narzedzie bioinformatyczne oraz komputery charakteryzujgce si¢ duzg
moca obliczeniowg);

» odstgpienie od radioaktywnych izotopow i zastgpienie ich nukleotydami znakowanymi
fluorescencyjnie;

» skrocenie czasu catego procesu, dzigki czemu wigksza ilos¢ materialu moze zostac
przeanalizowana i wprowadzona do ogolnodostepnych baz danych, a na ich podstawie
mozna nastepnie probowac ustali¢ stopien pokrewienstwa badanych organizmow z juz
znanymi gatunkami, lub stwierdzi¢, iz probka materiatu genetycznego pochodzi
z jeszcze nieznanego gatunku.

Ustalanie pokrewienstwa

Poznany za pomocga sekwencjonowania cigg nukleotydow w badanym DNA jest
wprowadzany do bazy danych. Wspoélczesnie istnieje wiele takich baz. Gromadzg one
informacje o genomach wielu gatunkow lub wybranych grup organizmow, np. drozdzy,
bakterii czy roslin. Bazy danych pozwalajg nie tylko na sprawdzenie, czy w genomie danego
organizmu wystepuje dana sekwencja, ale takze na poznanie biatka, ktore jest przez nig
kodowane.

Ustalanie pokrewienstwa miedzy organizmami opiera si¢ na analizie porownawczej
sekwencji genomow organizmow. W toku ewolucji w DNA organizmow pojawiajg si¢
mutacje, ale w jednych jego fragmentach wystepuja czesciej, a w innych rzadzie;.
Sekwencje, w ktorych rzadko dochodzi do mutaciji, okreslane s3 mianem konserwatywnych
i to ich uzywa si¢ najczesciej do tego rodzaju poroéwnan. Zazwyczaj sekwencje
konserwatywne koduja bardzo wazne dla przezycia komorki biatka. Do analiz
porownawczych wykorzystywane sg takze sekwencje aminokwasowe biatek. CzeS¢ zmian
w genach nie skutkuje bowiem zmiang kodowanych przez nie aminokwasow, przez co
biatka utrzymujg wysoki stopien podobienstwa.



Hsa_ TMEM66 ALTLHYDRYTTSRRLDPIPQLKCVGGTAGCDSYTPEVIQCONKGWDGYDVQWECKTDLDI 103
Ptr TMEME6 ALTLHYDRYTTSRRLDPIPQLECVGGTAGCDSYTPEVIQCONKGWDGYDVQWECKTDLDI 103
Ppy TMEM66 ALTLHYDRYTTSRRLDPIPQLEKCVGGTAGCDSYTPEVIQCONKGWDGYDVQWECKTDLDI 103
Mml TMEM66& ALTLHYDRYTTSRRLDEIPQLKCVGGTAGCDSYTPEVIQCONKGWDGYDVQWECKTDLDI 103
Mfa TMEM66G ALTLHYDRYTTSRRLDPIPQLEKCVGGTAGCDSYTPEVIQCONKGWDGYDVQWECKTDLDI 103
Mne TMEM66 ALTLHYDRYTTSRRLDPIPQLKCVGGTAGCDSYTPRVIQCONKGWDGYDVQWECKTDLDI 103
Ssc_TMEM66 ALTLHYDRYTTSRRLDPIPQLECVGGTAGCDSYTPREVIQCONKGWDGYDVOWECKTDLDV 103
Bta_TMEM66 ALTLYYDRYTTSRRLEPIPQLECVGGTAGCDSYTPEVIQCONRGWDGYDVQWECKTDLDV 103
Cfa TMEM6E6E ALTLHHDRYTTSRRLDPIPQLECVGGTAGCDSYTPEVIQCONKGWDGYDVQWECKTDLDI 103
Mmu TMEME6G ALTLYSDRYTTSRRLDPIPQLECVGGTAGCEAYTPRVIQCONKGWDGYDVOWECKTDLDI 104
Rno_ TMEM66 ALTLYSDRYTTSRRLDPIPQLECVGGTAGCDAYTPEVVQCONKGWDGYDVOWECKTDLDI 104
Ocu_TMEM66 ALTLHYDRYTTSRRLEPIPQLKCVGGTAGCDAYTPEVIQCONKGWDGYDVOWECKTDLDV 97
Laf TMEM66 ALTLHYNRYTTSRRLDPVPQLKCIGGTAGCNSYTPEVIQCQONEGWDGYDVQWECKTDLDI B89
Mdo TMEM66& ALTLHRDRFTTARRTAPIPQLOCLGGSAGCPAHIPEIVQCRNEGWDGFDVQWECKAELDT 119
Gga_TMEM66 VLTLHRGRYTTARRTAAVPQLOCIGGEAGCS-DIPEVVQCYNRGWDCGYDVQWQCKADLEN 94
Xla_ TMEM66 TITLYADRYTNARRSAPVPQLKCIGGNAGCHAMVPQVVQCHNRGWDCGLDVQWECRVDMDN 93
Xtr_ TMEM6E6E AITLYADRYTNARRSAPVPQLKCIGGSAGCHTMVPQVVQCHNRGWDGFDVQWECKVDMDN 93
Dre_ TMEME6E VLTLYRGRYTTARRSSEVPOLOCIGGSAGCGSFTPEVVQCYNRGESDGIDAQWECKADMDN 93
Ssa_TMEM66 VLTLYKGKYTTARRSSAVPOLQCVGGSAGCGSFIPEVVQCENKGWDGVDAQWECKTDMDN 93
Tru_ TMEM66 VLTLYRGLYTTARRSSPVPQLQCVGGSAGCHAFVPEVVQCONEGWDGMDIQWECRTDMDN 99
Tni_ TMEM66 TLTLYRGRYTTARRSSPVPQLRCVGGSAGCQAFVPEVVQCONRGWDGVDVOWECKTDMDN B9
Gac_TMEM66 ALTLYENRYTTARRASPVPOLQCVGGSAGCQAFVPEVVQCONEGWDGVDVQWECRTDMDN 92
Ppr_ TMEM66 VLTLYRGRYTTARRSSPVLOLOCAGGTAGCGSFVPEVVQCYNRGSDGIDTQWECKADMDN 93
Cel TMEM66 AITLHEGEMTTGRRVSPTFQLECVGG-SAKGAFTPEVVQCANQGFDGSDVQWRCDADLPH 96
Cre_TMEM66 AITLNEGEMTTGRRVAPTLOLKCVGG-SAKGAFTPEVVQCSNQGFDGSDVQWRCDADLPH 96
Cbr_ TMEME6 AITLHKGEMTTGRRVAPALQLKCVGG-SAKGQFSPRVVQCANQGFDGSDVQWRCDADLEH 96
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Fragment analizy poréwnawczej sekwencji biatkowej miedzy wieloma organizmami. Analize wykonano
w programie ClustalW.
Zrédto: Wikid25, Wikimedia Commons, licencja: CC 0 1.0.

Wyniki analizy porownawczej pozwalajg na okreslenie stopnia podobienstwa
porownywanych sekwenciji, a na tej podstawie mozna wykona¢ drzewo filogenetyczne. Im
wiekszy stopien homologii, tym blizej spokrewnione powinny by¢ organizmy. W celu
dokladnego okreslenia stopnia pokrewienstwa nalezy porownac dlugie sekwencije.
Porownanie krotkich fragmentow moze dac¢ btedny wynik.

Analiza pokrewienstwa w obrebie taksonow (blisko spokrewnionych organizmow) moze
sie opierac¢ na krotkich fragmentach. W takim przypadku wykorzystywany jest tzw.
barkoding. Wigcej o metodzie barkodingu w materiale: Barkoding DNA - analiza tekstu
naukowego.

Konstruowanie drzew filogenetycznych

Do tworzenia drzew filogenetycznych wykorzystywane sg programy komputerowe oraz
narzedzia dostepne bezposrednio w bazach danych, gromadzacych informacje

o sekwencjach DNA. Jedng z najczeSciej uzywanych baz danych jest NCBI (ang. National
Center for Biotechnology Information). Na stronie internetowej NCBI znajduje si¢ specjalna
zakladka poswiecona taksonomii oraz ustalaniu homologii. Do analizy mozna uzy¢ danych
zawartych w bazie, jak rowniez wtasnych wynikow. Drzewa filogenetyczne wykonane

w roznych programach mogg si¢ jednak roznic¢, ze wzgledu na rozne modele
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wykorzystywane do analiz. Wigcejna ten temat znajdziesz w e-materiale: Kontruowanie
drzew filogenetycznych.

Do analizy pokrewienstwa czesto wykorzystywany jest rRNA - rybosomalny RNA, ktory
wchodzi w sklad podjednostek rybosomalnych. Szczegodlnie czesto stosowany jest fragment
16S podjednostki rybosomalnej, ktory jest wysoce konserwatywny. Jest to jedynie jedna

z wielu czasteczek, stuzgcych ustalaniu pokrewienstwa. R6zne grupy organizméw moga
wykazywac wieksza zmienno$¢ w obrebie innych czasteczek. Przykladem porownywane;j
sekwenciji konserwatywnej jest mitochondrialny gen kodujacy cytochrom c, ktory maja
rosliny, zwierzeta i wiele mikroorganizmow. U blisko spokrewnionych organizmow jest on
bardzo podobny lub nawet identyczny, np. u ludzi i szympansow. Miedzy dalszymi
krewnymi rozni si¢ proporcjonalnie do stopnia pokrewienstwa. Jezeli w wyizolowanym
materiale genetycznym znajdzie si¢ ten wiasnie gen, to mozna z bardzo duzym
prawdopodobienstwem ustali¢ taksonomiczng pozycje badanego organizmu.

Poczatkow drzewa filogenetycznego upatruje si¢ w hipotetycznym organizmie nazwanym
z jez. ang. last universal common ancestor (LUCA), co oznacza 'ostatni uniwersalny wspolny
przodek: Nie byl to pierwszy zywy organizm na Ziemi, ale ostatni, od ktérego pochodzg
wszystkie pozostate. Jesli wyobrazimy sobie pierwsze organizmy jako pien drzewa zycia,
LUCA bedzie ostatnim z nich przed pierwszym rozgalezieniem pnia. Zdaniem naukowcow
byl to jednokomorkowiec podobny do dzisiejszych archeonow.

(Bakterie) Eukarionty
. Sluzowce
Kretki Chiorofiexd Petzaki Zwierzeta

Gram
-dodatnie

Methanosarcina Grzyby

Methanobacterium| Halobakterie
Methanococcus
Thermococcus
celer
Thermoproteus
Pyrodicticum

Rosliny

Proteobakterie
Sinice

Orzeski

Planctomyces
Wiciowce

Bacteroides
Cytophaga

Rzesistki
Mikrosporydia

Termotoga

Aquifex Lambliowate

Drzewo filogenetyczne ukazujgce podziat na trzy domeny: bakterie, archeony i eukarionty.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., Na podstawie: Eric Gaba (Sting, fr:Sting), Cherkash - NASA Astrobiology Institute,, licencja: CC
BY-SA 3.0.
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analizy fenotypowe

badania biorgce pod uwage jedynie widoczne cechy organizmu, jak liczba konczyn,
ksztatt kosci czy kolor siersci

chromatogram

graficzne przedstawienie procesu rozdziatu czgsteczek

cytochrom c

biatko obecne u wielu organizmoéw, bedace jednym z przenosnikow tlenu w tancuchu
oddechowym; wykorzystywane jest w badaniach filogenetycznych do okreslania stopnia
pokrewienstwa miedzy organizmami

dideoksynukleotyd
nukleotyd hamujgcy wydtuzanie nici DNA; nie posiada grupy -OH w pozycji 3' pentozy
drzewo filogenetyczne

graficzne przedstawienie filogenezy - ewolucyjnych zaleznosci, stosunkow
pokrewienstwa miedzy réoznymi grupami systematycznymi (taksonami)

elektroforeza

rozdziat biatek lub fancuchéw DNA i RNA w specjalnym zelu; umieszcza si¢ go wraz
z probkami w polu elektrycznym, pod ktorego wptywem przesuwaja si¢ naprzod
i rozdzielaja pod wzgledem wielkosci

fluorochrom

czgsteczka posiadajgca zdolnos¢ do fluorescencji; w wyniku wzbudzenia
promieniowaniem o danej dtugosci fali emituje fale o innej dtugosci

homologia

(gr. homologos - zgodny) podobienstwo genow i biatek wynikajace z odziedziczenia po
wspolnym przodku

sekwencjonowanie DNA

metoda pozwalajgca na okreslenie kolejnosci nukleotydéw w DNA; wykorzystuje m.in.
mechanizm syntezy nici z wyznakowanymi nukleotydami

znakowany nukleotyd



nukleotyd, do ktérego dotaczony zostat zwigzek barwny lub izotop radioaktywny (inny do
kazdego nukleotydu) w taki sposob, aby mozna go potem bylo zidentyfikowa¢ w gotowej
nici DNA
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Polecenie 1
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Polecenie 2

Sprawdz, co wiesz o roznych metodach badania pokrewienstwa miedzy organizmami.
Procentowy punkt zaliczenia testu wynosi 80%.

Sprawdz swoja
wiedze na temat
metod badania
pokrewienstwa
miedzy
organizmami.

Poziom Limit czasu: Twaj ostatni
trudnosci: . wynik:
4 min
tatwy -
‘ Uruchom




Sprawdz sie

Pokaz ¢éwiczenia: O @

Cwiczenie 1 @)

Przyporzadkuj podanym terminom ich definicje.

L i Ustalanie stopnia podobienstwa miedzy
Ostatni uniwersalny wspélny przodek ) i
organizmami
Organizm, od ktérego pochodz
Drzewo filogenetyczne g . g p ] 2
wszystkie formy zycia
) . Technika odczytywania kolejnosci
Sekwencjonowanie DNA
J nukleotydéw w czasteczce DNA
Graficzna forma przedstawienia
Analiza pokrewienstwa filogenezy, czyli rozwoju rodowego
organizmoéw

Cwiczenie 2 ®

Uporzadkuj ponizsze etapy w odpowiedniej kolejnosci w taki sposéb, zeby prawidtowo
opisywaty poszczegdlne fazy identyfikacji gatunku przy uzyciu technik molekularnych.

Identyfikacja gatunku poprzez poréwnanie uzyskanych sekwencji z sekwencjami

w bazach danych. v
Pozyskanie préobki danego organizmu. =
Wyizolowanie materiatu genetycznego. =
Sekwencjonowanie DNA. =
Powielenie DNA metoda PCR. =




Cwiczenie 3 @

Okresl, czy podane stwierdzenia sg prawdziwe czy fatszywe.

Prawda Fatsz

Przyktadem sekwencji DNA, ktora rzadko ulega mutacjom
i moze by¢ wykorzystywana do okres$lania pozycji
taksonomicznej danego organizmu, jest gen kodujacy

O O

cytochrom c.

Mimo rozpowszechnienia sie metody filogenezy
molekularnej, badanie fenotypowe nadal stanowi
najpewniejsze zrodto informacji o pochodzeniu danego O O
organizmu.

Filogeneza molekularna pozwala nam zidentyfikowac
organizm jako przedstawiciela danego gatunku, a takze
okresli¢ jego podobienstwo do przedstawicieli innych O O
gatunkow.

Cwiczenie 4

Wyjasnij, dlaczego metody filogenetyki molekularnej s3 pewniejsze do ustalania pochodzenia

danego organizmu niz badania fenotypowe.

Cwiczenie 5

Uzupetnij tekst, zaznaczajac prawidtowe sformutowania.

Okreslanie pokrewienstwa na podstawie DNA obejmuje poréwnanie sekwencji w obrebie

regionéw‘ zmiennych ] H konserwatywnych [ ] ’ewolucyjnie. Przyktadem takiego regionu

jest gen kodujacy‘ cytochromc ] H podjednostki 55 [ | ’ ktory jest genem

‘ mitochondrialnym (] H rybosomalnym [ ] ’ Duze réznice w obrebie badanych sekwencji

s’wiadczao‘ niskim [ ] H wysokim [ ] ’stopniu pokrewienstwa miedzy danymi organizmami.




Cwiczenie 6
Przyporzadkuj podane cechy do rodzaju metody stosowanej w celu ustalenia pochodzenia
danego organizmu.

Analiza sekwencji genomow

Opiera sie jedynie na
widocznych cechach organizmu.

Niezbedna jest probka DNA
danego organizmu.

Analizy fenotypowe

Wynik jest pewniegjszy.

Na ich wyniki majg wptyw
czynniki Srodowiskowe.

Wykorzystuje zaawansowane
techniki badan molekularnych.

Moze dawac nieprawidtowe
wyniki.




Cwiczenie 7 @

JW latach 80. ubiegtego wieku Alan Wilson i jego wspdtpracownicy (Cann i wspétaut. 1987)
przebadali DNA kilkudziesieciu 0oséb z r6znych stron swiata. Wéwczas nie sekwencjonowano
jeszcze zazwyczaj catych genomdéw mitochondrialnych, praca ta opiera sie na analizie
polimorfizméw miejsc restrykcyjnych w genomie mitochondrialnym. Najwiekszg ré6znorodnos$¢
mitochondrialnego DNA znaleziono w Afryce; drzewa sporzadzone na podstawie tych
wynikéw (i potwierdzone wielokrotnie przez pdzniejsze badania) wskazaty na wspdlnego
przodka (a raczej moze na wspodlng pramatke) zyjaca w Afryce okoto 180 000 lat temu (Cann

i wspotaut. 1987; Wallace 1995, 2005). Oczywiscie nie byta to jedyna wowczas zyjaca kobieta
(stad nazwa »Ewa« moze nie jest do konica uzasadniona), ale tylko jej mitochondria byty
przekazywane z cérki na coérke przez wiele pokolen az do czaséw wspotczesnych; inne
mitochondrialne DNA pochodzace od kobiet zyjagcych w czasach »Ewy« nie dotrwaty do
dzisiaj.”

Zrédto: Ewa Bartnik, Ludzki genom mitochondrialny, ,KOSMOS” 2009, nr 58, s. 555-558.

Na podstawie tekstu o ,mitochondrialnej Ewie” oraz wtasnej wiedzy wyjasnij, dlaczego

mtDNA jest jednym z genetycznych markeréw, ktére zostaty uzyte do analizy filogenetycznej.




Cwiczenie 8 O

,Metoda Sangera pozwolita miedzy innymi po raz pierwszy odczyta¢ genom cztowieka (2001
rok). Trwato to ponad 10 lat, wymagato pracy 20 laboratoriéw na catym swiecie i kosztowato 3
miliardy dolaréw. Od ponad dekady istnieje jednak technologia duzo szybszego i tanszego
sekwencjonowania. Dla odréznienia od sekwencjonowania metoda Sangera, nowa technologia
zostata nazwana sekwencjonowaniem nowej generacji (ang. next-generation sequencing,
NGS). Spotyka sie tez nazwy sekwencjonowanie drugiej generacji lub sekwencjonowanie
wysokoprzepustowe (ang. high-throughput sequencing). Wraz z nadejsciem NGS, metoda
Sangera nie stata sie jednak zbedna. Stuzy obecnie do sekwencjonowania DNA na matg skale,
oraz weryfikacji wynikéw pochodzacych z NGS. Ze wzgledu na rosnace zaufanie i jakos¢
sekwencjonowania wysokoprzepustowego, odchodzi sie jednak od weryfikacji w niektorych
przypadkach.”

Zrédto: Pawet Sztromwasser, Od odczytéw do wariantéw, czyli jak wyglada poszukiwanie zmian w DNA, artykut dostepny na

stronie: www.genetyka.bio

Na podstawie fragmentu tekstu oraz wtasnej wiedzy wyjasnij, dlaczego sekwencjonowanie
nowej generacji wyparto sekwencjonowanie metoda Sangera, jako narzedzie wykorzystywane

w analizie pokrewienstwa.




Dla nauczyciela

Autor: Anna Juwan

Przedmiot: Biologia

Temat: Krewny daleki czy bliski?

Grupa docelowa: uczniowie III etapu edukacyjnego - ksztalcenie w zakresie rozszerzonym

Podstawa programowa:

Zakres rozszerzony

Tredci nauczania - wymagania szczegétowe

XV. Biotechnologia. Podstawy inzynierii genetycznej. Uczen:

9) przedstawia zastosowania biotechnologii molekularnej w badaniach ewolucyjnych
i systematyce organizmow;

Ksztaltowane kompetencje kluczowe:

» kompetencje cyfrowe;

» kompetencje osobiste, spoleczne i w zakresie umiejetnosci uczenia sig;

» kompetencje matematyczne oraz kompetencje w zakresie nauk przyrodniczych,
technologii i inzynierii.

Cele operacyjne (jezykiem ucznia):

» Wykazesz przewage metod z zakresu biochemii i genetyki w ustalaniu pokrewienstwa
miedzy organizmami nad pozostalymi metodami.

« Wymienisz metody stosowane podczas ustalania pokrewienstwa miedzy organizmami.

o Opiszesz sposoby analizy pokrewienstwa miedzy gatunkami.

Strategie nauczania:

» konstruktywizm;
o konektywizm.

Metody i techniki nauczania:

e zuzyciem komputera;

e Cwiczenia interaktywne;
» gra dydaktyczna;

e mapa mysli;

 analiza tekstu Zzrodlowego.



Formy pracy:

e pracaindywidualna;

e pracaw parach;

e pracaw grupach;

» praca catego zespotu klasowego.

Srodki dydaktyczne:

komputery z glto$nikami, stuchawkami i dostepem do internetu;

zasoby multimedialne zawarte w e-materiale;

tablica interaktywna/tablica, pisak /kreda;

arkusze papieru, flamastry.
Przed lekcja:
1. Uczniowie zapoznajq sie z trescig w sekcji ,Przeczytaj”
Przebieg lekcji
Faza wstepna:

1. Nauczyciel wyswietla i odczytuje temat lekcji oraz zawarte w sekcji ,Wprowadzenie”
cele zaje¢. Prosi uczniow lub wybrang osobe o sformulowanie kryteriow sukcesu.

2. Wprowadzenie do tematu. Nauczyciel zadaje pytania:
- W jaki sposob roznice pomiedzy genami lub biatkami réoznych organizmow pozwalaja
okresli¢ ich wzajemne pokrewienstwo?
- Jakie metody stosuje si¢ podczas ustalania pokrewienstwa miedzy organizmami?
- Jakie s3 mozliwe sposoby analizy pokrewienstwa miedzy gatunkami i czym si¢ one
charakteryzujg?
Uzupelnia wypowiedzi uczniow, koryguje ewentualne bledy.

Faza realizacyjna:

1. Mapa mysli. Uczniowie, pracujgc w parach, tworza mapy mysli zwigzane z tematem
lekcji na podstawie tresci z sekcji ,,Przeczytaj”

2. Praca z multimedium (,,Gra edukacyjna”). Uczniowie dzielg si¢ na zespoly i rozwigzujg
pytania quizowe. Nauczyciel wraz z uczniami okresla zasady rywalizacji i punktowania
dobrych odpowiedzi (np. gra na czas lub na liczbe poprawnych odpowiedzi).
Przeprowadzenie gry w klasie. Nauczyciel lub wybrany uczen dba o prawidlowy
przebieg quizu zgodnie z wczesSniejszymi ustaleniami. Nauczyciel oglasza zwycieska
druzyne.

3. Utrwalenie wiedzy i umiejetnosci. Uczniowie samodzielnie wykonujg ¢wiczenie nr 6
(w ktorym majg za zadanie przyporzadkowac podane cechy do rodzaju metody
stosowanejw celu ustalenia pochodzenia danego organizmu) z sekcji ,Sprawdz si¢”.



Nastepnie w 4-osobowych grupach omawiajg prawidlowe rozwigzanie. Po uptywie
wyznaczonego czasu wskazany przez nauczyciela przedstawiciel grupy prezentuje
odpowiedz wraz z jej uzasadnieniem. Klasa ustosunkowuje si¢ do niej. Nauczyciel
udziela uczniom informacji zwrotne;.

4. Uczniowie rozwigzuja w grupach 4-osobowych ¢wiczenie nr 7 (w ktérym majg za
zadanie wyjasni¢ — na podstawie tekstu zrodtowego oraz wlasnejwiedzy - dlaczego
mtDNA jest jednym z genetycznych markerow, ktore zostaly uzyte do analizy
filogenetycznej). Po jego wykonaniu nastepuje omowienie rezultatow na forum klasy.

Faza podsumowujaca:

1. Uczniowie wykonuja ¢wiczenie nr 2 (polegajace na uporzadkowaniu etapow
identyfikacji gatunku przy uzyciu technik molekularnych) z sekcji ,,Sprawdz sie”
Chetne osoby prezentujg swoja odpowiedz.

2. Nauczyciel wyswietla temat lekciji i cele zawarte w sekcji ,Wprowadzenie”,
podsumowuje omawiany na lekcji materiat, wyjasnia watpliwosci uczniow.

Praca domowa:

1. Wykonaj ¢wiczenia od 3 do 5 z sekcji ,,Sprawdz si¢”.
2. Dla chetnych: Wykonaj ¢wiczenie nr 8 z sekcji ,Sprawdz si¢”.

Materialy pomocnicze:

» Jane B. Reece i in., ,Biologia Campbella”, ttum. K. Stobrawa i in., Dom Wydawniczy
REBIS, Poznan 2021.

» ,Encyklopedia szkolna. Biologia”, red. Marta Steplewska, Robert Mitoraj, Wydawnictwo
Zielona Sowa, Krakéw 2006.

Dodatkowe wskazowki metodyczne:

e Nauczyciel moze wykorzysta¢ medium zamieszczone w sekcji ,,Gra edukacyjna” do
podsumowania lekciji.



