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Streszczenie

Cel pracy: Botanika sagdowa potrzebuje narzedzi do weryfikacji wartosci, jakg materiat pochodzenia roslinnego wnosi
do postepowania dochodzeniowego. Biologia molekularna dostarcza technik umozliwiajacych poréwnywanie mate-
riatu pobranego z miejsca zdarzenia z innym biologicznym materialem dowodowym. W pracy zaproponowano zestaw
siedmiu loci markeréw wykorzystujacych kroétkie powtoérzenia tandemowe (STR), stuzacych do profilowania genetycz-
nego debow (Quercus spp.). Przy ich doborze kierowano sie kryterium najwyzszej heterozygotycznosci stwierdzonej
w literaturze. Powodem, dla ktérego wybrano deby na przedmiot badan, jest ich rozpowszechnienie na pétkuli pot-
nocnej oraz potrzeba opracowania metody otrzymywania poréwnywalnych profili genetycznych materiatu dochodze-
niowego pochodzenia roslinnego.

Material i metody: W ramach badania przeprowadzono weryfikacje specyficznosci starteréw wzgledem wybranych
gatunkow debu. Przeanalizowano 23 gatunki, w tym wigkszo$¢ wezeséniej badanych, w kierunku obecnos$ci wybranych
loci. Po izolacji DNA sekwencje STR zostaly poddane amplifikacji przy wykorzystaniu reakeji multipleksowej PCR.
Produkty amplifikacji oznaczono metodg elektroforezy kapilarnej. Czesto$¢ genotypéw obliczono za pomocag testu x2.
Wyniki: Kompletne profile genetyczne uzyskano dla 13 sposréd 23 przeanalizowanych gatunkéw debu.

Whioski: Niekompletne profile genetyczne mogg by¢ wynikiem degradacji DNA lub mniejszej homologii w miejscach
wigzania starteréw. Kompletne profile uzyskano dla wiekszosci analizowanych gatunkéw, jednak otrzymano takze nie-
kompletne profile dla gatunkéw, u ktérych spodziewano sie uzyskania pelnych profili. Moze to wynika¢ z utraty jakosci
DNA na skutek proceséw starzenia obejmujacych badany material rodlinny oraz nieodpowiednich warunkéw jego
przechowywania lub metody konserwacji.

Stowa kluczowe: profilowanie DNA, multipleks PCR, STR, deby, Quercus.

Abstract

Aim of the study: Forensic botany demands tools to verify the value of plant-origin evidence brought into the process
of criminal investigation. Molecular biology provides techniques for comparing material from the crime scene with
other biological material of evidence. In this paper, we propose a set of seven markers based on Short Tandem Repeats
(STRs) loci for DNA profiling of Quercus spp. STR markers of the highest observed heterozygosity were selected, ac-
cording to available literature. Oaks were chosen due to their wide dissemination in the northern hemisphere. They
served as an object of study to develop a method for obtaining comparable genetic profiles of plant evidence material.
Material and methods: In the study, we verified the specificity of primers towards selected species of oaks. Twen-
ty-three species, including most of those previously studied, were investigated for the presence of selected loci. After
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DNA extraction, STR sequences were amplified using multiplex PCR, and amplification products were then analysed
with capillary electrophoresis. The frequency of genotypes was tested with the x? test.

Results: Out of 23 investigated species of oak, full genetic profiles were obtained for 13 species.

Conclusions: An incomplete genetic profile may result from DNA degradation or lower homology in primer binding
sites. Full profiles were successfully obtained for most of the species tested; however, deficient profiles were yielded in
species for which a full profile was expected. This may be due to the loss in DNA quality caused by ageing processes of

plant material and inappropriate storage conditions or method of preservation.

Key words: DNA profiling, multiplex PCR, STR, oaks, Quercus.

Wprowadzenie

Gatunki nalezace do rodzaju Quercus wystepuja
gléwnie na potkuli pdinocnej. Spotyka si¢ je w réz-
nych siedliskach od strefy klimatu umiarkowanego
az po gorskie regiony strefy tropikalnej. Do dzi$
opisano ok. 600 gatunkéw debu. Wigkszos¢ z nich
ma postac drzew, tylko cze$¢ wystepuje jako krzewy.
LiScie wykazuja rdéznice morfologiczne, a owoce,
zwane zoledziami, skladaja si¢ z orzecha i misecz-
ki owocowej [1]. W Polsce wystepuja trzy gatunki
debu: Q. robur, Q. petraea i Q. pubescens. Poza nimi
analizie poddano réwniez gatunki, ktére nie rosna
w Polsce w stanie dzikim, jednak wystepuja w in-
nych regionach Europy, w Azji lub Ameryce Pol-
nocnej, w stanie dzikim lub w uprawie, w parkach,
arboretach i zieleni miejskiej.

Celem badania byta weryfikacja specyficzno-
$ci zastosowanych starteréw wzgledem najwiekszej
mozliwej liczby gatunkéw debu. Analizie poddano
probki nastepujacych gatunkéw: Q. alba, Q. cer-
ris, Q. coccifera, Q. coccinea, Q. dentata, Q. falcata,
Q. frainetto, Q. griffithii, Q. ilex, Q. imbricaria, Q. in-
fectoria, Q. libani, Q. macranthera, Q. magnoliifolia,
Q. nigra, Q. palustris, Q. petraea, Q. phellos, Q. pube-
scens, Q. rotundifolia, Q. robur, Q. rubra, Q. serrata,
Q. shumardii, Q. suber, Q. trojana, Q. x schochiana,
Q. x hispanica.

W badaniu zastosowano siedem markeréw wy-
korzystujacych krétkie powtérzenia tandemowe
(STR), wytypowanych na podstawie omdwionej
w literaturze najwigkszej obserwowanej heterozygo-
tycznosci [2]. Zestaw starteréw do reakeji multiple-
ksowej obejmowat cztery EST-STR (obecne w cDNA)
[3] oraz trzy genomowe STR (obecne wylacznie

Introduction

Representatives of the genus Quercus mainly in-
habit the Northern Hemisphere. They are found in
various habitats, from the temperate climatic zone
to the mountainous tropical regions. Over 600 oak
species have been discovered to date. Most species
are trees, some are shrubs, with leaves characterised
by various morphologies, but with a specific type of
fruit, the acorn, which is a type of nut embedded
in a cupule [1]. In Poland, three species of oaks are
found: Q. robur, Q. petraea, and Q. pubescens. In ad-
dition to these, the subject of this study also encom-
passes species not found in the wild in Poland but
present in other parts of Europe or in Asia or North
America, wild or cultivated, found in parks, arbore-
tums, and urban greenery.

Therefore, the aim of the research was to veri-
ty the specificity of the primers used in this study
in relation to the greatest possible number of spe-
cies. The samples were from the following species:
Q. alba, Q. cerris, Q. coccifera, Q. coccinea, Q. den-
tata, Q. falcata, Q. frainetto, Q. griffithii, Q. ilex,
Q. imbricaria, Q. infectoria, Q. libani, Q. macranthera,
Q. magnoliifolia, Q. nigra, Q. palustris, Q. petraea,
Q. phellos, Q. pubescens, Q. rotundifolia, Q. robur,
Q. rubra, Q. serrata, Q. shumardii, Q. suber, Q. troja-
na, Q. x schochiana, and Q. x hispanica.

For research purposes, seven markers based on
Short Tandem Repeats (STRs) were utilised, typed
according to the available literature by the highest
observed heterozygosity [2]. The set of primers in
multiplex is composed of four EST-STRs (present
in cDNA) [3] and three genomic STRs (present in
gDNA only) [4]. Forensic botany, which is constant-
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w gDNA) [4]. Dynamicznie rozwijajaca si¢ botani-
ka sagdowa czgsto korzysta z technik stosowanych
w biologii molekularnej do precyzyjnej analizy §la-
dow wystepujacych na miejscu zdarzenia. Techniki
biologii molekularnej s3 np. uzywane przy identy-
fikacji roslin psychoaktywnych [5]. Podjeto udane
proby profilowania DNA z materialu dochodzenio-
wego pochodzacego z debu [6] i opracowano profilo-
wanie technikg multipleks dla Olea europaea [7]. Ze
wzgledu na szeroki zasieg wystepowania debu istot-
ne znaczenie ma opracowanie zestawu markeréw do
profilowania jak najwiekszej liczby gatunkow.

Dotychczas przeprowadzono kilka badan popula-
cji degbow przy wykorzystaniu markeréw STR. Opra-
cowano zestawy markeréw EST-STR pod katem do-
kiadniejszego zbadania genetyki populacji Fagaceae
[8]. Przeprowadzono badania réznorodnosci gene-
tycznej populacji gatunkoéw takich jak Q. acutissima
[9], Q. petraea [10] i Q. mongolica var. crispula [11].
Markery moga by¢ tez wykorzystywane z dobrym
skutkiem w badaniach przeplywu genéw pomiedzy
drzewostanami debu [12] oraz hybrydyzacji réznych
gatunkéw debu [13]. Analizy mikrosatelitow ujawni-
ty np. hybrydyzacje miedzy Q. petraea i Q. robur [14]
oraz miedzy gatunkami debow ze strefy §rédziemno-
morskiej: Q. suberi Q. ilex [15].

Materiat i metody
Liscie debu

Autorzy pracy pozyskali material do izolacji DNA
z probek Q. robur oraz kilku innych gatunkéw debu,
zbierajac opadle liscie we wroctawskich parkach oraz
przy Palacu w Rogalinie (oddziale Muzeum Narodo-
wego w Poznaniu). Materiat do sporzadzenia probek
niektérych gatunkéw pochodzit z kolekeji zgroma-
dzonej w Zielniku Muzeum Przyrodniczego Uni-
wersytetu Wroclawskiego. Wszystkie liScie zabezpie-
czono w suchym miejscu lub - gdy bylo to mozliwe
- niezwlocznie zamrozono w temp. -22°C.

Izolacja DNA

Na wstepnym etapie badan zebrane liscie roz-
drobniono w mozdzierzu w obecnosci cieklego azo-
tu. Material genetyczny izolowano przy wykorzy-
staniu dwoch metod. W jednej zastosowano zestaw
do izolacji DNA GeneMATRIX Plant & Fungi DNA
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ly evolving, often uses techniques of molecular bi-
ology enabling traces found on-site to be properly
examined. Molecular biology techniques are often
employed in the identification of narcotic plants [5].
Successful approaches to the DNA profiling of evi-
dence of oak origins have been conducted [6], and
multiplex profiling has been developed for Olea eu-
ropaea [7]. Given the wide range of occurrence of
species of oaks, it would seem important to develop
a set of markers for profiling the greatest available
number of species.

To date, several STR-based studies have been
performed for oak populations. Sets of EST-STR
markers were developed for improved study of
Fagaceae population genetics [8]. Studies of the
genetic diversity of the population of species such
as Q. acutissima [9], Q. petraea [10], and Q. mon-
golica var. crispula [11] have been carried out and
have been used with good results in studies of gene
flow between stands of oaks [12] and of the hybrid-
isation of various oak species [13]. For example,
microsatellite studies have revealed hybridisation
between Q. petraea and Q. robur [14] as well as be-
tween two species of Mediterranean oak, Q. suber
and Q. ilex [15].

Material and methods
Oak leaves

The authors of this publication obtained ma-
terial for DNA isolation from samples of Q. robur
as well as from some other species, by collecting
falling leaves in Wroclaw parks and at the Rogalin
Palace Museum, a branch of the National Museum
in Poznan. Materials for samples from some species
come from the collection of the Herbarium of the
Museum of Natural History of Wroctaw University.
All leaves were preserved in a dry place or, if possi-
ble, immediately frozen at -22°C.

DNA isolation

In the preliminary stage, the collected leaves
were crushed in a mortar in the presence of liqu-
id nitrogen. Genetic material was isolated using
two different methods. One involved using the
GeneMATRIX Plant & Fungi DNA Purification
Kit (EURx, Gdansk, Poland). The procedure was

Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii
Archives of Forensic Medicine and Criminology



Bartosz M. Pencakowski, Miron Tokarski, Anna Jonkisz, Matylda Czosnykowska-tukacka, Ewa Lenard, Matgorzata Matodobra-Mazur

DNA profiling of oaks (Quercus spp.)

Purification Kit (EURx, Gdansk). Procedure wyko-
nano zgodnie z instrukcja producenta. Druga meto-
da opierata si¢ na procesie izolacji DNA z grzybow
opracowanym przez Murraya i Thomsona. Po po-
myslnej izolacji oznaczono stezenie i czysto$¢ DNA
metoda spektrofotometryczng przy uzyciu aparatu
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific).

Reakcja taricuchowa polimerazy

Przy multiplikacji fragmentéw DNA do elektrofo-
rezy kapilarnej wykorzystano zestaw starterow (tab. I).
Kazdy starter znakowano znacznikiem fluorescencyj-
nym Fam lub Joe. Reakcje przeprowadzono w apara-
tach S1000 Thermal Cycler (Biorad) i Multiplex PCR
Master Mix (Qiagen). Reakcja PCR miala nastepujacy
przebieg: wstepna denaturacja (15 min w temp. 95°C),
a nastepnie 30 cykli reakeji: denaturacja (30 s w temp.
94°C), przylaczanie (60 s w temp. 56°C), wydluzanie
(45 s w temp. 72°C). Ostatnim etapem byla inkubacja
probek w temp. 60°C przez 10 min.

Elektroforeza kapilarna

Produkty PCR wstepnie przygotowano do elektro-
forezy kapilarnej poprzez wprowadzenie mieszaniny

Tabela I. Charakterystyka zastosowanych starteréw
Table I. Characteristic of applied primers

performed according to the manufacturer’s in-
structions. The other method utilised the Murray-
-Thomson process of fungal DNA isolation. Follo-
wing successful isolation, DNA concentration and
purity was measured using the spectrophotometric
method with a NanoDrop 1000 apparatus (Thermo
Fisher Scientific).

Polymerase chain reaction

A specified starter set (Table I) was used to mul-
tiply DNA fragments for capillary electrophore-
sis. Each starter was marked with fluorescent dye:
Fam or Joe. Reaction was performed using an S1000
Thermal Cycler (Biorad) and Multiplex PCR Master
Mix (Qiagen). The PCR conditions were as follows:
introductory denaturation: 15 min at 95°C, followed
by 30 reaction cycles: denaturation, 30 sec at 94°C;
annealing, 60 sec at 56°C; elongation, 45 sec at 72°C.
The final step of PCR consisted of sample incubation
at 60°C for 10 min.

Capillary electrophoresis

PCR products for CE procedure were pre-tre-
ated by adding a mixture of formamide and the

Locus Sekwencja startera Sekwencja startera Znacznik | Oczekiwana | Motyw Zrédto
przedniego wstecznego fluorescen- |  wielkos¢ Motif | literaturowe
Forward starter sequence| Reverse starter sequence cyjny produktu Reference
Dye (p2)
marker Expected
product size
(bp)
PIE258 TTCTCGATCTCA- TTTGATTTGTTTAAG- FAM 128-159 TC Durand
AAACAAAACCA GAAAATTGGA etal. 2010
PIE267 TCCAACCAATCAAG- | GTGCGAACAGATCC- JOE 80-105 AG Durand
GCCATTAC CTTGTC etal. 2010
PIE242 TGGAGGGAAAAGA- TTGCAATCCTCCA- FAM 102-128 TA Durand
ACAATGC AATTTAATG etal. 2010
PIET52 TGTACCTCTTTC- GAATTTCTAAACCAC- FAM 230-260 TA Durand
CTCTCTCTAAAACT TAGCATTGAC etal. 2010
QrZAG7 CAACTTGGTGTTCG- GTGCATTTCTTTTA- JOE 115-153 TC Kampfer
GATCAA TAGCATTCAC etal. 1998
QrZAG20 CCATTAAAAGAAG- | GCAACACTCAGCCTA- JOE 160-200 TC Kampfer
CAGTAAGTATTC TATCTAGAA etal. 1998
QRZAGI11 CCTTGAACTCGAAG- TGGTTGACTAAAG- JOE 238-267 TC Kampfer
GTGTCC TATGAACTGTTTG etal. 1998
QDNICAMD%
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formamidu i wzorca wewnetrznego ROX 400 (Ap-
plied Biosystems) do poddawanego multiplikacji ma-
teriatu. Przygotowane mieszaniny poddano denatura-
cji w temp. 95°C przez 3 min w termocyklerze S1000
Thermal Cycler (Biorad). Elektroforeze kapilarng wy-
konano aparatem ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Wyniki procesu separacji pod-
dano analizie za pomoca oprogramowania GeneScan
Analysis Software (Applied Biosystems).

Wyniki

Po wyizolowaniu DNA z badanych prébek uzy-
skano materialy w stezeniach od 17,1 do 103,3 ng, ../
ul. Cho¢ w analizach wykorzystano komercyjnie do-
stepny zestaw do ekstrakcji kwaséw nukleinowych
z tkanek roslinnych, otrzymane roztwory DNA byly
wyraznie zanieczyszczone. Wskazywaly na to niskie
wartosci A, . (0,74-1,74) - prawidlowe wartos$ci
tego stosunku w DNA powinny miesci¢ sie¢ w prze-
dziale 2,0-2,2. Po ekstrakcji probki nadal byly zanie-
czyszczone, prawdopodobnie weglowodanami lub
odczynnikami wykorzystywanymi w procesie izolacji.

Wyniki reakcji PCR (tab. II) poddano analizie
metoda elektroforezy kapilarnej, uzyskujac 55 kom-
pletnych profili STR na podstawie 7 wytypowanych
loci. W niektérych elektroferogramach wystapity
piki typu stutter, ktére odrzucono ze wzgledu na
niska sife sygnatlu. Grupa kontrolna obejmowala
34 profile Q. robur i 1 profil Q. petraea. Dla pozos-
tatych gatunkéw wyniki byly nastepujace:

o Q. cerris:dla 1 probki (materiat zebrany w 2007 r.)
uzyskano pelny profil dla wszystkich siedmiu
loci, dla 3 pozostatych prébek (z 1900 i 1903 r.)
otrzymane profile byly niekompletne;

o Q. frainetto: dla 2 prébek otrzymano komplet-
ne profile, a dla 1 (z 1903 r.) wylacznie w locus
QrZAGl11;

o Q macranthera: uzyskano 2 kompletne profile
dla obu badanych probek;

o Q. palustris: analizie poddano facznie 3 prob-
ki, kompletny profil uzyskano dla 1 (z 1995 r.),
a w przypadku 2 pozostaltych (z 1894 i z 2007 r.)
otrzymane profile byty niekompletne;

o Q. phellos: przeanalizowano 3 prébki, otrzymujac
2 pelne profile;

o kompletne profile uzyskano dla gatunkdéw:
Q. coccifera, Q. imbricaria, Q. infectoria, Q. liba-
ni, Q. magnoliifolia, Q. nigra, Q. x schochiana
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internal standard ROX 400 (Applied Biosystems)
to the multiplied material. Prepared mixtures
were then denatured at 95°C for three min using
an $1000 Thermal Cycler (Biorad). Capillary elec-
trophoresis was performed using an ABI PRISM
310 Genetic Analyser (Applied Biosystems). Re-
sults of the separation process were analysed with
GeneScan Analysis Software (Applied Biosys-
tems).

Results

Following isolation of DNA from examined sam-
ples, materials at concentrations ranging from 17.1
to 103.3 ng, /ul were obtained. Despite the use of
a commercial kit for the extraction of nucleic acids
from plant tissues, the obtained solutions of DNA
were distinctly impure. Contamination was indi-
cated by low values of A, = (0.74-1.74), whereas
appropriate scores for this ratio in DNA should be
2.0-2.2. Following extraction, samples were still
contaminated, probably with carbohydrates or rea-
gents used in the process of isolation.

PCR results (Table II) analysed using capillary
electrophoresis yielded 55 complete STR-based pro-
files on the basis of seven applied loci. In some elec-
tropherograms, stutter peaks emerged, which were
then rejected based on their low signal strength. The
control group consisted of 34 profiles of Q. robur
and one of Q. petraea. For other species, the results
were as follows:

o Q. cerris: one sample (collected in 2007) reve-
aled a full profile for all seven loci; for three other
samples the profiles were incomplete (collected
in 1900 and 1903).

o Q. frainetto: two samples yielded full profiles; one
sample (collected in 1903) showed a presence
only in locus QrZAG11.

o Q. macranthera: two complete profiles were reve-
aled for both tested samples.

o Q. palustris: three samples were tested; a com-
plete profile was revealed by one sample (collec-
ted in 1995); two samples (collected in 1894 and
2007) yielded incomplete profiles.

o Q. phellos: three samples were tested, with two
complete profiles obtained.

o Moreover, complete profiles were obtained for
the following species: Q. coccifera, Q. imbricaria,
Q. infectoria, Q. libani, Q. magnoliifolia, Q. nigra,

N
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Tabela 1. Wyniki amplifikacji w badanych loci
Table II. Results of amplification in tested loci

Gatunek PIE267 PIE242 | QrZAG7 | PIE258 | QrZAG20 | QrZAG11 PIE152 Liczba prébek

Species Number of
samples

Q. cerris . . . . . . . 4

Q. coccifera . . . . . . . 1

Q. coccinea - . . . . . . 1

Q. frainetto o o . . . . o 3

Q. imbricaria o . . o o . . 3

Q. infectoria . . . . o . . 1

Q. libani . . . . . . . 1

Q. maccranthera . . . . . . . 2

Q. magnoliifolia ] . . . . . . 1

Q. nigra . . . . . . . 1

Q. palustris . . . . . . . 3

Q. petraea . . . . . . . 1

Q. phellos . . . . . . . 3

Q. pubescens . . . . . . o 1

Q. robur . . . . . . . 34

Q. rotundifolia - . . - . _ o 1

Q. trojana - . . . . - . 1

Q. x hispanica . . . . . D . 1

Q. x schochiana . D . . . D . 1

* produkt amplifikacji obecny w wybranym locus, — brak wynikéw amplifikacji w wybranym locus
e product of amplification present in selected locus, — no results of amplification in selected locus

(Q. phellos x Q. palustris) oraz Q. x hispanica

(Q. cerris x Q. suber);
 niekompletne profile ujawniono dla gatunkéw

Q. coccinea (materiat z 2004 r.), Q. rotundifolia

(z 1892 1.) i Q. trojana (z 1900 r.);

« niekompletne profile lub calkowity brak wyni-
kéw odnotowano w analizie gatunkéw, w przy-
padku ktorych spodziewano si¢ uzyska¢ kom-
pletny profil, czyli Q. alba (1900, 1903, 1995 r.),
Q. ilex (prébka z ok. 1900 r.), Q suber i Q. rubra.
Przy niekompletnym profilu lub nieobecnosci

wszystkich 7 loci w uzyskanych wynikach reakcje

PCR powtarzano pojedynczo dla kazdego brakuja-

cego locus oraz w reakcji multipleksowej dla wszyst-

kich analizowanych loci.

Odnotowano ponadto produkty PCR, ktérych
wielko$¢ odbiegala od danych literaturowych. Dla
locus PIE242 uzyskano 32 sygnaly od produktow
o dlugo$ci mniejszej niz 102 pz (od 98 do 100 pz),
dla locus QrZAG11 - 10 sygnaléw od produktow

Q. x schochiana (Q. phellos x Q. palustris), and

Q. x hispanica (Q. cerris x Q. suber).
 Incomplete profiles were revealed for the species

Q. coccinea (collected in 2004), Q. rotundifolia

(collected in 1892), and Q. trojana (collected in

1900).

o Incomplete profiles or absolute lack of scores
were also yielded by species from which comple-

te results were expected, namely: Q. alba (1900,

1903, 1995), Q. ilex (collected ca. 1900), Q suber,

and Q. rubra.

In the case of an incomplete profile or absence of
all seven loci from the results, PCR was repeated for
each absent locus individually and in multiplex for
all Joci studied.

Likewise, PCR products with sizes differing from
those suggested in the literature were noted. For the
PIE242 locus, we received 32 signals from products
shorter than 102 bp (from 98 to 100 bp), for the
QrZAGI11 locus, 10 signals from products shorter
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o dlugosci mniejszej niz 238 pz (od 226 do 237 pz),
a dla locus PIE152 - pojedynczy produkt o dtugosci
przekraczajacej 260 pz (266 pz).

Przywykorzystaniu testu x* przeprowadzono analize
czestosci wszystkich genotypéw dla kazdego pojedyn-
czego locus wedtug wielkosci produktow amplifikacji.
Wyniki pokazaly (przy poziomie istotnosci statystycz-
nej 0,05), ze obserwowany rozktad genotypdw nie rézni
si¢ od rozktadu oczekiwanego dla wszystkich loci.

Dyskusja

Wyniki przeprowadzonego badania stanowig
uzupelnienie wczesniejszych analiz. Pomyslne pro-
by uzyskania kompletnego profilu przy uzyciu m.in.
zastosowanych starteréw przeprowadzono dotych-
czas dla gatunkow: Q. robur, Q. petraea, Q. pubescens,
Q. pyrenaica, Q. alba, Q. rubra, Q. faginea, Q. suber
i Q. ilex [2]. Na podstawie wynikéw naszego badania
mozna uznad, ze petne profilowanie przy wykorzysta-
niu tych loci jest tez mozliwe w przypadku Q. infecto-
ria, Q. phellos, Q. magnoliifolia, Q. nigra, Q. macran-
thera, Q. coccifera, Q. x schochiana Dieck., Q. cerris,
Q. imbricaria, Q. palustris, Q. libani Oliv. oraz Q. frainetto.

Niepowodzenie profilowania nie musi by¢ skut-
kiem braku poszukiwanego locus w analizowanym
gatunku. Najprawdopodobniej wynika z degradacji
DNA spowodowanej diugim okresem przechowy-
wania w niewlasciwych warunkach. Wbrew wcze-
$niejszym oczekiwaniom w badaniu nie uzyskano np.
profili takich gatunkéw jak Q. suber, Q. rubra, Q. alba
i Q. ilex. Zasadne wydaje si¢ wiec ustalenie, jaki wplyw
na jakos$¢ kwaséw nukleinowych majg rézne metody
preparowania i przechowywania tkanek rodlinnych.

Warto tez zwrdci¢ uwage na czystos¢ izolowane-
go DNA. Jak juz wspomniano, mimo zastosowania
komercyjnie dostepnego zestawu do ekstrakcji DNA
wyizolowane kwasy odznaczaly si¢ niskim stezeniem
i byly w znacznym stopniu zanieczyszczone. Brak wy-
nikéw dla niektdrych loci, zwlaszcza w przypadkach,
w ktorych, wbrew oczekiwaniom, nie otrzymano naj-
diuzszych produktéw PCR, wskazuje na czesciowa
degradacje DNA spowodowang wiekiem niektérych
probek. Uzasadnione jest zatem wykonanie kolejnych
analiz z uwzglednieniem wigkszej puli probek dla po-
szczegolnych gatunkow. Ma to réwniez istotne zna-
czenie dla wiarygodnosci analizy statystyczne;.

Nalezy ponadto uwzgledni¢ mozliwos¢ hybry-
dyzacji zachodzacej pomigdzy réznymi gatunkami

Arch Med Sadowej Kryminol 2018; vol. 68: 1-9

than 238 bp (between 226 and 237 bp), and for the
PIE152 locus, a single product longer than 260 bp
(266 bp).

Frequency analysis of all genotypes for each indi-
vidual locus, based on the emerging sizes of ampli-
fication products, was performed using the x* test.
The results showed (with statistical significance equ-
al to 0.05) that the observed distribution of genoty-
pes did not differ from the expected distribution for
all loci.

Discussion

The results of our studies constitute a continua-
tion of previous studies. To date, successful attempts
at full profiling using, inter alia, applied primers
have been conducted for Q. robur, Q. petraea, Q. pu-
bescens, Q. pyrenaica, Q. alba, Q. rubra, Q. faginea,
Q. suber, and Q. ilex [2]. According to the results of
our tests, full profiling with these loci is also availa-
ble for Q. infectoria, Q. phellos, Q. magnoliifolia, Q.
nigra, Q. macranthera, Q. coccifera, Q. x schochiana
Dieck., Q. cerris, Q. imbricaria, Q. palustris, Q. libani
Oliv,, and Q. frainetto.

Failed profiling may not be a consequence of the
absence of the locus we were seeking from the stud-
ied species. Rather, these failures are probably the
results of DNA degradation caused by long periods
of storage in inappropriate conditions. As we can
see, some expected profiles were not revealed for
species such as Q. suber, Q. rubra, Q. alba, and Q.
ilex. Thus, it appears important to identify the influ-
ence of various ways of preparing and storing plant
tissues on the quality of nucleic acids.

Moreover, the purity of isolated DNA is worth
monitoring. As mentioned earlier in this paper, de-
spite the use of a commercial kit for DNA extraction,
the isolated acids attained low concentrations and
were conspicuously contaminated. The age of some
samples is evident as partial degradation of DNA,
shown by the lack of results for some loci, especially
in cases where the expected longest products of PCR
were not obtained. Thus, it is important to perform
further tests with larger pools of samples for each
species. This is also important for conducting credi-
ble statistical analysis.

Moreover, we have to consider the possibility of
hybridisation between different oak species. There-
fore, given a low number of available samples for
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debu. Biorac pod uwage niewielka liczbe prébek do-
stepnych dla poszczegélnych gatunkow, otrzymanie
kompletnego profilu moze by¢ wynikiem krzyzowa-
nia, przy zalozeniu, ze morfologia probki moze nie
pozwoli¢ na jednoznaczng identyfikacje. Czestsze
wystepowanie homozygotycznosci w loci nieocze-
kiwanych dla badanych gatunkéw moze wskazywac
na krzyzowanie.

Podsumowujac, zastosowany zestaw loci jest
odpowiednim narzedziem do profilowania DNA
w probkach pochodzacych z réznych gatunkéw
debu. Otrzymanie pelnego profilu w niektdrych loci
wydaje si¢ mozliwe nawet po dlugim okresie prze-
chowywania. Swiadcza o tym np. wyniki uzyskane
dla dwdch probek Q. macranthera, gdzie w pierw-
szej (pochodzacej z 1917 r.) wykazano pojedynczy
allel w locus PIE152 o dlugosci 232 pz, a w drugiej
(z 2007 r.) w tym samym locus stwierdzono dwa al-
lele o dlugosci 232 i 240 pz. Istnieje duze prawdo-
podobienstwo, ze obie probki pochodza z jednego
osobnika. Zgodnie z dokumentacja sprzed II wojny
swiatowej w Parku Szczytnickim (Scheitinger Park)
posadzono dwa deby, jednak tylko jeden z nich prze-
trwal wojne. Mozna zalozy¢, ze w ciggu 97-letniego
okresu przechowywania DNA w starszych probkach
uleglo czg¢$ciowej degradacji, o czym $wiadczy brak
jednego allelu. Warto tez podkresli¢, ze badanie STR
debu moze by¢ przydatne nie tylko w celach docho-
dzeniowych, ale takze w badaniach ekologii popu-
lacji debow.

Whioski

Proponowany zestaw markeréw obejmujacy
7 loci STR stanowi wystarczajace narzedzie do pro-
filowania genetycznego debéw. Kompletne profile
uzyskano dla wiekszosci badanych gatunkéw, acz-
kolwiek niezbedne sg dalsze badania z uwzglednie-
niem wigkszej liczby probek zaréwno gatunkéw juz
badanych, jak i dotychczas nieanalizowanych.

Nalezy podkresli¢, ze w wigkszosci przypad-
kéow mozliwe jest otrzymanie kompletnych wyni-
kow niezaleznie od wieku préobek. Konieczne jest
jednak badanie i standaryzacja warunkéw prze-
chowywania materiatu roslinnego, aby zapobiegaé
utracie jako$ci DNA i odpowiednio zabezpieczac je
na potrzeby badan realizowanych w réznych dzie-
dzinach nauki.

every species, acquisition of a full profile may be
the result of cross-breeding, assuming that the mor-
phology of the specimen may not allow for unam-
biguous identification. More frequent homozygosity
in loci that were not expected for tested species may
suggest interbreeding.

In conclusion, the applied set of loci is an ap-
propriate tool for DNA profiling of samples from
different oak species. Even after long-term storage,
obtaining a full profile in selected loci seems pos-
sible, for example, in the results for two samples
of Q. macranthera, where the first sample (collect-
ed in 1917) showed a single allele in locus PIE152
measuring 232 bp and the second sample (collect-
ed in 2007) in the corresponding locus showed
two alleles measuring 232 and 240 bp. It is highly
probable that both samples originated from a sin-
gle specimen. According to documentation from
before World War II, two specimens were planted
in Szczytnicki Park (Scheitinger Park), of which
only one survived the war. We can assume that
during 97 years of storage older samples of DNA
became partially degraded, as demonstrated by
the absence of one allele. Testing of oak STRs can
be useful for solving any investigatory problems
as well as for the study of the ecology of oak pop-
ulations.

Conclusions

The proposed seven-loci STR marker set is gen-
erally a sufficient tool for the profiling of oak DNA.
Full profiles were successfully obtained for most of
the species tested, but there is still a need to study
this case further, with more samples from both stud-
ied and untested species.

Furthermore, achievement of complete results is
attainable in most cases despite the age of the sam-
ples. Therefore, there is a need to study and stand-
ardise plant material storage conditions in order to
avoid loss of DNA quality and to preserve DNA for
studies in various fields of science.
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