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Wykorzystanie
roslinnego DNA

W postepowaniu sgdowym

W sSwiecie roslin istnieje ogromna
zmiennos¢ na poszczegolnych
szczeblach systematyki. Zroéznicowa-
nie fenotypowe i genotypowe wyste-
puje nie tylko miedzy rodzajami czy
gatunkami, ale takze w ich obrebie.
Dzieki rozwojowi genetyki molekular-
nej, biotechnologii i hodowli roslin
otrzymywane sa nowe odmiany za-
rowno roslin uprawnych, jak i ozdob-
nych. W obrebie gatunku wyréznia
sie odmiany zblizone do siebie, ale

zawsze roznigce sie przynajmniej
jedna cecha, czesto niewidoczng lub
mato wic'oczna. Dotychczas gatunki
i odmian byly odrozniane na podsta-
wie cech morfologicznych, lecz
w licznych przypadkach klasyfikacja

oparta na cechach morfologicznych
nie jest wystarczajaca do odroznienia
wielu gatunkéw w obrebie rodzaju
czy tez odmian nalezacych do tego
samego gatunku.

Do niedawna materiat pochodze-
nia roslinnego analizowano metoda-
mi morfologicznymi lub rzadziej bio-
chemicznymi. W badaniach nauko-
wych korzystano z analizy kariotypu
technika fluorescencyjnej hybrydyza-
cji in situ (FISH — ang. Fluorescent in
situ hybridization) [4]. Elementem
krytycznym w tych badaniach jest
wielkos¢ materiatu roslinnego. Z tego
wzgledu wiele probek materiatu ro-
slinnego, bedacych sladem pocho-
dzacym z miejsca przestepstwa, nie
mogto by¢ identyfikowanych.

Do identyfikacji i oceny pokrewien-
stwa genetycznego coraz czesciej
stosuje sie techniki oparte na PCR,
a szczegolnie metode losowo amplifi-
kowanego polimorficznego DNA
(RAPD). Na podstawie analizy bar-
dzo niewielkich ilosci roslinnego DNA
mozna okresli¢, z jakiej rodziny i ga-
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tunku pochodzi dana prébka tkanki
roslinnej [26]. Technika RAPD jest tez
uzywana w badaniach dotyczacych
identyfikacji oraz ustalenia réznic
miedzy morfologicznie nierozréznial-
nymi odmianami [28; 31]. Markery
RAPD ze wzgledu na mozliwos¢
szybkiego wykrywania polimorfizmu
genetycznego sa bardzo przydatne,
zwtaszcza w odniesieniu do gatun-
kow o duzym genomie [7].

Charakterystyka roslinnego DNA

Gatunki roslin charakteryzujg sie
duzg roznorodnoscig zaréwno na po-
ziomie fenotypu, jak réowniez genomu
jadrowego. Genomy roslin réznia sie
nie tylko zawartoscia DNA, ale takze
liczbg chromosomoéw i ich morfologig.
Jedna z przyczyn jest wystepowanie
powtarzalnych sekwenciji, ktore moga
stanowi¢ ponad 90% genomu jadro-
wego. Sekwencje te mozna podzieli¢
na klasy w zaleznosci od diugosci,
potozenia i specyfiki wystepowania.
Pewne typy sekwencji sg podobne
u wszystkich organizmow, podczas
gdy inne sa specyficzne dla gatunku
lub nawet chromosomu. Poszczegol-
ne typy sekwencji maja charaktery-
styczne rozmieszczenie w chromoso-
mach. W zwigzku z powyzszym
struktura chromosomu nie jest homo-
genna, ale sktada sie z szeregu chro-
matynowych domen. Diugosé se-
kwencji powtarzalnych moze wynosic
od dwaéch lub kilkunastu nukleotydow
przez sekwencje wynoszace od 180
do kilku tysiecy par zasad. Pozostatg
cze$¢ genomu stanowig sekwencje
kodujace, ktore wystepuja w jednej
lub w kilku kopiach [2; 14].

Wielko§¢ genomu jadrowego
okreslona zostata dla okoto 3000 ga-

tunkéw roslin. Roznice w zawartosSci
DNA u tych gatunkéw wynoszg okoto
tysigca razy. Podobne réznice doty-
cza liczby chromosomoéw od 2 do kil-
kuset. Nie znaleziono u roslin gatun-
ku o liczbie chromosomow n = 1.
Maksymalna liczba chromosomow
opisana dla roslin okrytonasiennych
wynosi 2n = 600 u palmy madaga-
skarskiej Vaonniola gerardii. Morfolo-
gia, a szczegolnie rozmiary chromo-
somow wykazujg duzg réznorodnosé
zarowno w obrebie jednego genoty-
pu, jak i miedzy gatunkami. Chromo-
somy jednych gatunkow sa mate
i niezréznicowane morfologicznie,
u innych natomiast poszczegolne pa-
ry chromosomow homologicznych
roznig sie i sg tatwe do identyfikaciji.
Mimo tak znacznych réznic w wielko-
sci genomow wydaje sie, ze liczba
gendéw moze by¢ podobna u roznych
gatunkow [2; 14].

Charakterystycznym elementem
genomu roslinnego sg ruchome ele-
menty okreslone jako retrotranspozo-
ny majgce zdolnos¢ do transpozycii
przez RNA i odwrotng transkrypcje
do DNA w wyniku dziatania odwrotnej
transkryptazy [14]. W komoérkach ro-
slinnych obecne sa 3 formy DNA: jg-
drowe, mitochondrialne i chloropla-
stowe. Do sekwencjonowania i analiz
wykonywanych przy identyfikacji ga-
tunku uzywane jest najczesciej jadro-
we DNA [17].

Zawartos¢ mtDNA w roslinach sta-
nowi od 0,3 do 1% catkowitego DNA
w zaleznosci od rodzaju tkanki i okre-
su rozwoju. Wielko$¢ DNA mitochon-
drialnego roslin wyzszych miesci sie
w przedziale od okoto 200 do 2400
kpz. Duze roznicowanie wielkosci
czgsteczek daje sie zauwazy¢ nawet
u roslin blisko ze sobg spokrewnio-




nych. Mitochondrialne DNA wystepu-
je w formie kolistej, a informacja ge-
netyczna zawarta w DNA jest podob-
na dla wszystkich organizmow za-
rowno roslinnych, jak i zwierzecych.
Wielkos¢ chloroplastowego DNA
(ctDNA) miesci sie w granicach od 85
do 292 kpz. Wiekszos¢ roslin wyz-
szych ma ctDNA w granicach od 140
do 160 kpz [1].

W ostatnich latach powstaty nowe
mozliwosci oznaczenia zmiennosci
genetycznej roslin. Ma to Scisty zwia-
zek z wykorzystaniem wynikéw ba-
dan DNA w genetyce i hodowli roslin.
Wszystkie zastosowania mozna po-
dzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza pole-
ga na trawieniu badanego DNA enzy-
mami restrykcyjnymi i oznaczaniu
specyficznych fragmentow bezpo-
srednio po hybrydyzacji technika So-
utherna (RFLP). W drugiej wykorzy-
stuje sie reakcje enzymatyczng am-
plifikacji w obecnosci specyficznych
oligonukleotydowych starterow
(DNA-RAPD) [2].

Metody analizy DNA roslinnego

RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA - losowo
amplifikowane polimorficzne DNA)

Analiza RAPD polega na reakcji
tancuchowej polimerazy (PCR — Po-
lymerase Chain Reaction), a nastep-
nie poszukiwaniu polimorfizmu
DNA skrajnie réznigcych sig pod
wzgledem danej cechy linii [25].
To, czy polimorfizm wystgpit lub
nie, okresla sie na podstawie wyni-
kéw elektroforezy na zelu agarozo-
wym, na ktérym fragmenty rozdzie-
lajg sie w zaleznos$ci od rozmiaru
(wielko$¢ warunkuje predkos¢ mi-
gracji). Specyficznos¢ hybrydyzaciji
zalezy m.in. od sekwencji i sktadu
nukleotydow, sity jonowej stosowa-
nych buforéw i temperatury. Ope-
rowanie tymi parametrami daje
mozliwos¢ uzyskania hybrydyzacii
czasteczek, ktorych homologia nie
przekracza 50% nukleotydow (ryc.
1) [29].

10-50 ng pobieznie oczyszczo-
nego DNA wystarczy do przepro-
wadzenia pojedynczej reakcji.

W technice tej matryce amplifikacyj-
ng stanowi catkowite DNA badanego
osobnika [15]. W celu amplifikacji
DNA wykorzystuje sie reakcje PCR.
Kazdy cykl PCR skiada sie z trzech
etapow:

@ termicznej denaturacji powiela-

nego DNA (okoto 90°C),

@ asocjacji starterow z matryca

w temperaturze obnizonej do
35-60°C,

@ polimeryzacji DNA w temperatu-

rze okoto 72°C.

Liczba syntetyzowanych fragmen-
tow rosnie wyktadniczo jak 2n, gdzie
(n) oznacza liczbe cykli — po 30—40
cyklach fragmenty DNA ulegaja po-
wieleniu kilka milionow razy [15; 29].
W kolejnych cyklach reakcji DNA jest
poddawane losowej hybrydyzacji ze
starterem. Startery sa dtugosci
10-15 nukleotydow i ich sekwencje
sa homologiczne do odcinkow DNA.
Do namnozenia fragmentéw DNA do-
chodzi w miejscach, gdzie sekwencja
czasteczki startera pozwala na jego
przytaczenie do komplementarnych
nici DNA, w odlegtosci nieprzekra-
czajgce] Kkilku tysiecy nukleotydow.
Produktami kilkudziesieciu cykli reak-
cji amplifikacji jest kilka lub kilkana-
scie namnozonych fragmentéw ro-
slinnego DNA. Produkty PCR sg roz-
nej diugosci i sg poddawane elektro-
forezie — rozdzielane na zelu agaro-
zowym, wczesniej barwionym brom-
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Ryc. 1. Schemat reakcji PCR (zrodio: Authentication of
Chinese Medicinal Materials by DNA Technology edited
by P.C. Shaw, J. Wang & P P-H But (The Chinese Uni-
versity of Hong Kong)
Fig. 1. PCR diagram

kiem etydyny (EtBr). Oceny dokonuje
sie w $wietle UV, wizualizacja powo-
duje powstawanie prazkéw na zelu.
Kazdy prazek jest zwigzany z okre-
Slonym lokusem.

Technika ta dostarcza duzej liczby
markeréw o dtugosci 100—2000 par
zasad i pozwala bada¢ caly genom
dzieki dominujgcemu charakterowi
markerow.

Niestety metoda ta, choc stosun-
kowo niedroga, szybka i tatwa w wy-
konaniu, jest czesto mato powtarzal-
na w testach miedzylaboratoryjnych.
Kontaminacja obcym DNA czy nawet
niewielkie zmiany warunkow reakcji
moga prowadzi¢ do obnizonej powta-
rzalnosci, co moze wynikac z roznej
szybkosci reakcji w roznych cykle-
rach, a to z kolei moze mie¢ wptyw
na przytaczanie starterow. Znacznie
lepsze, lecz niestety rowniez duzo
drozsze jest wykonanie elektroforezy
na zelu poliakrylamidowym (wykorzy-

stywanym np. w anice DAF-DNA
Amplification Fin: inting czy AP-
-PCR- Arbitrarily ed PCA). Jest
on okoto 100 raz iziej —zuty niz
zel agarozowy. nie ‘wykonuje
sie za pomoca >tanu  srebra

(AgNOg3) [15; 29].

Stabo widoczny wzor pragzkow na
zelu moze by¢ roznie interpretowany
przez analitykow.

Metoda ta jest zaakceptowana
przez sadownictwo i uzywana zarow-

no w kryminalistycznych, jak i w

cywilnych sprawach [17].

AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism — polimorfizm
amplifikowanych fragmetéw DNA)

Markery AFLP uzywane byty do
identyfikowania osobnikéw wielu
gatunkow roslin oraz owadow, pta-
kéw, ryb i bakterii. Markery te sto-
sowane sg zwiaszcza do rozdzie-
lania osobnikow blisko spokrew-
nionych np. z linii wsobnych oraz
prébek pochodzacych z jednego
zrodta [18]. Jest to metoda oparta
na tancuchowej reakcji polimerazy
(PCR). Polega na trawieniu wyizo-
lowanego DNA enzymami restryk-
cyjnymi w miejscach restrykcyj-
nych. Nastepnie do obu koncéw
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powstatych przez rozciecie fragmen-
tow nici DNA przytagczany jest ada-
ptor (oligonukleotyd o znanej se-
kwencji). Kolejnym etapem jest przy-
tgczenie starterow. Starter skonstru-
owany jest w ten sposob, ze jego ko-
niec 5 komplementarny jest do se-
kwencji adaptora, a na koncu 3’ znaj-
duje sie kilka dodatkowych nukleoty-
déw, co ogranicza liczbe namnaza-
nych fragmentéw. Z kolei pozwala to
na uzyskanie na zelu wyraznych
prazkéw. Zachodzi reakcja PCR. Na-
mnozeniu ulegajg tylko te odcinki,
ktérych konce sa komplementarne
do dodatkowych nukleotydow starte-
ra. Po reakcji fragmenty sg wizuali-
zowane na zelu poliakrylamidowym
(ryc. 2).

STR (ang. — short tandem repeats)
— krotkie powtoérzenia tandemowe
uzywane jako markery DNA

Tego typu krotkie powtérzenia tan-
demowe zostaty odkryte przez We-
bera i May. W 1989 roku Litt i Luty za-
proponowali dla tych sekwencji na-
zwe mikrosatelity dla odroznienia od
grupy sekwencji minisatelitarnych.
W 1991 roku Edwards i wsp. wprowa-
dzili okreslenie STR. Weisenbach
i wsp. zidentyfikowali w genomie
cztowieka 2 995 mikrosatelitéw,
z czego okoto 2 330 wykazuje poli-
morfizm. Uzywane sg réwniez inne
okreslenia sekwencji mikrosatelitar-
nych: SSRs (ang. simple sequences
repeats) proste sekwencje powtarza-

ne, SSLPs (ang. simple sequences
length polymorphisms) polimorfizm
dtugosci prostych, sekwencji. Techni-
ka ta jest rowniez modyfikacja tancu-
chowej reakcji polimerazy PCR. Ty-
powa reakcja STR polega na zasto-
sowaniu PCR z uzyciem starterow
PCR, okreslonych dla specyficznych
sekwencji, ktére bedg rozpoznawane
i wigzane, w obrebie jadrowego DNA.
Stosuje sie ja do oznaczania polimor-
fizméw diugosci. Sekwencje krotsze
niz 300 pz mozna oznaczy¢ bardzo
doktadnie i w krotkim czasie. Powto-
rzeniami sg krotkie jednostki dwu-,
trzy- lub czteronukleotydowe roz-
przestrzenione w catym genomie. Ty-
powy STR zawiera 10-30 kopii po-
wtarzalnej sekwenciji, nie dtuzszej niz

Do wykrywania fragmentow
DNA wykorzystuje sie metode flu-
orescencyjna. W tej metodzie pro-
dukty PCR sa rozdzielane przy

uzyciu =l=ktroforezy kapilarnej lub
pivtowei | wykrywane przez odczyt
vortoéo’ fluorescencji barwnika
v udor  nego w analizowane frag-
rn =nty © “A. Fluorescencja barwni-
k jest jestrowana przez kamere
C =D w postaci wzoru prgzkow.

prograinowanie  komputerowe
uzywane jest podczas analizy wy-
nikow [17]. Metoda ta umozliwia
analize fragmentow restrykcyjnych,
bez koniecznosci pracy z substan-
cjami radioaktywnymi. Wymaga
ona jednak skonstruowania specy-
ficznych dla danego enzymu re-
strykcyjnego adaptora i startera
oraz dos$¢ duzej ilosci dobrze

oczyszczonego DNA 500 ng.
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mm TTAAGTG ~-eemmemmmmeeees CCAAT mm
E ACA
PCR2 l iA - CCAC
mm AATTCACA =mermeememememeeeen GTGGTTA ==
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elektroforeza na zelu

4 pz [4]. Réznorodnos$é w ilosci po-
wtarzajgcych sie sekwencji daje
mozliwos¢ rozréznienia osobnikéw
w populacji. Mikrosatelity wystepu-
ja z duza czestoscia w genomach
wiekszosci badanych eukariotéw
i sa w nich rownomiernie rozmiesz-
czone. Poszczegodlne rodzaje mi-
krosatelitow wystepuja z rézng
czestoscig u réznych gatunkow.
Czesto$¢ mutacji w obrebie tych
sekwencji jest niewielka. Te same
sekwencje znaleziono w innych or-
ganizmach, réwniez w roslinach
[20]. Markery STR s3a najpopular-
niejsza metoda analizy DNA przy
identyfikacji os6b. Charakterystyke
sekwencji powtarzalnych zawiera
tabela 1.

Markery genetyczne wykorzy-
stywane w badaniach medyczno-

-sgdowych musza spetnia¢ okre-

Procedure AFLP akceptuje

amerykanski wymiar sprawiedliwo-
&ci, ale jest bardziej skomplikowa-
na niz RAPD czy STR i drozsza.

Ryc. 2. Schemat reakcji AFLP

(zrodto:
http://www.wzw.tum.de/pbpz/bambara/ttml/aflp.htm)
Fig. 2. AFLP diagram

Slone kryteria. Wielkosé alleli am-
plifikowanych w reakcji PCR nie
moze przekracza¢ od 100 do 500
pz. Allele muszg rézni¢ sie co naj-

Tabela 1

Zestawienie roznic w sekwencjach powtarzalnych
Collation of differences in repeatable sequences

Charakterystyka Satelity Minisatelicy Mikrosatelity
Czesto$¢ powtorzen 103-107 2-400 5-100
Liczba loci 1-2/chromosom 400 10%-10°
Jednostka powtérzenia 200-5000 pz 7—-100 pz 1-6 pz
Lokalizacja heterochromatyna, centromery rozproszone, telomery réwnomierme
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mniej dwoma nukleotydami, utatwia
to proces detekcji na zelach. W popu-
lacji powinna wystepowac duza liczba
alleli warunkujaca zroznicowanie
osobnikéw. W obrebie locus danego
markera czestosé mutacji powinna
byé mniejsza niz 102 do 10-3. Do-
tychczas nie znaleziono takiego ideal-
nego markera [12].

RFLP (Restriction Fragment Length
Polimorphism — polimorfizm dtugosci
fragmentow restrykcyjnych)

W genetyce roslin metoda RFLP
znalazta zastosowanie od potowy lat
osiemdziesiatych, kiedy to Helentjaris
i wsp. wykorzystali te metode do ba-

chromosomach. Badania polimorfi-
zmu mozna podzieli¢ na dwa rodza-
je: analize pojedynczego locus (sin-
gle locus system) i analizg wieloloku-
sowg (multilocus system). Zasada
tych badan jest wiasciwie taka sama
i polega na hybrydyzacji specyficznej
sondy molekularnej z fragmentem
DNA uzyskanym w wyniku dziatania
enzymow restrykcyjnych.

Kolejnym etapem jest ptukanie
w roztworze soli i wizualizacja za po-
moca autoradiografii (ryc. 3).

Metoda ta jest bardzo doktadna
i ma wysokg powtarzalnosc¢, pozwala
wykrywac allele zajmujgce ten sam
locus. Niestety jest dos¢ pracochton-
na, kosztowna i skomplikowana, wy-

dania genomu kukurydzy i po-
midora. Polimorfizm RFLP jest
zwigzany z naturalng zmienno-
Scia w obrebie gatunku.

W metodzie RFLP wykorzy- |
stywane sa enzymy restrykcyj- |
ne, ktére rozpoznajg okreslong
4—6-nukleotydowa sekwencje
DNA i rozcinaja czasteczke
w tym miejscu, w wyniku czego
powstaja fragmenty o roznej
dtugosci od kilku do ponad 20
tysiecy nukleotydow [4].

Powstate fragmenty rozdzie-
lane sa za pomoca elektroforezy na
zelu agarozowym. Rozdzial nastepu-
je zaleznie od diugosci fragmentow,
krotsze przemieszczajg sie szybciej.

Nastepnie fragmenty DNA, zacho-
wujac porzadek rozdziatu, przeno-
szone sg na membrane metodg So-
uthern blotting, kapilarnie podsigka-
jacy bufor wymywa fragmenty z zelu
I przenosi na membrane. Tu naste-
puje najpierw prehybrydyzacja — za-
blokowanie miejsc na membranie,
zdolnych do niespecyficznego przy-
tgczania DNA, i kolejno hybrydyzacja
ze znakowana radioaktywnie sonda.
Przytaczenie sondy zachodzi w miej-
scach komplementarnych do se-
kwencji powtérzonych loci. Mozna
rowniez stosowac znaczniki nieizoto-
powe, np. biotyne, hapteny, fluorofo-
ry. Uzycie odpowiedniej sondy wielo-
lokusowej pozwala na wykrycie licz-
nych fragmentéw restrykcyjnych za-
wierajgcych powtarzajgcy sie frag-
ment obecny w wielu loci na wielu

l
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l DN

Ryc. 3.
Fig. 3. RFLP diagram

I
DNA B |

trawienie enzymami restrykcyjnymi
rozdziat otrzymahych fragmentow
na zelu agarozowym

hybrydyzacja métoda Southerna
(specyficzne sondy lub cDNA)

Schemat metody RFLP (zrodio: [2])

maga duzej ilosci czystego
DNA 2—10 pg, oraz nie mozna
jej uzywa¢ do badania frag-
mentow genomu, zawieraja-
cych sekwencje wysoko po-
wtarzalne [2].

do winy, chociaz twierdzit, ze przeby-
wal w miejscu zbrodni i tam zgubit
pager. Trudno byto jednoznacznie
powigzac¢ miejsce zbrodni z podejrza-
nym. Wokét znalezionego ciata leza-
ty strgki z nasionami pochodzgce
z drzewa Palo Verde (C. texanum).
Kilka strgkéw z drzewa Palo Verde
znaleziono takze w bagazniku cieza-
rowki podejrzanego. Funkcjonariusze
postanowili sprawdzi¢, czy znalezio-
ne w bagazniku straki pochodzg z te-
go samego drzewa, pod ktérym zna-
leziono zwtoki (ryc. 4).

Analize wykonata dr T. Helentjaris
z Uniwersytetu Arizona, uzyta techni-
ki RAPD do porownania materiatow
genetycznych pochodzacych z kilku-
nastu drzew. Oprocz analizy DNA ze
strgkéw z bagaznika i z drzewa ro-
sngcego na miejscu zbrodni przeba-
dala rowniez niewielka populacje
drzew Palo Verds, aby z cata pewno-
Scig ustali¢ identvcznos¢ DNA i wy-

kluczy¢ pochodzenie strakéw z inne-
go drzewa (ryc. 5)

Jej przekorivia zeznanie po-
twierdzone wyn i analizy DNA
pomogto skazac viarka Bogana za

popetnione mordeisiwo [6; 18].
Roslinne DNA ponownie zostato
uzyte w sprawie morderstwa trzech

Wykorzystanie analizy
w postepowaniu sgdowym

Uzycie analizy DNA roslinnego
jako dowodu w sprawie
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Ryc. 4. Galazka C. taxanum wraz z nasionami (zrodlo:

Analizy DNA roslinnego ja-
ko doweodu w Sledztwie po raz
pierwszy uzyto w 1992 roku
w sprawie o zabdjstwo w Ari-
zonie, w hrabstwie Maricopa.

Zwtoki kobiety znaleziono na pu-
styni po drzewem Palo Verde (Cerci-
dium texanum). Obok ciata znalezio-
no tez pager, nalezacy do Marka Bo-
gana podejrzanego o dokonanie tego
zabdjstwa. Bogan nie przyznawat sie

http://www.public.iastate.edu/~bot356/species/spe-
cies/a_eSpecie/CercFlor. html,

Fot. Dr. D. Farrar and A. Gardner)

Fig. 4. Part of C. taxanum with seeds (by Dr. D. Farrar and
A. Gardner)

os6b w 1999 r., w Norwegii. Podczas
Sledztwa na skarpetce podejrzanego
znaleziono igty sosnowe. Analizujgc
ten slad pobrano igty z 42 sosen ota-
czajacych szope, w ktérej znaleziono
ciata. Po badaniach DNA okazato sie
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Halucynogenne wiasciwosci
marihuany pochodzg od THC
(A9-tetrahydrocannabinolu)
i tzw. silnego THC (high THC le-
vel). Rozne czesci rosliny za-
wieraja zréznicowana ilos¢
THC. Najwiece] zawierajg kwit-
nace wierzchotki roslin, nastep-
nie liscie, todyga, korzenia i na-
siona.

Stanowe Laboratorium Nauk

Ryec. 5. Cercidium floridum (niebieskie Palo Verde)
(zrodto: http://www. aridzonetrees.com/cercidflorig2.htm,

Fot. Arid Zone Trees)
Fig. 5. Cercidium flondum (blue Palo Verde)
(by And Zone Trees)

jednak, ze zaden z profili nie odpo-
wiada profilowi DNA z igly sosny po-
branej ze skarpetki podejrzanego.
W ten sposob udato sie podwazy¢ li-
nie oskarzyciela, szukajacego jakie-
gokolwiek powigzania podejrzanego
z miejscem zbrodni. Oskarzony caty
czas twierdzif, ze nie byt na miejscu
przestepsiwa. Do analizy zostato
uzyte CINA chloroplastowe [21].

Analize TNA roslinnego
w spravach zwigzanych
z handizim narkotykami

Marihuana (Cannabis sativa L.)
znana i uzywana jest od czasow sta-
rozytnosci. Stosowana byta jako $ro-
dek na rézne dolegliwosci np. prze-
ciw jaskrze, bolom, mdtosciom, ast-
mie, depresji itp. Jak wiele roslin
uprawnych w srodowisku naturalnym
wystepowata jako gatunek chwastu
(ryc. 6).

Kryminalistycznych w Connecti-

cut wraz z kilkoma innymi

osrodkami w USA tworzg baze

DNA roslinnego, a zwtaszcza

DNA marihuany [19; 17].

Do analiz wykorzystywane jest
DNA wyizolowane z materiatu roslin-
nego znalezionego na miejscu prze-
stepstwa. Baza danych taczy wszyst-
kich zainteresowanych, zaréwno
uzytkownikow narkotyku, jak i dystry-
butoréw. Analiza roslinnego DNA
umozliwia rowniez potgczenie ze so-
bg hodowcéw marihuany. Udowod-
niono na podstawie analizy genetycz-
nej materiatu roslinnego, ze hodowcy
z przeciwlegtych koncow USA kon-
taktowali sie miedzy sobg i wymienia-
li sie materiatem hodowlanym. Anali-
za bazy danych zebranych prébek
pokazuje, jakie sg aktualne tenden-
cje, ile jest dostepnych odmian na
rynku i czy sa prowadzone jakie$ pra-
ce hodowlane nad nowymi odmiana-
mi oraz w jaki sposob odbywa sig
dystrybucja (ryc. 7) [17; 19].

Na profil AFLP nie ma wptywu zré-
dio tkanki ani zawartos¢ zywicy. Te-
stowano to na pojedynczych rosli-
nach z uprawy hydroponicznej.

Ryc. 6. Cannabis sativa var. indica w warunkach natural-
nych (zrédto: http://www.ibiblio.org/pub/academic/medici-
ne/alternative-healthcare/nerbal-medicine/SWSBM/Ima-
ges/New9-2001/Cannabis_sativa-2 jpg, Fot. Jocelyn Pena)
Fig. 6. Cannabis sativa var. indica in natural conditions
(by Jocelyn Pena)
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Pobrano probki z tkanek kwia-
tow zenskich, z dojrzatego li-
Scia i z todygi. Stwierdzono, ze
tkanki te majg identyczne profi-
le DNA. Dzieki temu technika
AFLP moze by¢ wykorzystywa-
na w $ledztwie do analiz majg-
cych na celu powigzanie probki
pochodzgcej z przechwyconej
marihuany, przygotowanej do
sprzedazy, z konkretng rosling,
ktorej genotyp jest zapisany
w bazie danych, oraz z hodow-
cg i miejscem uprawy [18].
Analizy DNA uzyto do wykry-
cia marihuany na skorze rak

osoby, ktéra ostatnio trzymata w reku
liscie. Badana osoba byta poproszo-
na o wytarcie rgk w spodnie i wioze-
nie do kieszeni, a nastepnie umycie
rgk mydtem. DNA wykryto po wytar-
ciu rak w spodnie i wlozeniu do kie-
szeni, jednak po umyciu rgk mydiem
nie znaleziono sladéw marihuany
[30].

Przeprowadzono réwniez do-
Swiadczenie, porownujac prébki po-
brane z roslin uprawianych w dwoch
réznych miejscach. W miejscu pierw-
szym uprawa prowadzona byta
w gruncie na wolnym powietrzu, rosli-
ny byty roznych rozmiarow i pokroju.
W miejscu drugim uprawa roslin byta
wysoko wyspecjalizowana, hydropo-
niczna, rosliny byty duze, rozrosniete
a ich wzrost wyréwnany, réznity sie

Ryc. 7. Cannabis sativa var. indica (Zrodto:
http://www.ibiblio. org/pub/academic/medicine/al-
ternative-healthcare/nerbal-medicine/SWSBM/
Images/New9-2001/Cannabis_sativa-3.jpg,

Fot. Jocelyn Pena)

Fig. 7. Cannabis sativa var. indica (by Jocelyn
Pena)

znacznie od roslin skonfiskowanych
w miejscy pierwszym. Po wykonaniu
analizy DNA i poréwnaniu profili
AFLP okazato sie, ze s3 identyczne.
Byt to dowdd na to, ze sg to rosliny
rozmnozone wegetatywnie, tzw. klo-
ny, a hodowcy wymieniajg sie mate-
riatem roslinnym i wspétpracuja.

Metody analizy DNA
w identyfikacji i indywidualizacji
marihuany

W badaniu probek marihuany uzy-

wany jest klasyczny schemat sktada-
jacy sie z dwoch etapow.
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Pierwszy etap dotyczy identyfikacji
probki. Wykonuije sie identyfikacje bo-
taniczng przez zbadanie nienaruszo-
nych fragmentéw morfologicznych ro-
sliny, mikroskopowe badanie li$ci pod
katem obecnosci wloskow, sprawdza
sie site wzrostu, nastepnie przepro-
wadza sie testy chemiczne (np. Du-
quenois-Levine test [5; 16], THC —
test, identyfikujacy substancje) i test
DNA (sekwencjonowanie), aby ziden-
tyfikowaé probke jako Cannabis sp.
przez rozpoznanie sekwencji DNA
homologicznej do znanych sekwenciji
z probek wczesniej zidentyfikowa-
nych. Drugim etapem jest indywiduali-
zacja probki, czyli okreslenie pocho-
dzenia probki. Do badania pochodze-
nia marihuany dostosowano kilka me-
tod analizy DNA. Do identyfikaciji i in-
dywidualizacji Cannabis sativa najle-
piej dostosowano metody analizy
DNA oparte na tancuchowej reakcii
polimerazy, takie jak: RAPD, AFLP
i STR. Materiatem genetycznym wy-
korzystywanym do techniki AFLP mo-
ga byc liscie, nasiona, kwiaty oraz fo-
dygi zarowno sSwieze, jak i wysuszo-
ne. Analiza DNA technikg AFLP po-
zwala okreslic, czy probki pochodza-
ce z przejecia narkotyku z dwoch lub
wiecej rejonéw geograficznych po-
chodzg z tego samego zrodfa. Tego
typu dowod moze by¢é pomocny przy
ustaleniu szlakow przemytu narkoty-
ku i ilustracji stopnia organizacji ho-
dowcow i sieci dystrybucii.

Do podstawowych testow identyfi-
kacyjnych DNA sa wigczane analizy
rybosomalnego ITS1 i ITS2. ITST
(First Internal Transcribed Spacer)
znajduje sie miedzy 18S i 5.8S rybo-
somalnym genem jadrowym. Poczat-
kowo proponowano uzycie ITS1 do
badan nad roslinami stojgcymi nizej
w hierarchii taksonomicznej i szeroko
wykorzystywano w studiach filogene-
tycznych. Ostatnie badania wykazaty,
Zze drugorzedowa struktura regionu
ITS1 jest niezmienna u wyzej usytu-
owanych jednostek taksonomicz-
nych, a pierwszorzedowa jest bardzo
zroznicowana [3; 8]. Struktura drugo-
rzedowa ITS1 moze byé przydatna
przy rozpoznawaniu gatunkow i po-
wigzan miedzy osobnikami spokrew-
nionymi. Prowadzono badania nad
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strukturg ITS1 i jej znaczeniem u wie-
lu rodzin roslin np. Boraginaceae, Eh-
retiaceae, Heliotropiaceae. Przykia-
dowo duza delecja znaleziona u ga-
tunku Heliotrop (Heliotropium) z ro-
dziny Heliotropiaceae, usytuowana
miedzy pozycja 61 a 111, moze byc
interpretowana jako zasadnicze skro-
cenie | helisy. Oznacza to, ze jest to
strukturalna apomorficzna cecha nie

Ryc. 8. Humulus lupulus (chmiel)
(zrédlo, Fot. H. Kress)
Fig. 8. Humulus lupulus (hop) (by H. Kress)

znaleziona nigdzie indziej [23].
U Cannabis prowadzono badania
nad strukturg zaréwno ITS1, jak i IT-
S2 (Internal Transcribed Spacer ).
ITS2 potozony jest w rybosomalnym
DNA jadrowym. Badano konstrukcje
profili restrykcyjnych ITS2, uzywajac
okreslonej liczby restrykcyjnych en-
donukleaz do trawienia. Metoda ta
sugeruje, ze mogtaby by¢ wykorzy-
stana do identyfikacji podejrzanych
probek marihuany przez porownanie
ich profili restrykcyjnych z profilami
restrykcyjnymi znanego wczesniej
materiatu marihuany [16]. Ryboso-
malny DNA moze by¢ wiec wykorzy-
stany do identyfikacji Cannabis sativa
L. przez poréwnanie sekwencji ITS2
rybosomalnego DNA z nieznang
probka. ITS2 haszyszu nie jest bar-
dzo zroznicowany wsrod odmian
uprawnych, natomiast bardzo rozni

sie od ITS2 chmielu (Humulus lupu-
lus L.), ktéry nalezy do tej samej ro-
dziny Cannabinaceae. Poréwnano
produkty reakcji ITST PCR i ITS2
PCR, 5 probek marihuany i 1 probki
chmielu i okazato sie, iz dtugos¢ re-
gionu ITS2 marihuany i chmielu jest
zupetnie inna. Tak wiec analiza ta
moze stuzy¢ do wykluczania bliskie-
go pokrewienstwa w obrebie jednej
rodziny (ryc. 8) [9; 10].

Poza jgdrowym DNA wykorzysta-
no do identyfikacji test DNA z uzy-
ciem regionu trnL (transfer RNA leuci-
ne) (UAA) z plastydowego DNA. Me-
toda ta polega na reakcji tancucho-
wej polimerazy (PCR) i RFLP. Meto-
da analizy molekularnej uzywana do
identyfikacji musi spetnia¢ okreslone
wymagania dla specyficznej amplifi-
kacji roslinnego DNA i wykazywac
duzg elastycznosc i czutosc pozwala-
jaca na odroznienie gatunku [17].

TrnL (UAA) intron z plastydowego

DNA daje moz!iwosci porownywalne
do jadrowego miedzygenowego re-
gionu DNA i m sterminowac tak-
sony na pozio lzaju czy gatun-
ku w badani ykorzystujacych

RFLP. TrnL inti 1 wykorzystywa-
ny do identyfikacji gatunkow drzew
na podstawie drobnych fragmentow
korzeni zebranych w Alpach. Rézno-
rodnos¢ sekwencji w intronie trnL
uzywana byta rowniez podczas iden-
tyfikacji gatunkow Cinnamomum spe-
cies i cyjanobakterii. Prowadzone ba-
dania nad identyfikacjg gatunkow na
podstawie korzeni wskazuja, ze hete-
rogennos¢ dtugosci produktu trnL
PCR i maksymalnie dwa trawienia re-
strykcyjne moga odseparowac 14 po-
wszechnie wystepujacych gatunkow
traw. Korzenie traw, ktérych nie uda-
lo sie dopasowac¢ do opisanych ty-
pow byly identyfikowane przez po-
rownanie sekwencji rybosomalnego
ITS z bazg danych w banku genow.
Dodatkowo stosujgc kapilarng fluoro-
scencyjng elektroforeze do produk-
téw trnL PCR, mozna rozréznic
wszystkie gatunki zidentyfikowane na
danym obszarze. Ostatnie badania
dotyczg gtownie korzeni traw. Z wy-
korzystaniem trnL intron i techniki
PCR-RFLP tworzona jest baza da-
nych do identyfikacji powszechnie
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wystepujgcych gatunkéw traw. Tech-
nika ta moze pozwoli¢ na rozwdj ba-
dan w zakresie ryzosfery, gdzie iden-
tyfikacja morfologiczna jest niemozli-
wa, nie tylko w przypadku traw [22].
Badania trnL intronu dotyczg réwniez
marihuany i wykazuja, ze metoda ta
moze by¢ uzyteczna dla celéw krymi-
nalistycznych [17].

Metody biochemiczne
a metody analizy DNA

Metody biochemiczne nie zawsze
sg dos¢ czute, aby mogty by¢ wyko-
rzystywane przy identyfikacji i indywi-
dualizacji materiatu roslinnego, cho-
ciaz zanieczyszczenia czy opakowa-
nie czesto moga wskazywaé zrodto.
Biochemicznymi metodami mozna
odrozni¢ zywiczng i witokienniczg po-
sta¢ marihuany oraz podgrupy narko-
tykow i ptec rosliny, z ktorej pocho-
dza. Jednak przy roslinach rozmna-

zanych wegetatywnie do stwierdze-
ria ich bliskiego pokrewienstwa po-
t.zebn: jest znajomos¢ genotypu,
¢ do =70 konieczne jest wykonanie
analizv DNA. W przypadku gdy prob-

I mariuany zawierajg sladowe ilosci
THC iub w ogdle brak THC, nie moga
by¢ identyfikowane chemicznie. Che-
miczne metody zawodzg réwniez,
gdy w miejscu przestepstwa jedynym
materiatem roslinnym sa fragmenty
korzeni, w takiej sytuacji niezastgpio-
ne sag testy DNA. Przeprowadzono
badania porownujagce metode bio-
chemiczng HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) — wysoko
sprawng chromatografie cieczowa
z metodami analizy genetycznej.
HPLC wykorzystuje efekt rozdziatu
chromatograficznego z uzyciem cie-
czy jako fazy ruchomej do analiz zto-
zonych probek, zwtaszcza zawieraja-
cych nielotne, wielkoczasteczkowe
zwigzki chemiczne, a szczegdlnie
substancje biologicznie czynne np.
kannabinoidy zawarte w Cannabis
sativa [24; 32]. Analize DNA przepro-
wadzono technikg RAPD na prob-
kach pobranych z 17 roslin marihu-
any. Jednoczesnie z 16 tych samych
roslin pobrano prébki do analizy
HPLC. Metoda HPLC pozwolita na
wyréznienie 3 grup roélin, lecz nie
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udato sie odrozni¢ poszczegdlnych
roslin w obrebie tych grup. Technika
RAPD, do ktorej uzyto specjalnie do-
branej kombinacji starteréw, umozli-
wita odréznienie wszystkich roslin
z wyjatkiem dwoch. Tak wiec RAPD
umozliwia odréznienie probek, ktore
nie mogg byc zidentyfikowane przy
uzyciu analizy HPLC [11].

Sprawy patentowe

Analiza genetyczna stata sie po-
teznym narzedziem sadowym uzywa-
nym w sprawach przeciwko nieuczci-
wym koncernom spozywczym, np.
technika BAPD stosowana

znajdowata sie genetycznie zmodyfi-
kowana canola (B. napus L.) odporna
na herbicyd Roundup® (ryc. 9).

Badania i analizy genetyczne wy-
kazaty takze, ze nie mogto nastgpic
przepylenie z pola innego farmera
uprawiajacego te samg rosline. Plon
zostat uzyskany nielegalnie, ponie-
waz farmer nie posiadat zezwolenia
od firmy. Jednak sad zakwestionowat
ten dowdd z powodu sposobu jego
uzyskania. Okazato sig, ze probki ro-
$lin z pola farmera zostaly pobrane
bez jego zgody, potajemnie przez
prywatnych detektywoéw wynajetych
przez firme Monsanto [27].

jest w sprawach cywilnych.
Hodowcy, ktoérzy poswiecili
10 lat na wyhodowanie no-
wej odmiany, nie mogli do tej
pory w petni udowodni¢ nie-
legalnego wykorzystania wy-
hodowanych roslin bez ich
zgody. Dzigki metodom ana-
lizy ~DNA, stosowanym
w sprawach cywilnych, mogg
dochodzi¢ swoich praw. Wy-
korzystujac analize DNA
mozna doktadnie udowod-
ni¢, skad pochodzi dana ro-
$lina. W sadach cywilnych
w USA rozpatrywane byty
sprawy, wytoczone przez ho-
dowcow nowych odmian ku-
kurydzy i pomidoréw, o kra-
dziez wtasnosci intelektual-
nej i ochrone patentowa.
Biotechnologiczny koncern Mon-
santo wytoczyt sprawe sadowa far-
merowi z Saskatchewan w Kanadzie,
ktory rzekomo wykorzystywat opa-
tentowane nasiona canoli (Brassica
napus L.) bez zezwolenia firmy. Na-
siona tej genetycznie zmodyfikowa-
nej rosliny sa odporne na herbicyd
Roundup® firmy Monsanto, przez to
walka z chwastami jest o wiele ta-
twiejsza, a rosliny daja duzo wigksze
plony i zyski. Farmer rozmnozyt rosli-
ny, a uzyskane nasiona wykorzystat
do ponownego zasiewu. W przypad-
ku nasion opatentowanych jest to
nielegalne. Oskarzyciele z ramienia
Monsanto wykorzystali testy DNA ro-
$lin znajdujacych sie na polu farmera.
Wykazaty one, ze na polu farmera

Ryc. 9. Canola (Brassica napus L.)
(zrodio: http://www.angelfire.com/sk/cmwinter/)
Fig. 9. Canola (Brassica napus L.)

We Wtoszech uzycie techniki
RAPD pozwolito rozstrzygna¢ spra-
we dotyczaca nielegalnej komercjali-
zacji opatentowanej odmiany truska-
wek Marmolada [16].

W Indiach dzigki technikom anali-
zy DNA rozstrzygnieto spor dotyczg-
cy handlu fatszywymi nasionami chi-
li (Capsicum annum) pod markowg
nazwg. Do odréznienia 4 spornych
probek uzyto metod opartych na tan-
cuchowej reakcji polimerazy (SSR-
-PCR i FISSR-PCR) [13].

Whnioski
@ Genetyczna analiza Sladow po-
chodzenia roslinnego stwarza duze,

nie w petni dotychczas wykorzysta-
ne, mozliwosci w uzyskiwaniu cen-
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nych dowodéw w sprawach sado-
wych.

@ Genetyczna analiza umozliwia
identyfikacje i indywidualizacje pro-
bek w sprawach zwigzanych z han-
dlem narkotykami, ktéra nie jest moz-
liwa przy uzyciu metod biochemicz-
nych.

@ Badania materiatu botaniczne-
go powinny by¢ wykonywane przez
wykwalifikowany personel i przy uzy-
ciu sprzetu laboratoryjnego mogace-
go zapewni¢ powtarzalne i wiarygod-
ne wyniki.
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