Badania lesne

Analizy DNA jako nowoczesna metoda w walce
z nielegalnym obrotem drewna

Gen zdradzi zlodzieja

Wykorzystanie analizy DNA to metoda czgsto wykorzystywana
w sgdownictwie i kryminalistyce. Dzieki opracowaniu metodyki
takich badan dla szesciu rodzajow drzew lesnych, kwestia iden-
tyfikacji skradzionego drewna staje sie coraz prostsza.

zacuje si¢, ze w naszym kraju kradzieze
drewna powodujg corocznie najwieksze
straty, wSrod tych, jakie Lasy Panstwowe
ponosza z powodu innych form szkodnictwa
lesnego, np. klusownictwa, wandalizmu czy poza-
row spowodowanych bezmysinym zachowaniem.

Jak podaje Tadeusz Pasternak, glowny inspektor

Strazy Lesnej, straty powstate na skutek kradziezy
drewna w LP to ok. 2-3 min zI rocznie. W mi-
nionym roku zarejestrowano 7411 przypadkow
kradziezy, w wyniku ktorych Parstwowe Gospo-
darstwo Lesne LP stracito 20,1 tys. m’drewna
o warto$ci 3,2 min zf. Poza stratami materialnymi,
niclegalne pozyskiwanie drewna czgsto niesie
ze sobg zniszczenie i naruszenie rownowagi ga-
tunkowej ekosystemu lesnego.

Niejednokrotnie sprawcy tych szkd pozostajg
bezkarni, gdyz sg coraz lepiej zorganizowani,
wyposazeni w profesjonalny sprzet, a sposo-
by, jakimi zabezpieczaja Slady przestepstwa,
uniemozliwiajg udowodnienie im winy w sadzie.

Z policyjnych doswiadczen

Analiza materialu organicznego na podstawie
struktury DNA jest metodg szeroko stosowang
w kryminalistyce i medycynie sadowej. W tych
dziedzinach dostarcza dowodow rozstrzygaja-
cych watpliwosci w identyfikacii i pochodzeniu
danej probki, czesto pobranej w wielkosci
§ladowej. Jak dotgd identyfikacja kradzionego
drewna przez Straz LeSng i policje opieraa si¢
przede wszystkim na badaniach mechanosko-
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powych, w tym na tradycyjnym poréwnaniu
grubo$ci pniaka i kory a szacowanie strat
wynikajacych z kradziezy — na okreSleniu
pierSnicy i migzszoSci drzewa na podstawie
grubosci bez kory podstawy i wysokosci pniaka
dla np. sosny, Swierka, jodly, debu, buka i olszy.
Dotychczasows metodyke mozna z powo-
dzeniem uzupetnic o identyfikacj¢ opartg na
analizie DNA jadrowego i organellowego, ktore
umozliwiajg okreSlenie genotypu konkretnego
drzewa z pewnoScig poréwnywalng do odci-
sku palca. Metodyka identyfikacji drzew na
podstawie analiz DNA juz istnieje: w 2010 .
opracowal j3 na zlecenie Dyrekcji Generalnej
Lasow Panstwowych zespot badaczy w Instytucie
Badawczym LeSnictwa. LeSnicy zyskali narzedzie,
dzigki ktoremu mozna identyfikowa¢ podsta-
wowe gatunki: sosng zwyczajng, Swierk pospolity,
buk zwyczajny, deby — szyputkowy i bezszypul-
kowy, brzoze brodawkowata i olsz¢ czarng.
Atutem badania DNA jest szybko$¢ wykonania
analiz oraz fakt, e budowa czgsteczek DNA nie
zalezy od wieku i cech morfologicznych drzewa.
W badaniach kryterium oceny stanowig profile
genetyczne, tworzgce niejako ,odcisk palca” dla
kazdego drzewa. Profile wykorzystuje sie do ana-
lizy porownawczej materiatu dowodowego (np.
kawatki drewna zabezpieczone u podejrzanego
lub prabki drewna stosowego z lasu) z materialem
porownawczym (najczesciej pniak w lesie).
Pordwnanie profili DNA drewna z DNA pniaka
nie wymaga nawet informacji o wicku drzewa, jego

Mini sfowniczek

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy, nosnik informa-
cji genetycznej w komorce

Elektroforeza chipowa — to szybki rozdzial czasteczek
DNA na poszczegdlne odcinki w chipie, pod napigciem
pradu elekirycznego

Materiat dowodowy — material, ktory stanowi dowod
kradziezy, zabezpieczony u sprawcy

Material porownawczy — pniaki w terenie, z kiorych
dokonano kradziezy

PCR - reakcja fancuchowej polimerazy, w kidrej powie-
lane sq fragmenty DNA

Profil genetyczny — specyficzny obraz fragmentow
DNA dla danego osobnika

piersnicy, wysokoSci i migzszoSci, cho€ oczywiscie
mogg by¢ one dodatkowym atutem w identyfikacji,

Metodyka identyfikacji drewna
W identyfikacji organizmu na poziomie DNA
stosuje si¢ tzw. markery genetyczne, czyli uni-
kalne fragmenty DNA o wielkosci od kilkudzie-
sieciu do kilkuset par zasad. Umoiliwiaja one
precyzying i szybka charakterystyke pojedyn-
czych organizméw lub catych populagii.

NajczgSciej stosowane s markery DNA mikro-
satelitarnego, ktére dotycza wysoce polimorficz-
nych (zréznicowanych) regiondw genomu (catego
DNA). To one stanowig obecnie najprecyzyjniejsze
narzedzie badawcze, stosowane w celu okresle-
nia struktury genetycznej badanych osobnikow
i np. u sosny zwyczajnej stanowig az 75% calego
genomu w poréwnaniu do innych gatunkGéw.

Sekwencje mikrosatelitarne zlokalizowane sg
w jadrze komorkowym oraz mitochondriach
i chloroplastach. Inny typ markerow stanowig
markery DNA organellowego, pochodzace wylg-
cznie z mitochondriow i chloroplastow. Ma-
teczne dziedziczenie markeréw organellowych
umozliwia szybkie poréwnanie identycznosci
dhuzycy i pniaka.

Dodatkowo, jak wykazaly badania prowa-
dzone w IBL, markery DNA organellowego
umozliwiaja identyfikacje rzadkich haplotypow
oraz porownanie filogenetycznych powigzan
migdzy populacjami drzew lesnych. Dzigki temu
zbadano m.in. polodowcowg migracje Swierka
z potnocnego (Baftycko-Nordyckiego) i polu-
dniowego (Hercyfisko-Karpackiego) zasiggu wys-
tepowania w Polsce.

Ocena markerow DNA skiada sie z trzech
podstawowych etapow: izolacji DNA, powielania
fragmentéw DNA metodg faricuchowej polime-
razy (ang. PCR) i ostatecznej analizy porownaw-
czej otrzymanych profili genetycznych.

Jeden fafcuch DNA jest praktycznie niewi-
doczny dla oczu, dopiero jesli go powielimy,
szanse detekcji rosng. Dlatego DNA z materiatu
roslinnego jest poddawane wielokrotnemu
namnazaniu w termocyklerach, gdzie zachodzi
reakcja PCR. W efekcie otrzymujemy obraz



Przehieg analiz DNA w lahoratorium:
A. ucieranie probek drewna w ciekiym azocie,
B. reakcja PCR,

C. analiza za pomoca elektroforezy chipowej | automatycznego |
sekwenatora

D. odczyt profilu genetycznego probki (niki odpowiadaja &

fragmentom DNA o znanej wielkosci).

(profil) charakterystyczny dla kazdej probki.
Wydajnos¢ i precyzja reakeji PCR jest niezwykle
wysoka — teoretycznie pozwala na uzyskanie
miliona kopii wyjSciowej matrycy czasteczki DNA
pochodzacej z probki.

Poniewaz kazde drzewo ma inny, prawie
niepowtarzalny wzorzec markeréw DNA, w ba-
daniach poréwnawczych naukowcy koncentruja
sie na tych fragmentach genomu, ktére rdznicujq
poszczegolne drzewa migdzy sobg z najwickszym
prawdopodobiefistwem. W przypadku, gdy oba
profile genetyczne sg identyczne, metody oparte
na analizach DNA umozliwiajg dopasowanie do
siehie badanych probek materiatu dowodowego
i porownawczego z prawie 99,99% pewnoscig.
Przy najwigkszej wartosci podobiefistwa gene-
tycznego istnieje bardzo nikle — 0,0001%, tzw.
przypadkowe — prawdopodobiefistwo wystapie-

Przykiadowe probki maerlalu dowodowego
i poréwnawczego

nia identycznego profilu genetycznego w innym
pniaku w lesie. Wynika to z przeplywu genow
pomigdzy drzewami, selekcji adaptacyjnej gatun-
kow oraz wielu innych czynnikéw wplywajacych
na strukture genetyczng drzew leSnych.

Dla przykfadu podajmy, ze w populacji ludzkiej,
gdy tego rodzaju prawdopodobienstwo si¢ga
94,91% jest ono juz uzyteczne w identyfikacji

osobniczej dla potrzeb kryminalistyki sadowej
oraz wyjasnienia spornego 0jcostwa.

Jak pobrac probki _

do analiz DNA drewna?

7. badan wynika, ze aby stwierdzic¢ lub wykluczy¢
pochodzenie np. watka drewna stosowego czy
dhuzycy wystarczy pobrac probki z kilku (6-10 szt.)
pniakdw wskazanych przez Straz Le$ng w miejscu
kradziezy. W trakcie ich pobierania powinny by¢
zachowane nast¢pujace zasady:

* Minimalna ilos¢ materiatu wymaganego do
analiz DNA to 100 mg — tyle waza np. dwie dwu-
centymetrowe igly Swierka lub niewielka drzazga.

* Probki powinny by¢ umieszczone w pa-
pierowych kopertach opisanych wodoodpor-
nym pisakiem.

* Przed wysytka pobrany material najlepiej
przechowywa¢ w niskiej temperaturze (np.
w przenosnym termosie z suchym lodem), uni-
kac wysokiej wilgotnosci i ekspozycji na storicu.

W przypadku drewna suchego material do
analiz nie powinien by¢ starszy niz 4 lata. Pniaki
w terenie (czyli material poréwnawczy) powinny
mie¢ do kilku miesiecy. Ale juz odpowiednio
przechowywane w niskich temperaturach prébki
zachowuijg przydatnosé do badan do 3 lat.

Czas wykonania ekspertyzy, jakiego IBL po-
trzebuje dla pojedynczej prébki to 3—5 dni, dla
duzej liczby przystanych probek wydtuza sie do
2 tygodni.

Dla potrzeb procesowych Strazy Lesnej opra-
cowano podreczny zestaw , IBL DNA-1", stuzacy
do prawidiowego zabezpieczenia materiatu
dowodowego i porGwnawczego w terenie.
Sktadajg sie nari podstawowe narzedzia do zbie-
rania materiatu w lesie: siekierka, diutko, torby
papierowe, taSma miernicza, latarka elektryczna,
aparat fotograficzny, lupa, dwie sztuki wodood-
pornych markeréw do pisania, wodoodporna
tasma klejaca, rekawiczki gumowe, skalowka,

numerki plastikowe, opakowania z folii na me-
tryczki, lak, sznurek pakowy, n6z oraz komplet
drukéw procesowych.

Materiat rodlinny (probki drewna sosny, Swier-
ka, buka, debu, brzozy i olszy), opatrzone metrycz-
kami z opisem, prosimy przestac pocztg kurierskg
na adres: Laboratorium Genetyki Molekularnej,
Jolanta Bieniek, Zakiad Hodowli Lasu i Genetyki

-

Podreczny zestaw ,IBL DNA-1" do pobiera-
nia probek drewna w terenie

Drzew Lesnych, Instytut Badawczy LeSnictwa
w Sekocinie Starym, ul. Braci Lesnej 3, 05-090
Raszyn. Kontakt telefoniczny: 22 7150461, 7150467.

Do przesytki prosimy dofaczy¢ druki o powota-
niu Instytutu Badawczego LeSnictwa na bieglego
z opisem celu i zakresu badan.

dr hab. Justyna A. Nowakowska

nom — nadlesniczernu Tomaszowi Sot i
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