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Identyfikacja Cannabis sativa w oparciu o
analize DNA

W artykule zatytulowanym , Pokaz mi swoje DNA, a powiem Ci czym jestes” oméwiono
zagadnienia zwiazane z barkodingiem w kontekscie identyfikacji genetycznej organizmow
zywych nalezacych do réznych jednostek taksonomicznych, w tym roslin.

Pojecie barkodingu DNA zaklada, ze mozna szybko i doktadnie okresli¢ gatunek w oparciu
o amplifikacje i sekwencjonowanie krotkich, ujednoliconych regionéw DNA genomowego lub mtDNA
do klasyfikacji zwierzat. Od niedawna, przez National Institutes of Health (NIH) do identyfikacji
genetycznej roslin zaleca sie badanie dwdch locus, a mianowicie ganow rbcL oraz matK [1].

Molekularna botanika systematyczna odgrywa coraz istotniejsza role w medycynie sadowej. Techniki
oparte o badania DNA maja zastosowanie zaréwno w sprawach karnych, gdy nalezy dowies¢
obecnos¢ podejrzanego na miejscu zbrodni, jak i do identyfikacji szczepéw marihuany. Do badan
poréwnawczych wykorzystuje sie DNA pozyskane z poszczegolnych okazéw roslinnych znanych
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gatunkéw. Bardzo czesto materiat dowodowy stanowig mieszaniny roslin o nieznanej kompozycji.
Identyfikacja genetyczna umozliwia rozdzielenie poszczegolnych szczepdw roslin oraz dostarcza
dodatkowych informacji na podstawie ujawnionych sladéw, ktore do tej pory czesto byly ignorowane.
Bazy National Center for Biotechnology Information (NCBI) zawieraja liczne sekwencje DNA roslin,
ktore moga by¢ stosowane do identyfikacji i analizy poréwnawczej dowodow botanicznych zebranych
w trakcie sledztwa. W bazach przechowywane sa zaréwno sekwencje genéw jadrowych ,cpDNA oraz
mtDNA [2].

Roézne oblicza konopi

Bez watpienia handel narkotykami stanowi powazny proceder, w ktérego zwalczanie sa
zaangazowane urzedy celne oraz inne organy $cigania. Instytucje te przeznaczaja ogromne srodki na
zahamowanie importu i podazy nielegalnych srodkéw odurzajacych, do ktérych nalezy réwniez
marihuana [3]. Obecne prawo napietnuje rozpowszechnianie marihuany [3], jednakze nie nalezy
zapomina¢, ze wiele historycznych podan wskazuje na wtasciwosci lecznicze konopi [4].
Cannabis sativa L. (konopie siewne) jest jednym z kilku gatunkéw roslin o dtugiej historii uprawy
uzywanej jako medykament. Prawdopodobnie leczenie substancjami zawartymi w konopiach
zalecano chorym od co najmniej 10000 lat [5]. Poza mieszkancami Indii, wartos¢ lecznicza konopi
znali rowniez starozytni Chinczycy. Okreslenie taksonomicznej przynaleznosci gatunkoéw leczniczych
wystepujacych w réznych obszarach geograficznych jest problematyczne. Linneusz byl zdania, ze
jest to jeden i ten sam gatunek, natomiast Lamarck ustalil, iz indyjski szczep rdézni sie od gatunkéw
konopi wystepujacych na terenie Europy. W zwiazku z czym dla rozrdéznienia, konopiom
wystepujacym w Indiach nadat specyficzna nazwe Cannabis indica (konopie indyjskie). Za zrédto
pochodzenia konopi uwaza sie Azje Srodkowa, skad to nastepnie rozprzestrzenily sie na obszar
krajéow sréodziemnomorskich, docierajac takze na teren Europy Wschodniej i krajow Europy
Srodkowej [6]. Trudno jest okresli¢ dokladne zrédlo pochodzenia roslin ze wzgledu na ich
wielowiekowa historie upraw. Z pomoca przychodza badania na poziomie molekularnym. Analiza
sekwencji nukleotydowej DNA probek pobranych w trakcie prowadzenia wykopalisk
archeologicznych oraz swiezych probek roslin dostarcza informacji na temat ewolucji gatunku [4].

Ktore geny wybrac¢ do analizy?

Najszerzej scharakteryzowanym locus u wszystkich gatunkéw roslin jest duza podjednostka rybulozo
- 1,5 - karboksylazy bisfosforanu (rbcL). Gen rbcL zlokalizowany jest w genomie chloroplastow.
Baver i wsp. wytypowali locus rbcL jako uktad modelowy do opracowania molekularnej metody
identyfikacji gatunkowej roslin. W swoim wyborze kierowali sie wysoka liczebnoscia wystepowania
w komorkach roslinnych oraz obszernoscia przebadanych sekwencji DNA znajdujacych sie w bazie
danych NIH [2].

Drugim kandydatem, sugerowanym przez Consortium for the Barcode of Life (CBOL) Plant Working
Group, do zastosowania w procesie barkodingu jest gen matK (ang. maturase K gene). Gen matK
sktada sie z ok. 1570 par zasad i koduje biatko maturazy. Region kodujacy matK zazwyczaj znajduje
sie w obrebie intronu chloroplastowego genu trnK. Badania prowadzone nad analiza genu matK
dowodza, Ze region ten w wysokim stopniu umozliwia réznicowanie gatunkéw, Niestety pod
wzgledem technicznym, amplifikacja sekwencji kodujacej wybrany region DNA jest utrudniona, ze
wzgledu na powtarzalnos$¢ wystepujacych po sobie, pojedynczych nukleotydow [7].

Na calym swiecie trwaja badania nad licznymi obszarami DNA roslin, na podstawie ktérych, réwniez
jest mozliwa ich identyfikacja i klasyfikacja. Badania filogenetyczne wielu gatunkéw oparte sa
w duzym stopniu na analizie polimorficznych loci DNA chloroplastowego, np. trnL, trnF, intronu
tRNA, ktore to regiony wykazuja duza zmiennos$¢ w obrebie haplotypéw [3], [4].



Przykladowe zastosowanie technik molekularnych

Identyfikacji genetycznej roslin mozna dokonywac z wykorzystaniem techniki losowej amplifikacji
polimorficznego DNA, tzw. RAPD-PCR (ang. Randomly Amplified Polymorphic DNA), ktéra pozwala
odréznic¢ od siebie badane osobniki. Metode RAPD po raz pierwszy zastosowat w 1990 r. Williams
i wsp. [9]. Podobnie jak PCR przebiega ona w trzech nastepujacych po sobie etapach, czyli
denaturacja matrycy, przylaczanie starteréw oraz wydluzanie tancucha DNA z optymalnie ustalona
liczba powtoérzen. To co odréznia standardowa technike PCR od RAPD to specyfika doboru
oligonukleotydowych starterow. W metodzie RAPD wykorzystuje sie pojedynczy, krotki starter
o dlugosci od 5 do 15 dowolnie wybranej sekwencji nukleotydow. Taki starter przylacza sie do obu
nici DNA w kilku miejscach jednoczesnie, co przyczynia sie do powstania od kilku nawet do
kilkunastu produktéw amplifikacji. Podczas gdy, do przeprowadzenia reakcji PCR stosuje sie dwa
rézne startery, gdzie kazdy przylacza sie tylko do jednej nici DNA. Wyniki badan uzyskane
z wykorzystaniem techniki RAPD-PCR prezentuje sie w postaci zeli, po rozdziale elektroforetycznym
produktéw reakcji losowej amplifikacji polimorficznego DNA. [8]

Przedstawiona powyzej metode do identyfikacji genetycznej Cannabis sativa wybrali Gillan R. i wps.
[10] oraz Jagadish V. i wsp. [11], co mozna uzasadni¢ préba ominiecia probleméw zwigzanych ze
stabo poznana sekwencja nukleotydéw budujacych analizowany region DNA. Jednakze, Linarce i wsp.
[3] uznali, Ze technika ta nie jest wystarczajaco miarodajna, ze wzgledu na losowos¢
amplifikowanych fragmentéw nici DNA. W badaniach majacych na celu wskazanie specyficznych
starteréw do identyfikacji gatunkowej na podstawie analizy polimorfizmu dwoch chloroplastowych
genow: trnL, trnF, zdecydowali sie na klasyczna metode PCR.

Podstawowy materiat do badan nad C. sativa stanowity liscie czterech réznych roslin. Pierwszy okaz
pochodzit z Indii pozostate trzy z Afryki Potudniowej. Wyizolowane DNA z czterech réznych lisci
stanowito matryce reakcji PCR. W pierwszej kolejnosci DNA amplifikowano ze starterami
uniwersalnymi: C oraz F (Tab.1.). Dlugosé uzyskanych produktéw wynosita ok. 818 par zasad, co
pokrywa sie z dotychczasowymi danymi literaturowymi. Kazdy z czterech produktéw zostat
zsekwencjonowany. Stopien homologii pomiedzy dwoma okazami C. sativa pochodzacymi z Afryki
Potudniowej wynosit 97,5%. Dodatkowo uzyskane sekwencje nukleotydowe poréwnano z danymi
zgromadzonymi w EMBL Nucleotide Sequence Database (EMBL-Bank). Na podstawie
przeprowadzonych analiz wykazano wysoki wspotczynnik homologi sekwencji C. sativa oraz
Nicotinia, wynoszacy 68% [3].

Tab.1. Sekwencje starterow uzytych do amplifikacji cpDNA [3].

Nazwa startera Sekwencje 5'- 3'

C CGAAATCGGTAGACGCTACG

D GGGATAGAGGGACTTGAAC

E GGTTCAAGTCCCTCTATCCC

F ATTTGAACTGGTGACACGAG

G GAGGGTTTCTAATTTGTTATGTT
H ACTAGAGGACTTGGACTATGTC

Nastepnie, przeprowadzono tafcuchowa reakcje polimerazy z zastosowaniem starterow
uniwersalnych oraz specyficznych wzgledem Cannabis sativa: C,D, G i H (Tab.1.). Specyficzne
startery opracowano w oparciu o znajomos¢ uprzednio poznane sekwencje genéw poddawanych
amplifikacji, za pomoca narzedzia bioinformatycznego jakim jest FastA. Wybrano takie regiony DNA
C. sativa, ktérych sekwencje odznaczaly sie niskim stopniem homologii w stosunku do sekwencji



innych gatunkdéw roslin. Postepujac zgodnie z swoimi zalozeniami, badacze przeprowadzili reakcje
duplex PCR z zastosowaniem zestawu wybranych starteréw, uzywajac jako matrycy DNA
wyizolowane nie tylko z lisci C. sativa, ale takze innych gatunkéw roslin. Wyniki tego etapu badan
przedstawiono na Ryc.1. [3].

1 2 3 4 5 67 8 90000 0210131415

Ryc.1. Wyniki rozdzialu elektroforetycznego produktéw PCR réznych okazéw botanicznych na 2%
zelu agarozowym [3].

Wszystkie reakcje PCR byty przeprowadzone ze starterami C, D, G i H, poza Sciezka 5, gdzie
zastosowano wylacznie startery C i D. Sciezki 1 i 15 - marker wielkosci 123pz (Sigma); $ciezka 2 -
Cannabis sativa; Sciezka 3 - Arabadopsis; sciezka 4 - Brassica Sciezka 5 - Zea; $ciezka 6 - Zea;
Sciezka 7 - Capsicum; sciezka 8 - Festuca; Sciezka 9 - Ulex; Sciezka 10 - Humulus; Sciezka 11 - Vicia;
Sciezka 12 - Paperva; Sciezka 13 - Oryza; Sciezka 14 - Nicotinia.

W doborze pozostatych roslin kierowano sie wysokim stopniem pokrewienstwa w oparciu
o klasyfikacje taksonomiczna. Para starteréw CD odpowiada za powielanie fragmentu DNA o
dtugosci 348 par zasad, natomiast para starteréw GH umozliwia otrzymanie produktu o dtugosci 197
par zasad dla C. sativa. Za pomoca techniki PCR, na bazie DNA pozostatych roslin udato sie uzyskac
tylko jeden produkt o dtugosci ok. 348 par zasad. Na podstawie przeprowadzonych analiz, autorzy
pracy w reakcji tancuchowej polimerazy upatruja metode umozliwiajaca przeprowadzanie szybkich
i pewnych testéw identyfikacji genetycznej Cannabis sativa. Nalezy stosowac¢ obie pary starterow,
poniewaz brak specyficznego prozka w zelu na wysokosci 197 par zasad nie moze da¢ pewnosci co
do wyniku negatywnego. Obecnos¢ niespecyficznego produktu o dlugosci ok. 348 par zasad daje
podstawy by wnioskowac, reakcja przebiegta w sposéb prawidlowy. Jego obecnos¢ stanowi pewnego
rodzaju kontrole dodatnia [3].

Wyniki prac Linarce i wsp.[3] wykorzystali Mukherjee i wsp. [4] do badan nad prébkami
archeologicznymi C. sativa. Najstarsze probki konopi skrywat jeden z grobéw Yanghai w okolicy oazy
Turfan (Autonomiczny Region Sinkiang-Ujgur), gdzie ztozono zmumifikowane cialo mezczyzny rasy
kaukaskiej, w wieku okoto 40 lat. Nasiona, liscie i pedy zostaty umieszczone w drewnianej misce
i skérzanym koszu obok glowy zmartego. Wyniki badan przeprowadzonych, z wykorzystaniem
mikroskopu elektronowego wskazaty ze ziota, mimo uptywu czasu, zachowaty sie w doskonatym
stanie. Dodatkowo, z obszaru przylegtego do wspomnianego grobu, zebrano liScie rosnacych wokot
chwastow zidentyfikowanych jako konopie. Ze wszystkich wymienionych rodzajow materiatu
wyizolowano catkowite DNA [4].

Warto zauwazyé¢, ze w swoich pracach do reakcji PCR z jednej strony, zastosowali startery
pierwotnie zaproponowane przez swoich poprzednikéw (Tab.1.) w celu analizy chloroplastowego
DNA, natomiast z drugiej strony wykorzystali sekwencje: ITS4 (50-TCCTCCGCTTATTGATATGC-30)
oraz ITS5 (50-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-30) pod katem analizy jadrowego rybosomalnego DNA.
Udato sie powieli¢ oba rodzaje DNA. Kolejny etap prac polegal na przeprowadzeniu reakcji
sekwencjonowania, w celu uzyskania kompletnych informacji na temat uzyskanych. Uzyskano



fragmenty DNA o dtugosci 185 oraz 186 par zasad. Sekwencjonowanie zakonczone sukcesem
sSwiadczy o tym, Ze material genetyczny archeologicznego znaleziska przetrwat prébe czasu
w dobrym stanie [4].

BLAST prawde Ci powie

Na ostatnim etapie analizy, otrzymane sekwencje nukleotydowe, prébek podlegajacych identyfikacji,
poréwnano z sekwencjami zawartymi w bazie NCBI. W oparciu o przeprowadzone analizy
poréwnawcze, zaobserwowano wysoki stopien podobienstwa pomiedzy uzyskanymi sekwencjami
nukleotydowymi konopi, a danymi uprzednio opublikowanymi, gléwnie w regionie trnL-trnF.
Ponadto, wykazano, ze materia starozytny oraz swiezo zerwany z rejonu wykopalisk ma to samo
podtoze filogenetyczne [4].

Latwe i szybkie wyszukiwanie analogicznych sekwencji umozliwia program internetowy, jakim jest
BLAST. Z posrod tysiecy wczesniej zidentyfikowanych sekwencji roslin, BLAST wskazuje liste tych
organizmoéw, ktore charakteryzuja sie najwyzszym stopniem dopasowania do sekwencji badanych
probek. Stopien zgodnosci poréwnywanych sekwencji moze wynosi¢ nawet 100% lub nieznacznie
nizszy odsetek. Wysoki stopien dopasowania na poziome zblizonym do wartosci 100% sugeruje
ewentualna identyfikacje na poziomie gatunkowym [2].

Analiza sekwencji DNA roslin stanowi funkcjonalne narzedzie w badaniach filogenetycznych,
umozliwiajac ustalenie relacji zachodzacych pomiedzy réznymi organizmami. Baza danych NCBI
zawiera reprezentatywne sekwencje nukleotydowe dla poszczegdélnych gatunkéw roslin. Na
podstawie wynikow uzyskanych w programie BLAST nie zawsze da sie jednoznacznie ustali¢ gatunek,
natomiast okreslenie lub potwierdzenie przynaleznosci do danego rodzaju lub rodziny
niejednokrotnie niesie ze soba duza wartosc¢ [2]. W celu utatwienia uzytkownikom na caltym swiecie
korzystania z mozliwosci jakie daje program BLAST opracowano instrukcje obstugi aplikacji [12].

Wszelkie dziatania podejmowane przez badaczy zmierzaja do utworzenia szybkiego i pewnego
systemu identyfikacji oraz klasyfikacji zaréwno gatunkéw roslinnych jak i zwierzecych. Analizy
materiatu biologicznego na poziomie molekularnym stanowia niezastapione narzedzie w codziennej
pracy osob zajmujacych sie identyfikacja genetyczng. W oparciu o wspolprace ze specjalistami
roznych dziedzin otwieraja sie nowe mozliwosci praktycznego wykorzystania wiedzy.

Autor: Agnieszka Gudek
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