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Molekularne metody identyfikacji gatunkowej
wykorzystywane w ekspertyzach sadowych

Molecular methods of species identification used in forensic examinations

Streszczenie. Identyfikacja gatunkowa zwierzat przeprowadzana metodami biologii molekularnej
odgrywa coraz wigksza rolg w praktyce laboratoriow kryminalistycznych na catym $wiecie.
W Polsce coraz czgsciej metody te wykorzystywane sg w celu okreslenia, czy gatunek podlega
ochronie w rozumieniu przepisow Ustawy o ochronie przyrody. Wynika to z licznych przypadkow
nielegalnego handlu gingcymi gatunkami zwierzat, co dotyczy zardwno obrotu zywymi zwierzg-
tami, jak i produktéw, przedmiotow wykonanych z réznych czesci ciata zwierzat. W takich tez
przypadkach, gdzie identyfikacja na postawie cech morfologicznych gatunku nie jest mozliwa,
analiza DNA zwierzgcego ma szczegélne znaczenie. W pracy przedstawiono typowe markery
molekularne stosowane w identyfikacji gatunkowej zwierzat.

Stowa kluczowe: identyfikacja gatunkowa, mitochondrialny DNA, barkoding DNA

WSTEP

Sposrdd ok. 12 min gatunkdéw wystepujacych na $wiecie w pelni zidentyfikowano
zaledwie ok. 1,7 min. Identyfikacje gatunkow przeprowadza si¢ na podstawie cech mor-
fologicznych, co wymaga specjalistycznej wiedzy [Skuza i in. 2015]. Zar6wno do iden-
tyfikacji nowych, jak i rozrdéznienia znanych gatunkow wykorzystuje si¢ techniki biolo-
gii molekularnej. Dzigki nim na podstawie niewielkiej ilo§ci DNA mozna okresli¢ gatu-
nek zwierzecia, od ktdrego zostala pobrana probka.
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Identyfikacja gatunkowa opiera si¢ przede wszystkim na wykorzystaniu takich te-
stow, jak amplifikacja oraz sekwencjonowanie fragmentu genéw cytochromu b i oksy-
dazy cytochromowej (CO1). Analiza cytochromu b sprawdza si¢ w identyfikacji gatun-
kowej kregowcdw, natomiast analiza genu oksydazy cytochromowej COL1 jest pomocna
w identyfikowaniu kregowcow, w tym rowniez ryb. Do identyfikacji blisko spokrewnio-
nych gatunkéw, np. kota i zbika czy psa i wilka, mozna zastosowa¢ analize sekwencji
petli D mitochondrialnego DNA.

PRZEMYT ORAZ NIELEGALNY HANDEL GATUNKOW ZAGROZONYCH WYGINIECIEM

Nielegalny handel zywymi oraz martwymi okazami zwierzat stanowi bardzo duzy
problem. Wedtug raportu Swiatowego Funduszu na rzecz Przyrody (World Wildlife
Found, WWF) warto$¢ nielegalnego handlu dzikimi zwierz¢tami szacowana jest rocznie
na 19 miliardow dolarow amerykanskich. Stanowi trzeci co do zyskowno$ci czarny
rynek na §wiecie, po handlu bronig i narkotykami [McGarth 2012]. Na §wiecie ponad
30 tysiecy gatunkow roslin i zwierzat zagrozonych jest wyginieciem, za$ gtownym pro-
blemem jest klusownictwo. Niestety mimo ciagltych kampanii uswiadamiajacych wciaz
bardzo popularne i chetnie kupowane przez turystow sa wyroby wykonane ze zwierzat
iroslin zagrozonych wyginigciem. W ciggu roku w bagazach podréznych shuzby celne
znajduja kilkanascie tysiecy okazow.

Ochrona gatunkowa zwierzat w Polsce realizowana jest m.in. na podstawie Ustawy
z 16 kwietnia 2004 r. o ochronie przyrody [Dz.U. z 2015 r. poz. 1651, tekst jedn.]. We-
dlug art. 46, ust. 2 ww. Ustawy celem ochrony gatunkowej jest ,,zapewnienie przetrwa-
nia i wlasciwego stanu ochrony dziko wystepujacych na terenie kraju lub innych panstw
cztonkowskich Unii Europejskiej rzadkich, endemicznych, podatnych na zagrozenia
i zagrozonych wyginieciem oraz objetych ochrong na podstawie przepisow umow mie-
dzynarodowych, ktorych Rzeczpospolita Polska jest strong, gatunkéw roslin, zwierzat
i grzybow oraz ich siedlisk iostoi, atakze zachowanie roznorodnosci gatunkowej
i genetycznej”. Mimo iz Ustawa zakazuje m.in. przywozenia z zagranicy oraz wywoze-
nia poza granic¢ panstwa okazéw gatunkow objetych $cista ochrona, tury$ci, chociaz nie
zdaja sobie z tego sprawy, wciagz kupuja przedmioty wykonane z tkanek zwierzat nale-
zacych do gatunkéw zagrozonych wyginigciem [Listos i in. 2016]. Takie dziatanie, cho¢
czgsto nie§wiadome, stwarza zagrozenie dla przyrody i §rodowiska naturalnego.

Problemem orzecznictwa sadowego jest brak powszechnego wykonywania badan
zwierzecego DNA w sprawach dotyczacych handlu dzikimi zwierzetami nalezacymi do
gatunkéw zagrozonych wyginieciem, w ktorych przedmiotem przestepstwa sa wysoko
przetworzone czesci zwierzat, a tym samym niemozliwe do rozpoznania na podstawie
cech morfologicznych gatunku. Czgsto z takich materiatéw wykonywane sa kosmetyki.
Po poddaniu obrdbcee tego typu materiatéw podczas przygotowywania docelowego pro-
duktu nie mozna stwierdzi¢ makroskopowo, czy produkt ten zawiera nielegalne sktadni-
ki. Problem ten wystgpuje takze w produktach tradycyjnej medycyny azjatyckiej — po-
szczeg6lne gatunki zwierzat moga wystepowac na przyklad w postaci réznego rodzaju
mieszanek. W praktyce spotykane sa wyroby z tkanek zwierzecych, takich jak: pazury,
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rogi, siers¢, wlosy, ciosy, karapaksy, plastrony, muszle, skory, kosci oraz zgby. Najcze-
$ciej sprzedawane sg w postaci bizuterii, kosmetykow, torebek, przedmiotow codzienne-
go uzytku [Debska 2013].

Polski raport z 2010 r. przedstawia badania rynku, z ktérych wynika, ze produkty
zawierajace sktadniki otrzymywane z chronionych gatunkow zwierzat wystepowaty
w postaci takich produktéw jak: masci, plastry, thuszcz, nalewki, tabletki, maseczki,
kremy. W sklepach zielarskich i farmakologicznych dostepne byty srodki odchudzajace,
kosmetyki, suplementy diety, masci zawierajace w swym sktadzie substancje pochodza-
ce od zwierzat chronionych prawem [Romanowicz i Podgorska 2010]. Istnieje duzy
problem przy rozpoznaniu nielegalnosci tych produktéw. Przedstawione w pracy metody
identyfikacji zwierzat na podstawie analizy DNA moga by¢ wykorzystywane w bada-
niach tego typu wyrobow.

GENOM ZWIERZECY

Na genom ssakdéw sktada si¢ genom mitochondrialny oraz jadrowy. Genom jadrowy
zbudowany jest z wielu linowych czasteczek DNA, ktore, taczac si¢ z histonami, tworza
odrgbne chromosomy, czyli samoodtwarzajace si¢ state sktadniki jadra komorkowego.
Typowy eukariotyczny chromosom zawiera odcinek DNA o dtugosci 1-20 cm, ktory
miesci si¢ w chromosomie dzigki swoistemu mechanizmowi upakowania [Korytko
i Laczmanska 2016]. Bardzo waznym elementem mechanizmu pakowania DNA sg hi-
stony, bedace specyficznymi biatkami, stanowiacymi 40-50% sktadu chromatyny. Wy-
kazuja one silnie zasadowy charakter dzieki wysokiej zawarto$ci argininy i lizyny. Hi-
stony to biatka gatunkowo i tkankowo niespecyficzne, charakteryzujace si¢ wysokim
konserwatyzmem, tzn. majace podobna budowe niezaleznie od tkanki, gatunku czy
osobnika. Wyréznia si¢ pie¢ klas histonéw: H1 (tacznik nukleosomowy), H2A i H2B
(histony brzegowe) oraz H3 i H4 (histony rdzeniowe). Histony tworza nukleosom, sta-
nowiacy podstawowg strukturalng jednostke chromatyny. DNA jadrowy jest wigkszy od
genomu mitochondrialnego. Jego dtugos$¢ u ssakoéw waha si¢ od ok. 2,4 do 3,0 mld par
zasad [Koseniuk i in. 2015].

Mitochondrialny DNA jest dwuniciowa, kolista czasteczka, liczaca ok. 16,5 tys. par
zasad (bydlo 16 338, owca 16 580, kura 16 775). Zbudowany jest z regionu kodujacego,
zawierajacego ogotem 37 genoéw (niezawierajacych introndw), w tym 13 genéw koduja-
cych biatkowe produkty uczestniczace w fosforylacji oksydacyjnej, 2 geny rybosomo-
wego RNA (rRNA) i 22 geny tRNA [Brown 1980]. Wystepowanie jednakowych genow
w genomie mitochondrialnym réznych organizméw nie pozawala jednak na uzywanie
jednakowych sond w celu identyfikacji materiatu genetycznego roéznych gatunkéw, co
uwarunkowane jest zmiennoscig w sekwencji genow. Mimo ze geny te odpowiadaja za
produkcje tych samych biatek, ich sekwencja jest zmienna u ré6znych organizmow. Przy-
ktadem genu, gdzie sekwencja jest zroznicowana w malym stopniu, jest gen kodujacy
pierwsza podjednostke oksydazy cytochromowej (COI), dlatego wykorzystuje si¢ go do
identyfikacji gatunkowe;.

Dziedziczenie w obrebie mitochondrialnego DNA ro6zni si¢ od dziedziczenia w ob-
rgbie genomowego DNA, w ktorym poza autosomami znajduja si¢ réwniez allosomy —
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identyczne u samic (XX) i ré6zne u samcoéw ssakoéw (XY). U ssakow i ptakow mitochon-
drialne DNA (mtDNA) zawarte w mitochondriach przekazywane jest niemal wylacznie
w linii matczynej (zenskiej). Wynika to z faktu, ze wszystkie lub niemal wszystkie mito-
chondria pochodza z oocytu. Tym samym w mitochondrialnym DNA zostaja ujawnione
haplotypy w obrgbie badanej sekwencji mtDNA pochodzace wytacznie od matki. Liczba
kopii mtDNA waha si¢ od 1000 do 10 000 w jednej komoérce. W budowie mitochon-
drialnego DNA nie uczestniczg biatka [Giles i in. 1980].

Genom mitochondrialny jest szeroko stosowany w badaniach filogenetycznych
zwierzat, poniewaz ewoluuje znacznie szybciej niz jadrowy DNA, gromadzac roéznice
miedzy $ci§le powigzanymi gatunkami [Herbert i in. 2004]. W genomie tym wyrdznia
si¢ pewne pozycje nukleotydowe zwane ,,gorgcymi miejscami” (ang. hot spots), w kto-
rych czesto$¢ mutacji znacznie przewyzsza Srednig czgsto$§¢ mutacji charakterystyczng
w innych miejscach w mtDNA. Pozycje te wystepuja zarowno w regionie HVR 1, jak
i HVR II. Wsrod ,,miejsc goragcych” w HVR I mozna wyr6zni¢ m.in. pozycje: 16093,
16129, 16189, 16311, 16362 116519, a w HVR 1I: 152, 146, 150 i 195 [Malyarchuk i in.
2002, Salas i in. 2007]. Systemy naprawcze mitochondrialnego DNA cechuja si¢ mniej-
sza wydajnosciag w poréwnaniu z systemami DNA obecnymi w jadrze komérkowym.
Nieostonigty histonami mtDNA narazony jest na dzialanie wolnych rodnikéw, co spra-
wia, ze czgséciej zachodza w nim mutacje niz w DNA jadrowym. Nie wystepuja zatem
rekombinacje genoméw lub zachodza w minimalnym stopniu, czego skutkiem moze by¢
heteroplazmia [Sloan i in. 2012], czyli obecno$¢ wiecej niz jednego rodzaju DNA poza-
jadrowego (mitochondrialnego lub chloroplastowego). Zjawisko to wystepuje w przy-
padku wspolnego wktadu obojga rodzicow w pule pozajadrowego DNA potomstwa
(przeciek ojcowski lub dziedziczenie biparentalne) lub w efekcie mutacji [Tully i in.
2000]. Zjawisko heteroplazmii nie dyskwalifikuje wykorzystania analizy mtDNA jako
dowodu w sadzie, przeciwnie moze nawet zwickszy¢ sit¢ dowodu.

Po raz pierwszy catkowita sekwencja genomu mitochondrialnego zostala opubliko-
wana w 1981 r. Genom mitochondrialny pochodzit z europejskiej proby tozyska ludz-
kiego. Jego sekwencja zostala odczytana za pomoca bydlecego genomu mtDNA oraz
linii afrykanskich komérek HeLa [Anderson i in. 1981]. Zostata ona okreslona jako
sekwencja referencyjna z Cambridge — CRS (ang. Cambridge reference sequence). Za-
wierata jednak btedy, ktore zostaty skorygowane prawie dwadziescia lat pdzniej przez
Andrewsa i in. [1999]. Poprawiong sekwencj¢ okresla sie jako rCRS (ang. revised Cam-
bridge reference sequence) i zalicza do europejskiej haplogrupy H (numer akcesyjny
w GenBanku: NC_012920.1).

Wisréd zwierzat gospodarskich sekwencje mtDNA zidentyfikowano po raz pierwszy
u bydta [Anderson i in. 1982], nastepnie u koni [Xu i Aranson 1994], owiec i §win
[Hiendleder i in. 1998, Ursing i Arnason 1998], a najp6zniej u koz [Luikart i in. 2001].
Sekwencje pierwszych mitogenomoéw uzyskano dla dwoch gatunkéw wymartych ptakow
moa (Anomalopteryx nidiformis i Emu cerassus) [Cooper i in. 2001, Haddrath i Baker 2001],
co pozwolito na wyjasnienie relacji filogenetycznych tych wymartych gatunkéow ze wspotcze-
$nie zyjacymi najwiekszymi nielotami z rodzaju Struthioniformes [Hofteiter i in. 2014].
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METODY IDENTYFIKACJI GATUNKU

Barkoding DNA

W roku 2003 na Uniwersytecie Guelph w Kanadzie opracowano nowa metode iden-
tyfikacji gatunkéw — barkoding DNA. Nazwa pochodzi od angielskich stow bar codes
1 nawigzuje do kodoéw kreskowych nadawanych towarom. Jest to technika wykorzystuja-
ca sekwencjonowanie jednego lub kilku loci, dzigki czemu uzyskuje sie ,,kod paskowy
DNA”, informujacy o kolejnosci zasad w odcinku DNA. Porownujac ze sobg uzyskane
krotkie sekwencje, mozna ustali¢ przynalezno$¢ gatunkowa osobnikow [Herbert i in.
2004, Ajmal i in. 2014].

Jako kod paskowy DNA wykorzystuje si¢ krotka, zdefiniowang sekwencje genomu.
Celem poszukiwan badaczy jest odcinek DNA, dzieki ktéremu rozrdéznianie gatunkow
w roznych stadiach rozwojowych bedzie utatwione. W krolestwie zwierzat najlepszym
z nich jest gen kodujacy oksydaze cytochromu ¢ (CO1) o dtugosci 648 par zasad, zloka-
lizowany w genomie mitochondrialnym. Stanowi on idealny znacznik identyfikacyjny
zwierzat ze wzgledu na brak intronow, mniejsze prawdopodobienstwo rekombinacji,
wystepowanie konserwatywnych miejsc starterowych oraz prosta, zdefiniowana se-
kwencj¢. Dodatkowo wystepuje w wielu kopiach, w przeciwienstwie do genéw pocho-
dzacych z genomu jadrowego [Skuza i in. 2015].

Do powielania regionu genu kodujacego oksydaze cytochromu ¢ (CO1) uzywane sg
uniwersalne pary starterow. Poprzez amplifikacje tego samego genu z r6znych organi-
zmow mozliwe jest zbudowanie biblioteki sekwencji genow. Istotng rzecza jest znajo-
mos$¢ grupy taksonomicznej (ryby, ptaki, ssaki itd.) badanego organizmu, poniewaz
startery uzywane w reakcji tancuchowej polimerazy (ang. polymerase chain reaction,
PCR) sg specyficzne dla grup taksonomicznych [Kelle i in. 2014]. Po amplifikacji pro-
dukt PCR (ok. 700 par zasad) jest sekwencjonowany. Istnieja dwie podstawowe bazy,
stuzace do analizy sekwencji DNA: Barcode of Live Data Systems (BOLD) oraz Natio-
nal Center for Biotechnology Information (NCBI) Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST). Pierwszy z tych serwisow (BOLD) jest narzedziem umozliwiajagcym porow-
nanie sekwencji DNA z probkami, ktore juz zostaty zidentyfikowane, oraz zawierajacym
dodatkowe dane o probce. Baza ta jest osrodkiem informacji o kodach paskowych DNA
[Kelle i in. 2014]. Dzigki niej mozna znalez¢ informacje taksonomiczne, tj. dendrogram
poszczegodlnych taksonow, a takze okresli¢ dystans genetyczny pomigdzy jednostkami
systematycznymi. Baza BOLD jest bibliotekg zawierajaca w szczegdlnosci sekwencje
DNA zwierzat, uzyskane w oparciu o gen kodujacy oksydaze cytochromu ¢ (COI) [Hei-
se in. 2015]. Program BLAST poréwnuje natomiast badany fragment DNA z innymi
obecnymi w bazach danych i serwerach NCBI oraz ustala stopien podobienstwa migdzy
nimi. Dzigki temu mozna przydzieli¢ analizowana sekwencje do gatunku z bazy.

CYTOCHROM B (MTCYB)

Okreslenie przynaleznosci gatunkowej jest mozliwe dzigki konserwatywnej sekwen-
¢ji nukleotydéw genu kodujacego cytochrom b w obrgbie mitochondrialnego DNA.
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Cytochrom b jest jedyna podjednostka kompleksu III, ktéra kodowana jest przez mtDNA.
Gen cytochromu b (MTCYB) koduje biatko zlozone z 380 aminokwasdéw, wchodzace
w sktad III kompleksu oksydacyjno-forylacyjnego. MTCYB kodowany jest przez tancuch
cigzki mtDNA bogaty w guaning, ktory charakteryzuje si¢ réwniez duza konserwatyw-
noscia, czyli brakiem zmiennosci osobniczej [Prusak i in. 2005]. Para starterow kom-
plementarnych do regionow otaczajacych te sekwencje pozwala na przeprowadzenie
specyficznej amplifikacji mtDNA w obrebie roznych gatunkow zwierzat. W przypadku
sekwencjonowania genu cytochromu b u réznych gatunkéw kregowcodw, nalezacych do
gromady ryb, ptazow, gadéw, ptakdow i ssakow, stwierdzono, ze do identyfikacji wystar-
czy uzycie jednej pary uniwersalnych primeréw. Sita dyskryminacji przy rozpoznawaniu
probek pochodzacych od osobnikow nawet z pokrewnych grup taksonomicznych jest
olbrzymia, a prawdopodobienstwo spotkania dwoch gatunkéw o identycznej sekwencji
jest praktycznie niemozliwe. Dlatego tez stanowi gléwny marker wykorzystywany
w badaniach taksonomicznych i filogenetycznych. Uzyskana sekwencje poddaje si¢
analizie bioinformatycznej za pomocg programu BLAST. Identyfikacja gatunku mozli-
wa jest takze, gdy brakuje materialu poréwnawczego. Niestety w przypadku bardzo
blisko spokrewnionych gatunkéw (np. psa i wilka czy kota i kota dzikiego) taka metoda
identyfikacji gatunkowej nie sprawdza sig.

Analiza sekwencji nukleotydowej genu cytochromu b pozwala na rozrdéznienie, czy
$lad zabezpieczony na miejscu zdarzenia pochodzi od czlowieka czy tez od zwierzecia.
Badania identyfikacyjne z wykorzystaniem rejonu cytochromu b wskazuja na mozliwos¢
zastosowania tej metody do identyfikacji zagrozonych wyginieciem gatunkow zwierzat,
w tym tkanek pozyskiwanych od tygrysow [Wan i Fang 2003, Wetton i in. 2004], jaj
i pancerzy z6twi [Moore i in. 2003, Hsieh i in. 2006, Rohilla i Tiwari 2008], skor kroko-
dyli [Meganathan i in. 2009], rogéw nosorozcoéw [Hsieh i in. 2003], kosci stoniowe;j
[Lee i in. 2009, Wozney i Wilson 2012], woreczkoéw zétciowych niedzwiedzi [Pepin i in.
2008] oraz tkanek roznych gatunkéw ptakow [Lee i in. 2008].

PETLA D MITOCHONDRIALNEGO DNA

Oprocz regionu kodujacego w mtDNA wystepuje region kontrolny (zwany rowniez
petla D) o dlugosci 1122 par zasad, ktory jest odpowiedzialny za regulacje transkrypcji
oraz inicjacj¢ replikacji [Foran i in. 1988]. W petli D mozna wyr6zni¢ dwa hiperzmienne
regiony, tj. HVRI (hypervariable region 1) i HVRII (hypervariable region II), ktore
roznig si¢ miedzy soba u poszczegodlnych osobnikow.

Analiza sekwencji regionu kontrolnego mtDNA stosowana jest w celu identyfikacji
blisko spokrewnionych gatunkow. Sekwencja ta charakteryzuje si¢ bardzo wysoka poli-
morficznos$cia. Ze wzgledu na bardzo duzg szybkos¢ ewolucji petli D badania z jej wy-
korzystaniem sa przeprowadzane rzadko, tylko do réznicowania osobnikéw nalezacych
do dwoch gatunkéw o duzym stopniu pokrewienstwa, np. kota i zbika czy psa i wilka.
Wiasciwos¢ ta wykorzystywana jest w genetyce populacyjnej, filogenezie i medycynie
sadowej [Skonieczna i in. 2012].



Molekularne metody identyfikacji gatunkowej wykorzystywane w ekspertyzach sadowych 37

PODSUMOWANIE

Zastosowanie metod molekularnych odgrywa zasadnicza rolg, gdy ocena przynalez-
nos$ci gatunkowej nie jest mozliwa na postawie cech morfologicznych. Wskazane meto-
dy genetycznej identyfikacji gatunku moga by¢ wykorzystywane podczas badan sado-
wych w celu okreslenia, czy gatunek nie podlega ochronie w rozumieniu przepisow
Ustawy z dn. 16.04.2004 r. o ochronie przyrody. Przedstawione w artykule metody
umozliwiaja szybkie wykrycie przynaleznosci gatunkowej produktow pochodzenia
zwierzgcego pochodzacych z nielegalnych Zrodet, co stanowi podstawe przeprowadzenia
kontroli jako$ci w ramach nadzoru handlowego. Systemy identyfikacji wciaz sa dosko-
nalone, tak aby mozliwe bylo szybkie okreslenie gatunku z prob o réznym pochodzeniu
1 r6Znym stopniu przetworzenia.
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Summary. Species identification of animals carried out on the basis of molecular biology methods
plays an increasingly important role in the practice of forensic laboratories around the world. In
Poland, these methods are increasingly used to determine whether a species is protected under the
provisions of the Act of 16.04.2004 “on nature protection”. This is due to the numerous cases of
illegal trafficking of endangered species of animals, which concerns trade in live animals as well
as products and items made from various parts of the body of these animals. In such cases, when
identification based on the morphological characteristics of the species not possible, animal DNA
analysis is of particular importance. The paper presents typical molecular markers used in animal
species identification.
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