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wodzkiej Policji w Radomiu. Szczegélne podzigkowania naleza si¢ réwniez Kolezan-
kom i Kolegom zaangazowanym w analizy laboratoryjne DNA w Zaktadzie Hodowli
Lasu i Genetyki Drzew Le$nych Instytutu Badawczego Lesnictwa: Jolancie Bieniek
(starszemu technologowi), mgr Matgorzacie Borys, mgr Anecie Michalskiej, mgr. Mar-
cinowi Kliszowi, mgr inz. Ewie Anisko, mgr. inz. Markowi Bodytowi, mgr. inz. Wta-
dystawowi Kantorowiczowi, dr. inz. Janowi Kowalczykowi, dr. inz. Janowi Matrasowi,
Jerzemu Przyborowskiemu i mgr. inz. Pawlowi Przybylskiemu.

Badania przeprowadzono na zlecenie Dyrekeji Generalnej Laséw Panstwowych
w ramach grantu badawczego BLP-333 ,Metody identyfikacji drewna na podstawie
analizy DNA dla potrzeb procesowych Strazy Lesnej”.
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Od autorow

Od pewnego czasu lesnicy poszukuja nowoczesnych metod ochrony drewna przed
kradzieza. W profilaktyce oraz w walce z nielegalnym obrotem drewnem coraz czg-
$ciej wykorzystuje si¢ wyniki badari naukowych i nowoczesne zdobycze techniki. Przy-
ktadem jest znakowanie ktéd czy dluzyc warto$ciowych gatunkéw drewna srodkami
fluorescencyjnymi, ktdrych nie wida¢ w normalnym, dziennym $wietle, ale s za to
widoczne po o$wietleniu drewna promieniami ultrafioletowymi. Inna metoda zabez-
pieczany jest sktadowany surowiec. Oprécz jego cechowania stosuje si¢ monitorowa-
nie zfozonego drewna niewidoczng siecia przewodéw tworzacych obwéd zamkniety.
W chwili jego przerwania do Strazy Lesnej dociera sygnal $wiadczacy o naruszeniu
zabezpieczenia. W miejsce tradycyjnego cechowania drewna wprowadza si¢ réwniez
umieszczanie na pojedynczych sztukach surowca chipéw — niewidocznych, a pozwa-
lajacych na ich identyfikacj¢ nawet ze znacznej odleglosci. Zastosowanie tej meto-
dy rozwazajq instytucje mi¢dzynarodowe i organizacje certyfikujace drewno, gtéwnie
w krajach, ktére stanowia Zrédlo nielegalnego handlu cennymi gatunkami drewna
tropikalnego.

Od niedawna nowoczesne metody oparte na identyfikacji DNA moga by¢ bardzo
pomocne w rozstrzygnieciu watpliwosci Strazy Lesnej dotyczacych kradziezy drewna,
a nawet stanowi¢ dowdd w postgpowaniu procesowym. Analiza DNA materiatu orga-
nicznego jest metoda powszechnie stosowana w kryminalistyce i medycynie sadowej,
poniewaz dostarcza dowoddéw rozstrzygajacych watpliwosci w identyfikacji badanych
préb materiatu dowodowego, cz¢sto pobranego w ilosci Sladowe;j. Jest to mozliwe, po-
niewaz genom DNA drzewa zawiera tak samo niepowtarzalne informacje jak u czto-
wieka odciski palcéw z indywidualizujacymi liniami papilarnymi.

Obecnie w Instytucie Badawczym Lesnictwa wykonuje si¢ analizy poréwnawcze
DNA drewna pochodzacego z nastgpujacych gatunkéw drzew: sosny zwyczajnej Pi-
nus sylvestris L., $wierka pospolitego Picea abies (L.) Karst., d¢bu szyputkowego Qu-
ercus robur L., dgbu bezszyputkowego Quercus petraea (Matt.) Liebl., buka zwyczaj-
nego Fagus sylvatica L., olszy czarnej Alnus glutinosa Gaertn., brzozy brodawkowatej
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Betula pendula Roth, jesionu wyniostego Fraxinus excelsior L., jodly pospolitej
Abies alba L., modrzewia europejskiego Larix decidua Mill. i modrzewia japori-
skiego Larix kaempferi Sorg. Badania innych gatunkéw drzewiastych sg na tyle
zaawansowane, ze niebawem dostarcza pozytywnych wynikéw.

Prace nad identyfikacja osobnicza na podstawie struktury fancuchéw DNA to
dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzina badan, obejmujaca coraz wigcej gatunkéw or-
ganizmow, ktéra dostarcza cennych dowodéw w licznych postgpowaniach karnych.
Prowadzone sa m.in. analizy umozliwiajace identyfikacje patogenéw grzybowych
Heterobasidion annosum i H. parviporum, powodujacych rozktad drewna i zamiera-
nie drzew. To takze ma znaczenie w orzecznictwie sadowym. Na przyktad stwierdze-
nie obecnosci tych patogenéw w materiale dowodowym uniewinnilo oskarzonego
o spowodowanie zagrozenia dla zycia ludzi przez przewrécony na posesji zywoplot
swierkowy, gdyz okazalo si¢, ze przyczyna byla grozna choroba — huba korzeni, wy-
wotlana przez te patogeny, a nie zaniedbanie ludzkie.

W badaniach genomu najczgéciej stosuje si¢ markery DNA, ktdre sa obecnie
najprecyzyjniejszym narzedziem identyfikacji gatunkowej i osobniczej wszystkich
organizméw zywych. W analizach poréwnawczych materiatu pobranego z drew-
na drzew lesnych, ktére charakteryzuje bogata pula genowa, najbardziej przydatne
sa markery DNA mikrosatelitarnego, a to ze wzgledu na ich wysoki polimorfizm
(zréznicowanie) oraz automatyzacj¢ detekeji w laboratorium biochemicznym.

® Atutami analiz DNA s3 szybkos¢ ich wykonania oraz to, ze budowa sekwengji ®
DNA nie zalezy od wieku i cech morfologicznych drzew. W badaniach DNA kry-
terium oceny stanowia profile genetyczne, tworzace niejako ,,odcisk palca” kazdego
drzewa; takie profile sa wykorzystywane w analizie poréwnawczej materiatu dowo-
dowego, np. pniaka w lesie lub kawatkéw drewna zabezpieczonych u podejrzanego.

Niniejsze opracowanie zawiera szczegétowy opis prawnych aspektéw kradzie-
zy drewna oraz prezentacj¢ wynikéw kilkuletniej pracy nad okresleniem marke-
réw DNA najbardziej uzytecznych do identyfikacji drewna na potrzeby procesowe
Strazy Lesnej w Polsce. Autorzy szczegélnie dzigkuja recenzentom prezentowanego
opracowania, prof. dr. hab. Karolowi Stawikowi z Wydziatu Prawa i Administracji
Uniwersytetu Szczecifiskiego oraz inz. Zbigniewowi Litwinowi, Komendantowi Po-
sterunku Strazy Le$nej z Nadle$nictwa Wloszczowa za merytoryczng oceng pracy
i maja nadziej¢, ze publikacja okaze si¢ przydatna szerokiemu gronu odbiorcéw,
w tym pracownikom Strazy Lesnej, funkcjonariuszom Policji, naukowcom, studen-
tom i praktykom lesnym, zainteresowanym tematyka kradziezy drewna.
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Drewno jest niezastapionym materiatem w budownictwie, cieplownictwie i wielu
innych dziedzinach. Nielegalny obrét drewnem najbardziej dotyka szybko rozwi-
jajace si¢ kraje Ameryki Potudniowej i Azji, o duzym potencjale sektora lesnego.
Kazdego roku, podobnie jak na $wiecie, tak i w polskich lasach maja miejsce kra-
dzieze drewna. Szacuje sig, ze generuja one w Lasach Paristwowych straty wigksze
niz powstate z innych powodéw (klusownictwa, pozaréw spowodowanych bez-
mys$lnym zachowaniem w lesie, niszczeniem mienia nadlesnictw); okresla si¢ je na
3-5,3 mln zl rocznie (Pasternak 2008, 2011). Poza stratami materialnymi niele-
galne pozyskiwanie drewna czgsto niesie ze sobg naruszenie, a nawet zniszczenie
réwnowagi gatunkowej ekosystemu lesnego.

W okresie 1992-2011 maksimum szkéd przypadlo na lata 1994-1996 (powy-
zej 13 tys. zanotowanych przypadkéw). Pézniej liczba kradziezy zmalata (do 6893
w 2008 r.), nast¢pnie wzrosta o 16,4%: do 8878 przypadkéw, w kedrych wyniku Pan-
stwowe Gospodarstwo Lesne Lasy Pafistwowe stracito 26 939,41 m? drewna o warto-
$ci 5323 200 zt (Pasternak 2011). Niejednokrotnie sprawcy szkéd pozostaja bezkarni,
gdyz sa coraz lepiej zorganizowani i wyposazeni w profesjonalny sprzet, a sposoby,
jakimi maskuja $lady przestgpstwa, uniemozliwiaja udowodnienie im winy w sadzie
(Jarori 2006, Nowak 2003, 20006).

Gléwnymi metodami stosowanymi dotad w identyfikacji skradzionego drewna
sa mechanoskopia i dendrochronologia.

Identyfikacja mechanoskopowa polega m.in. na poréwnaniu wspdlnych cech,
np. krazka drewna pochodzacego z pniaka z krazkiem z dolnej czgsci Scigtego drze-
wa. W mechanoskopii poréwnuje si¢ stoje przyrostéw rocznych, s¢ki, zabarwie-
nia i kor¢ w materiale dowodowym, np. u sosny, swierka, jodly, d¢bu, buka i ol-
szy, z materialem poréwnawczym — najczgéciej pniakiem pozostawionym w lesie.
W metodzie tej mozna réwniez dopasowaé do kawatkéw drewna fragmenty desek

@ 2014-05-26 09:21:51 ‘ ‘



I [ [ ® H - EEEN

10 Wstep

i bali lub s¢ki czy poréwna¢ profile przyrostéw na podstawie szczegétowych badan
dendrochronometrycznych.

Pozostawione w lesie pniaki stanowig material poréwnawczy w postgpowaniu,
a pobrane z niego prébki sg niezbedne do identyfikacji drewna przy prowadzeniu
dochodzenia o kradziez i udowodnieniu winy. Informacje uzyskane z materiatu do-
wodowego s zrédlem wiedzy o tym, jakie drzewo rosto w danym miejscu, w jakim
bylo wieku i jaka przedstawialo wartos¢.

Szacowanie strat wynikajacych z kradziezy jest mozliwe dzigki tablicom, ktére
pozwalajg okredli¢ miazszo$¢ skradzionego drewna dla kilkunastu gatunkéw drzew
lesnych na podstawie grubosci podstawy (bez kory) i wysokosci pniaka (Bruchwald
iin. 2002). Mozliwe jest réwniez okreslenie wysokosci drzewa oraz zwigzku migdzy
pier$nica drzewa a gruboscia jego podstawy w celu ustalenia migzszosci drzew skra-
dzionych z lasu lub terenu otwartego.

W ustaleniu tozsamosci drzew moze by¢ pomocny réwniez precyzyjny odczyt bu-
dowy stoi drewna, powiazany z danymi klimatycznymi (susze, opady) oraz innymi
czynnikami biotycznymi (np. gradacjami owadéw i patogenéw grzybowych). Z przy-
rostéw rocznych mozna wyczyta¢ zmiany sktadu atmosfery, wywotane np. wybuchem
wulkanu, oraz kolejne rytmy aktywnosci i spoczynku danego drzewa (Zielski i Kra-
piec 2004). Otrzymany wzor przyrostowy prébek drewna, przyporzadkowany kon-
kretnym wydarzeniom kalendarzowym, jest istota metody dendrochronologicznej

® w identyfikacji kradzionego drewna. ®

Obecnie pomocne sa réwniez nowoczesne metody oparte na identyfikacji DNA,
ktére pomagaja w rozstrzygnieciu watpliwosci Strazy Lesnej i Policji w sprawach
dotyczacych kradziezy drewna.

Badanie struktury genetycznej materiatu organicznego (w tym drewna) przepro-
wadzone na podstawie badania DNA jest metoda powszechnie stosowana w kry-
minalistyce i medycynie sadowej, poniewaz dostarcza dowodéw rozstrzygajacych
watpliwosci co do identyfikacji i pochodzenia danej prébki, czgsto pobranej w ilosci
sladowej (Bal 2006). Aby ujaé sprawce kradziezy, wystarczajacym materiatem dowo-
dowym w postgpowaniu Strazy Lesnej i Policji w sprawach karnych sa niewielkie
kawatki drewna lub czgéci drzew pozyskanych nielegalnie.

Molekularna analiza DNA roélin drzewiastych jest z powodzeniem stosowana do
okreslania genotypéw i charakterystyki populacji wielu gatunkéw drzew lesnych,
gléwnie do badan genetycznych na poziomie wewnatrz- i migdzypopulacyjnym, np.
rodzajéw Quercus, Populus, Fraxinus, Fagus, Pinus, Picea, Abies, Ulmus, Betula, Ma-
lus i Prunus (Demesure i in. 1995, Dumolin-Lapegue i in. 1997, Petit i in. 1997,
Petit 1999, Vendramin i in. 1996, Oddou-Muratorio i in. 2001, Morand i in. 2002,
Wunsch i Hormaza 2002, Rajora i Rahman 2003, Nowakowska i in. 2005).

Wspélczesne badania w dziedzinie genetyki molekularnej umozliwiaja precyzyjng
identyfikacje lesnych zasobéw genowych w celu okreslenia ich filogenezy oraz pozio-
mu zréznicowania genetycznego na poziomie informacji genetycznej zawartej w DNA
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jadrowym, mitochondrialnym i chloroplastowym (Hamrick i in. 1992, Newton i in.
1999, Soranzo i in. 2000, Petit i in. 2002a, 2002b, Kremer i Reviron 2004).

Atutem analiz DNA jest wzgledna szybkos¢ ich wykonania oraz to, ze budo-
wa sekwencji DNA nie zalezy od wieku i cech morfologicznych badanego drzewa.
W badaniach DNA kryterium oceny stanowia profile genetyczne, tworzace niejako
»odcisk palca” kazdego drzewa. Takie profile sa wykorzystywane w analizie poréw-
nawczej materiatu dowodowego — czyli kawatkéw drewna zabezpieczonych u podej-
rzanego z materialem poréwnawczym, np. pniakiem w lesie.

W identyfikacji genotypu danego organizmu na poziomie DNA stosuje si¢ mar-
kery genetyczne, czyli fragmenty DNA o wielkosci od kilkudziesigciu do kilkuset par
zasad, ktére umozliwiajg precyzyjna i szybka charakterystyke pojedynczych organi-
zmoéw lub calych populacji. Najczgsciej stosowane sa markery DNA mikrosatelitar-
nego (ang. SSR lub STR), ktére dotycza wysoce polimorficznych (zréznicowanych)
regionéw genomu (calego DNA) i stanowig obecnie jedno z najprecyzyjniejszych
narzedzi badawcezych stosowanych w celu okreslenia struktury genetycznej bada-
nych osobnikéw.

Inny typ markeréw, ktére moga znalezé zastosowanie w identyfikacji DNA
drewna, stanowig markery DNA organellowego, np. markery STS i PCR-RFLD,
zlokalizowane w mitochondriach i chloroplastach.

Duzym atutem stosowania markeréw DNA jest szybkos¢ wykonania analiz, na
® ktére sktadajg si¢ trzy podstawowe etapy: izolacja DNA, powielanie fragmentéw ®
DNA w reakgji fadcuchowej polimerazy (ang. PCR) i analiza poréwnawcza otrzy-
manych profili genetycznych. DNA pozyskane z materialu roslinnego jest podda-
wane wielokrotnemu namnazaniu w termocyklerach, gdzie zachodzi reakcja PCR.
W czasie takiej reakcji powielane sg te fragmenty wybrane z calego DNA, dzigki
ktérym otrzymuje si¢ obraz (profil) charakterystyczny dla kazdej prébki. Wydajnos¢
i precyzja reakcji PCR sa niezwykle wysokie, teoretycznie pozwalaja na uzyskanie
milionéw kopii wyjsciowej matrycy czasteczki DNA pochodzacej z prébki (Sam-

brook i Roussel 2001).

Poniewaz kazde drzewo ma inny, prawie niepowtarzalny wzorzec markeréw
DNA, w badaniach poréwnawczych naukowcy koncentruja si¢ na tych fragmentach
genomu, ktére pozwalajg z najwigkszym prawdopodobiedstwem odrézni¢ drewno
pochodzace od danego osobnika od innego. Jesli oba profile genetyczne sg iden-
tyczne, metody oparte na analizach DNA umozliwiaja dopasowanie do siebie ba-
danych prébek materialu dowodowego i poréwnawczego z prawie 100-procentowa
pewnoscia. ,,Prawie”, bo mimo identycznosci dwéch profili genetycznych drewna
(z materiatu dowodowego i materialu poréwnawczego), istnieje bardzo nikle (rzedu
1 - 107%), tzw. przypadkowe, prawdopodobieistwo wystapienia identycznego pro-
filu genetycznego w innym pniaku w lesie. Przypadkowa identyczno$¢ badanych
préb wynika m.in. z proceséw przeplywu genéw pomiedzy badanymi drzewami
(np. przez pyfek tylko z jednego lub kilku ojcéw) oraz zmiany idace w kierunku
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zwickszenia wystgpowania ,korzystnych” alleli w populacji w wyniku selekeji ada-
ptacyjnej gatunku do danego siedliska.

Istotg badan poréwnawczych opartych na analizach DNA jest opracowanie ta-
kiego zestawu markerdéw genetycznych, ktére optymalizujg szans¢ wykrycia réznic,
innymi stowy — maja wysoka sit¢ dyskryminacji migdzy osobnikami. W popula-
qji ludzkiej sita dyskryminacji okreslonego zestawu markeréw SSR sigga wartosci
0,949156 (94,92%), pozwala wigc zaklasyfikowaé ten zestaw markeréw jako uzy-
teczny w identyfikacji osobniczej dla potrzeb kryminalistyki oraz rozstrzygniecia
spornego ojcostwa (Konarzewska i in. 2006). Markery mikrosatelitarne s tak wy-
soce zmienne w badanych populacjach organizméw zywych, ze wystarczy analiza
tylko paru Joci mikrosatelitarnych, aby uzyska¢ taczna warto$¢ prawdopodobieri-
stwa genetycznego na poziomie wyzszym niz 99%. Najwicksza warto$¢ sity dyskry-
minacji markeréw DNA osiagana w badaniach materiatu organicznego to 0,99999
(99,99%; Wysocka i in. 2008).

W Instytucie Badawczym Lesnictwa prowadzone s3 od lat analizy strukcury
genetycznej sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.), $wierka pospolitego (Picea abies
(L.) Karst.), modrzewia japoniskiego (Larix kaempferi Sorg.) i europejskiego (Larix
decidua Mill.), dgbu szyputkowego (Quercus robur L.) i bezszyputkowego (Quercus
petraea (Matt.) Liebl.) i buka zwyczajnego (Fagus sylvatica L.). Celem tych analiz
jest zbadanie markeré6w DNA jadrowego i mitochondrialnego, m.in. RAPD, STS,

® PCR-RFLP i SSR (Szyp-Borowska 2005, Nowakowska 2006, 2007a, 2009, Nowa- ®
kowska i in. 2007, Jagielska 2008, Sutkowska i in. 2008).

Dotad nie przeprowadzono w Polsce wielu szczegétowych badan poswigconych
identyfikacji drewna podstawowych gatunkéw lasotwércezych, wykorzystujacych
markery polimorfizmu DNA (Dzialuk i Burczyk 2005, Nowakowska 2011). Ni-
niejsze opracowanie uzupetnia t¢ luke, przedstawiajac analizy identyfikacji materia-
tu dowodowego z poréwnawczym, w ktérych wykorzystuje si¢ zestawy markeréw
DNA szesciu podstawowych gatunkéw lasotwérezych.

Celem badan bylo opracowanie techniki opartej na kombinacji markeréw DNA
jadrowego i organellowego, przydatnych do identyfikacji materiatu dowodowego
i poréwnawczego drewna: sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.), $wierka pospolitego
(Picea abies (L.) Karst.), dgbu szyputkowego (Quercus robur L.) i dgbu bezszyputko-
wego (Quercus petraea (Matt.) Liebl.), buka zwyczajnego (Fagus sylvatica L.), olszy
czarnej (Alnus glutinosa Gaertn.) i brzozy brodawkowatej (Betula pendula Roth).
W zwigzku z matecznym sposobem dziedziczenia markeréw organellowych u drzew
le$nych przetestowano przydatnos¢ markeréw DNA mitochondrialnego do okresle-
nia wzorcéw genetycznych (tu: haplotypéw) dluzyc i pniakéw sosny i swierka oraz
DNA chloroplastowego — dla drewna d¢bu, buka, olszy i brzozy.

Gléwnym zalozeniem badari bylo opracowanie metody identyfikacji drewna
przydatnej do szybkiej i praktycznej diagnostyki molekularnej osobnikéw, opartej
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na wzorcach wybranych alleli, uwzgledniajacej prawdopodobieristwo przypadkowe-
go wystapienia w drzewostanie identycznych osobnikéw.

Takie badania DNA moga z powodzeniem stanowi¢ uzupetnienie stosowanych
dotad metod wykrywania sprawcéw kradziezy sortymentu drzewnego (mechano-
skopii, dendrochronologii i obliczed miazszo$ci). Ponadto wpisuja si¢ w podejmo-
wane na poziomie Unii Europejskiej akcje FLEGT?, LULUCF? i REDD?, ktérych
gléwnym celem jest monitoring nielegalnego handlu drewnem migdzy krajami po-
zaeuropejskimi a Europa oraz promowanie importu surowca drzewnego ze zrédet
legalnych.

Dane uzyskane dzigki badaniom postuzyly do opracowania:

* wytycznych dla pracownikéw Strazy Lesnej z zakresu wykorzystania analiz DNA
do identyfikacji drewna;
* zasad pobierania prébek do analiz genetycznych.

Zawarte w wytycznych szczegbtowe opisy postgpowania przy prawidlowym
pobieraniu prébek materiatu dowodowego oraz poréwnawczego beda pomocne
w identyfikacji pochodzenia drewna badanych gatunkéw na potrzeby procesowe.

Ponadto szczegdly analiz DNA stuzacych identyfikacji drewna na potrzeby Stra-
zy Le$nej oraz metodyke zabezpieczania probek drewna w terenie przedstawiono
w filmie ,Analizy DNA w walce z nielegalnym obrotem drewna” (Nowakowska
i Gérniak 2010).

® Wszelkie uzywane skréty i terminy genetyczne oraz pojecia prawne zawarto ®
w stowniku.

I FLEGT - Forest Law Enforcement, Governance and Trade.
2 LULUCEF - Land Use and Land Use Change and Forestry.

3> REDD - Reducing Emissions from Deforestation and Forest Degradation in Developing
Countries.
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2.
Prawne aspekty identyfikacji drewna metodg DNA

2.1. Statystyka zwalczania szkodnictwa leSnego

Szkodnictwo lesne jest zjawiskiem znanym w polskich lasach od kilku wiekéw, przy-
noszacym znaczne straty w wymiarach rzeczowym, finansowym i przyrodniczym.
Chociaz charakter popetnianych w lasach szkéd nieco si¢ zmienit, to od lat Skarb
® Panistwa ponosi z ich powodu wielomilionowe straty. ®

Na podstawie informacji z nadlesnictw z calego kraju corocznie sporzadza si¢
analiz¢ zwalczania szkodnictwa lesnego dla centralnych (w tym rzadowych) instytu-
¢ji paristwowych. Szkodnictwo lesne ujete jest w niej wedtug czterech grup rodza-
jowych: bezprawnego korzystania z lasu, klusownictwa, kradziezy albo znisz-
czenia mienia oraz kradziezy drewna. W 2012 r. w wyniku 56 137 zanotowanych
przypadkéw szkodnictwa lesnego ogélna wartos¢ szkéd wyniosta ponad 7 mln zt
(dane z lat 2001-2012 przedstawia tab. 1).

Tabela. 1. Szkodnictwo lesne w 2012 r. na tle lat 2005-2011

i s Liczba Wartosé szkéd Masa skradzionego R?Stytucl.a
Wyszczegdlnienie ) 3 (windykacja)

przypadkow (tys.) drewna (m?®) (tys.)
Kradziez drewna 6451 3906,65 19 715,60 1324,87
Ktusownictwo 331 1398,90 X 80,17
Kr_ad_2|ez i zniszczenie 1337 1335,63 X 69,84
mienia
Bezprawne korzystanie 48 018 39813 X 4372
Zlasu
2012 56 137 7039,30 19 715,60 1518,59
2011 52 336 8141,65 26 939,41 2127,73
2010 62 821 5559,98 20 628,75 2347,81
2009 55429 5986,58 22 238,66 1545,55
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2. Prawne aspekty identyfikacji drewna metodg DNA

i s Liczba Wartosé szkéd Masa skradzionego Rfestytucj.a
Wyszczegdlnienie L 3 (windykacja)
przypadkow (tys.) drewna (m?®) (tys.)
2008 58 450 5263,71 18 495 1773,46
2007 43 747 7073,73 19 164 2508,50
2006 14 435 6438,38 25035 X
2005 14 114 7419,90 27 900 X

Kradziez drewna to proceder szkodnictwa lesnego, ktéry — sposréd wszystkich
grup szkodnictwa — generuje corocznie najwigksze straty ponoszone przez Lasy Pari-
stwowe. Wysokos¢ strat w poprzednich latach przedstawia ryc. 1.
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Ryc. 1. Wysokos¢ strat w wyniku szkodnictwa lesnego w latach 2001-2012 (w tys. zf)

W 2012 r. odnotowano w Lasach Pafstwowych 6451 przypadkéw kradziezy
drewna; skradziono 19 715,60 m? drewna o wartosci 3 906 650 zt. W poréwnaniu
z rokiem poprzednim oznacza to spadek:

1) liczby odnotowanych przypadkéw kradziezy o 27,27%,
2) iloci (masy) skradzionego drewna o 23,42%,
3) strat z tego tytutu o 37,28%.

Liczba przypadkéw kradziezy drewna w 2012 r. jest najnizsza od co najmniej
21 lat. Do takiego spadku, ktéry zanotowano na terenach wszystkich regionalnych
dyrekeji Laséw Paristwowych, przyczynito si¢ coraz powszechniejsze stosowanie mo-
nitoringu wizyjnego oraz zastosowanie techniki kryminalistycznej w postaci analizy
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DNA drewna w postgpowaniu dowodowym prowadzonych spraw. Liczbe zanoto-
wanych przypadkéw kradziezy drewna z Laséw Paristwowych w latach 2002-2012
przedstawia ryc. 2.

Liczba zdarzen
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Ryc. 2. Kradziez drewna w Lasach Panstwowych w latach 2002-2012
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Ryc. 3. Kradziez drewna wedtug wojewddztw w latach 2011 i 2012
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18 2. Prawne aspekty identyfikacji drewna metoda DNA

Prezentowane dane odnosza si¢ do zdarzed odnotowanych przez Straz Lesng na
terenach lesnych zarzadzanych przez Lasy Paristwowe, jednak nalezy pamigtaé, ze
problem ten dotyczy takze terenéw lesnych majacych innych whascicieli. Zagroze-
nie kradziezami drewna w skali Polski jest najwigksze w $rodkowej i potudniowo-
zachodniej cze¢dci kraju (ryc. 3).

Do zwigkszenia skuteczno$ci dziatan Strazy Lesnej przyczynia si¢ rowniez wzrost
liczby ujawnianych przypadkéw szkodnictwa i wzrost wykrywalnosci sprawcéw.
W 2012 r. ujawniono 2627 sprawcéw kradziezy drewna. Dane dla lat 1992-2012
przedstawia ryc. 4; wynika z niej, ze Straz Lesna moze pochwali¢ si¢ wzrostem wy-
krywalnos$ci sprawcéw kradziezy drewna z 28,9% w 1993 r. do 54,60% w roku
2007 (ryc. 5).
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Ryc. 4. Dochodzenia w sprawach o kradziez drewna wszczete przez Straz Lesna
w latach 1992-2012

We wszystkich przypadkach kradziezy drewna wszczgto postgpowania przygoto-
wawcze. Straz Lesna w 2012 r. prowadzita 5844 postgpowania (w tym 4627 docho-
dzen)), w 2011 r. — 7844 postgpowari, w tym 5692 dochodzenia. Umorzono ogétem
4196 postgpowan karnych.

W 2012 r. z 1177 spraw wniesionych z aktem oskarzenia sady umorzyty poste-
powanie lub uniewinnity sprawcéw w 51 sprawach. W 2011 r. z 1467 spraw sady
umorzyly postepowanie w 68 sprawach. Swiadczy to o wysokim poziomie prowa-
dzenia dochodzenia i sporzadzenia aktu oskarzenia, a takze o duzej skutecznosci
w postepowaniu sadowym. W 2010 r. z 2016 spraw umorzono 35, w 2009 r. z 1365
spraw whniesionych z aktem oskarzenia sady umorzyly postgpowanie lub uniewinni-
ty sprawcéw w 66 sprawach (w 2008 r. byto to odpowiednio 1893 i 51, w 2007 r.
— 1317 1 67). W 2012 r. postgpowanie odwolawcze zostato wniesione w 35 spra-
wach, natomiast w 2011 r. — w 20 sprawach (w 2010 r. w 22, w 2009 r. w 44,
w 2008 r. w 42).
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Ryc. 5. Wykrywalnos¢ sprawcéw kradziezy drewna w sprawach wszczetych
przez Straz Lesng w latach 1994-2012

Straznicy le$ni sa, na podstawie art. 47 ust. 2 pkt 7 ustawy o lasach?, upowaznie-
ni do popierania oskarzenia (maja uprawnienia oskarzyciela publicznego), dlatego
efektywno$¢ prowadzonych postgpowari karnych o kradziez drewna jest wzmoc-
niona takze popieraniem aktu oskarzenia poprzez osobisty udziat straznika lesnego
w rozprawie sadowej (ryc. 6).
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Ryc. 6. Udziat Strazy Lesnej w roli oskarzyciela publicznego w sprawach karnych
w latach 1992-2012

Analiza wynikéw szkodnictwa lesnego wykazuje, ze coraz wigkszej liczby kra-
dziezy surowca drzewnego dokonuja wyspecjalizowane i zorganizowane grupy

4 Ustawa z dnia 28 wrzesnia 1991 r. o lasach (tekst jednolity: Dz.U. 2011 r. Nr 12, poz. 59).
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przestgpcze. Dysponujg one samochodami cigzarowymi do wywozu drewna oraz
sprzgtem do jego $cinki i zrywki. Powaznym problemem staly si¢ ostatnio kradzieze
pozyskanego surowca, wyrobionego i zmagazynowanego w stosach lub mygtach.
Z jednej strony zjawisko kradziezy jest wynikiem zubozenia ludnosci, z drugiej stro-
ny wzrasta liczba kradziezy drewna na zaméwienie. Jej przedmiotem staja si¢ poje-
dyncze, wezesniej upatrzone i starannie wybrane, szczeg6lnie warto$ciowe drzewa,
a nawet wycinane sg cale fragmenty lasu, bez specjalnego wyboru drzew, z jednocze-
sng dewastacja terenu. Analizujac wymierno$¢ strat, nalezy mie¢ na uwadze, ze nie-
kiedy po prostu nie da si¢ ich wyceni¢. Kradziez wybranych drzew z lasu powoduje
nierzadko nieodwracalne zniszczenie catego drzewostanu, a strata jest wcigz mie-
rzona tylko warto$cia drewna, ktdre sprawca przywlaszczyt i wywiézt. Wyposazenie
grup przestepczych w nowoczesne srodki tacznosci, odpowiedni tabor i podrobiona
dokumentacje, zdobycie zaufanych odbiorcéw itd. powoduja ogromne trudnosci
w zwalczaniu tego procederu. Ilo$¢ skradzionego drewna wyrobionego zaczyna
przewyzszaé ilo§¢ drewna skradzionego ,z pnia”, a w takich przypadkach wykrycie
sprawcy jest znacznie trudniejsze. Wzrost cen drewna powoduje, ze pomimo spadku
liczby odnotowanych kradziezy warto$¢ kradzionego drewna sukcesywnie rosnie.
W najblizszej perspektywie nalezy liczy¢ si¢ ze zwigkszonym popytem na surowiec
drzewny, co moze sprzyja¢ procederowi.

Za popelnienie przestgpstwa kradziezy drewna groza sankcje: grzywna, areszt,
® ograniczenie wolnosci, nawiazka w wysokosci podwdjnej wartosci skradzionego ®
drewna, przepadek narzedzi i sprzetéw uzytych do kradziezy, wreszcie pozbawie-
nie wolnosci do lat pigciu. Lecz to nie odstrasza sprawcéw. By mogli oni ponies¢
konsekwencje, nalezy ich ujawni¢, a popetnienie przestgpstwa kradziezy drewna im

udowodnié.

2.2. Uprawnienia karnoprocesowe Strazy Lesnej

Upowaznienie straznika lesnego do wszczgcia i prowadzenia dochodzenia oraz po-
pierania oskarzenia w sprawach o kradziez drewna pochodzacego z laséw stanowia-
cych wlasnos¢ Skarbu Panistwa zawarte jest w art. 47 ust. 2 pkt 7 ustawy o lasach.
Ustawa stanowi, ze straznik jest uprawniony do prowadzenia dochodzenia oraz
wnoszenia i popierania wniesionej skargi w postepowaniu uproszczonym w try-
bie i na zasadach okreslonych w kodeksie postgpowania karnego. Upowaznienie
obejmuje réwniez zadanie kontroli zasadnosci orzeczenia sadu pierwszej instancji’.

Katalog przestgpstw, w przedmiocie ktérych straznik lesny moze wszczad i pro-
wadzi¢ dochodzenie oraz popiera¢ akt oskarzenia to: kradziez (art. 278 § | k.k.),

> Postanowienie SN z 21 maja 1999 r., V KKN 85/99, OSNKW 1999 r. Nr 9-10, poz. 64; Biul. SN
1999 r. Nr 9, poz. 14; Prok. i Pr. 1999 r. Nr 11-12, poz. 5; OSP 2000 r. Nr 4, poz. 48.

‘ ‘ DNA druk.indd 20 @ 2014-05-26 09:21:52 ‘ ‘



I [ [ ® H - EEEN

2.2. Uprawnienia karnoprocesowe Strazy Lesnej 21

wyrab drzewa w lesie (art. 290 § 1 k.k.), zniszczenie lub uszkodzenie mienia
(art. 288 § 1 k.k.), paserstwo umyslne (art. 291 § 1 k.k.) oraz paserstwo nieumyslne
(art. 292 k.k.). Zawiadomienia o przestgpstwie lub informacje od pracownikéw
Stuzby Lesnej sa najczgstszymi przestankami inicjowania postgpowania. Zawiado-
mienie o przestepstwie przewiduje wspdlny protokédt z przyjecia ustnego zawiado-
mienia o przestgpstwie i przestuchania w charakterze $wiadka osoby zawiadamiaja-
cej, a takze wniosek o $ciganie (art. 304a k.p.k.).

Po przeprowadzeniu czynnosci sprawdzajacych (art. 307 k.p.k.), gdy zachodzi
uzasadnione podejrzenie popelnienia przestgpstwa, wszczynane jest dochodzenie
(art. 303 k.p.k.). Dochodzenie to uproszczona forma postgpowania przygotowaw-
czego. Zadaniem dochodzenia (art. 297 k.p.k.) jest wykrycie sprawcy: zebranie danych
o podejrzanym i wyjasnienie okolicznosci sprawy, w tym ustalenie rozmiaréw szkody.
W przestgpstwach szkodnictwa lesnego przeprowadza si¢ w tym zakresie postgpowa-
nie dowodowe, polegajace m.in. na przestuchaniu $wiadkéw, ogledzinach miejsca
i drewna, obliczeniu wartosci zagarnigtego drewna, konfrontacji, okazaniu itp.

Jesli istnieje potrzeba podjecia czynnosci procesowych niecierpiacych zwloki,
okreslanych dochodzeniem w niezb¢dnym zakresie, straznik le$ny moze na podsta-
wie art. 308 k.p.k. dokona¢ m.in. ogledzin, przeszukania, przestuchania $wiadka,
a nawet przestuchania podejrzanego ujetego na goracym uczynku lub w bezpo-
$rednio podjetym poscigu. Faktyczne wszczecie postgpowania przygotowawczego

® nastgpuje w momencie dokonania kazdej z tych czynnosci. Poprzedzajg one for- ®
malne wszczgcie, polegajace na wydaniu postanowienia o wszczgeiu dochodzenia,
a sa konieczne dla zabezpieczenia Sladéw i dowodéw przestgpstwa przed ich utrata,
znieksztatceniem lub zniszczeniem. W ciggu pieciu dni straznik lesny jest wéwcezas
zobligowany wyda¢ postanowienie o wszczgciu dochodzenia. Decyzja straznika nie
wymaga uzasadnienia ani powiadomienia prokuratora.

W ramach gromadzenia dowodéw w prowadzonej sprawie kradziezy drewna
straznik le$ny jest upowazniony do przeprowadzenia ogledzin oraz przestuchania
swiadkéw i podejrzanych. Z ogledzin sporzadzany jest protokét ogledzin miejsca
kradziezy oraz drewna. Protokét powinien zawiera¢ dokladne informacje dotyczace
zagarnictego drewna oraz opisanie wszystkich sladéw i danych, jakie uda si¢ ustali¢
przy ujawnieniu przestgpstwa, w tym obliczenie ilosci (masy) i wartoéci drewna.
Ilos¢ drewna skradzionego z pnia jest ustalana na podstawie tablic A. Buchwalda,
stuzacych do okreslania piersnicy i miazszosci drzewa na podstawie pomiaru sredni-
cy pniaka. Ilo$¢ drewna skradzionego z zapasu (stosu) okresla si¢ na podstawie tablic
migzszosci, z zastosowaniem obowiazujacej klasyfikacji jakosciowo-wymiarowej, lub
na podstawie dokumentéw przychodu drewna. Mas¢ drewna skradzionego podaje
sic w jednostkach objetosciowych (m?®). W czasie ogledzin zabezpiecza si¢ dowo-
dy poprzez odcigcie i odrys pnia po skradzionym drewnie w lesie oraz czesci od-
ziomkowej skradzionego drzewa. Wyniki poréwnania odcietych elementéw drzewa
sa dowodami w sprawie kradziezy drewna.
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Straznicy lesni sa, w ramach prowadzonego dochodzenia, uprawnieni do prze-
prowadzenia przeszukania. Na podstawie art. 219 k.p.k. przeszukanie jest czynno-
$cig zmierzajaca do wykrycia, zatrzymania albo przymusowego doprowadzenia oso-
by podejrzanej, a takze do znalezienia rzeczy mogacych stanowi¢ dowdd w sprawie
lub podlegajacych zajeciu w postgpowaniu karnym. Osobg, u ktérej ma by¢ prze-
prowadzone przeszukanie, powiadamia si¢ o jego celu i wzywa do wydania poszuki-
wanych przedmiotéw. Od przeszukiwania nalezy odstapi¢, gdy osoba wyda poszu-
kiwang rzecz. Z czynnoéci tej nalezy sporzadzi¢ protokdt, ktéry powinien zawierad
m.in. dokladny opis czasu, miejsca i rzeczy (w tym wynik pomiaru odebranego
drewna). Podczas przeszukania majg prawo by¢ obecne osoba, u ktérej przepro-
wadza si¢ przeszukanie, oraz osoba przez nia wskazana. Osobie, u ktdrej ma by¢
przeprowadzone przeszukanie, nalezy okaza¢ postanowienie sadu lub prokuratora
albo polecenie nadlesniczego. W przypadkach niecierpiacych zwloki, na podstawie
art. 308 k.p.k., mozna dokona¢ przeszukania bez nakazu, jednakze straznik lesny
winien okaza¢ osobie, u ktérej na by¢ przeprowadzone przeszukanie, legitymacje
stuzbowa. Niezwlocznie potem winien zwréci¢ si¢ do prokuratora o zatwierdzenie
przeszukania. Rzeczy wydane lub znalezione w czasie przeszukania poddaje si¢ ogle-
dzinom, z ktdrych sporzadza si¢ protokét ogledzin (art. 143 § 1 k.p.k.). Przedmioty
zabezpieczone w czasie przeszukania spisuje sig, a osobie, ktérej je odebrano, wydaje
si¢ pokwitowanie. Przedmioty winny by¢ dokladnie opisane, a nastgpnie zabrane

@ lub oddane na przechowanie osobie godnej zaufania, z zaznaczeniem w pokwito- @
waniu, ze nie wolno tych przedmiotéw zby¢ ani przeksztatcaé, oraz z pisemnym
poinformowaniem o obowiazku przedstawienia ich — na kazde zadanie — prowa-
dzacemu dochodzenie lub sadowi. Protokét przeszukania, protokét ogledzin rzeczy
i protokét zatrzymania rzeczy podpisuja wszystkie osoby biorace udzial w przeszu-
kaniu. Na zgloszone do protokétu przeszukania zadanie osoby, u ktérej dokonano
przeszukania, nalezy w terminie siedmiu dni dostarczy¢ postanowienie prokuratora
lub sadu w przedmiocie zatwierdzenia tej czynnosci.

Osoby majace jakiekolwiek informacje o popelnieniu przestgpstwa winny by¢
przez prowadzacego postgpowanie przestuchane w charakterze $wiadkéw. Przestu-
chanie $wiadka stanowi osobowe Zrédto dowodowe w sprawie. Przed przestucha-
niem takg osobg nalezy poinformowa¢ o jej prawach i obowiazkach, a takze o od-
powiedzialnosci karnej za méwienie nieprawdy lub zatajenie informacji okreslonej
wart. 233 § 1 k.k. Swiadek potwierdza to podpisem. Jezeli w zeznaniach $wiadkéw
lub pomigdzy zeznaniem $wiadka a wyjasnieniem podejrzanego wystepuja sprzecz-
nosci, prowadzacy dochodzenie straznik lesny moze dokona¢ konfrontacji tych
os6b. Z przestuchania i konfrontacji sporzadza si¢ protokét.

Kiedy juz w dochodzeniu zebrano informacje dostatecznie uzasadniajace po-
dejrzenie, ze czyn popelnita okreslona osoba, straznik le$ny winien ja przestuchad
w charakterze podejrzanego. Wyjasnienia podejrzanego moga stanowi¢ istotne
zrédlo informacji o przestgpstwie oraz okolicznosciach jego popetnienia. Istnieje
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obowiazek poinformowania podejrzanego, przed przystapieniem do przestucha-
nia, o przystugujacych mu uprawnieniach i obowiazkach. W trakcie przestuchania
przedstawia si¢ zarzuty, po czym osoba przestuchiwana formalnie uzyskuje status
procesowy podejrzanego. Podejrzany ma prawo do korcowego zaznajomienia si¢
z materiatami ukoriczonego dochodzenia.

Jesli konieczne jest wyjasnienie okolicznosci, ktére moga istotnie wplynaé¢ na
rozstrzygniecie sprawy, a wymagaja wiedzy specjalistycznej, straznik lesny moze
przeprowadzi¢ dowdd z opinii biegtego (art. 193 k.p.k.). Opinia specjalisty brakarza
bywa decydujaca np. na okolicznos¢ okreslenia klasy, sortymentu i wartosci drewna,
a analiza genetyczna moze doprowadzi¢ do identyfikacji drewna i okredlenia jego
pochodzenia.

Jezeli postgpowanie przygotowawcze pozwolilo na zgromadzenie dostatecznego
materiatu do ustalenia popetnienia przestgpstwa i ujawnienia osoby sprawcy, straz-
nik lesny sporzadza i wnosi do sadu akt oskarzenia. Sporzadzenie skargi i wniesie-
nie jej do sadu koriczy etap dochodzenia. Postgpowanie przechodzi ze stadium po-
stgpowania przygotowawczego w stadium postepowania sadowego. Akt oskarzenia
musi odpowiada¢ ustawowym wymaganiom, m.in. okresla¢ oskarzonego, opisywa¢
czyn i wysoko$¢ szkody oraz podawaé kwalifikacj¢ prawna czynu. Wraz z aktem
oskarzenia przesyla si¢ sadowi akta postgpowania przygotowawczego, zawierajace
caty material dowodowy zgromadzony w stadium dochodzenia.

2.3. Postepowanie dowodowe

W postgpowaniu karnym postgpowanie dowodowe ma decydujace znaczenie dla
wynikéw i jakosci $ledztwa lub dochodzenia. Szczegélnie dotyczy to etapu poste-
powania przygotowawczego. Elementarnym zadaniem tego stadium postgpowania
jest udzielenie odpowiedzi na pytanie, czy przestgpstwo w ogéle zostalo popetnione,
a jezeli tak, to kto jest jego sprawca.

Dowdéd to kazdy dopuszczalny przez prawo karne procesowe $rodek, ktéry stuzy
ustaleniu okoliczno$ci majacych znaczenie w postgpowaniu karnym.

Postgpowanie dowodowe jest uregulowane w Kodeksie postgpowania karnego
w dziale V Dowody (art. 167-242 k.p.k.)°. Na postepowanie dowodowe w poste-
powaniu przygotowawczym skladajq si¢ m.in:
1) przestuchanie podejrzanego,
2) przestuchanie $wiadkéw, w tym pokrzywdzonego,
3) ogledziny miejsca przestepstwa, rzeczy lub osoby,
4) ujawnienie dowodéw rzeczowych i dokumentéw pisemnych,

¢ Ustawa z dnia 6 czerwca 1997 r. Kodeks postgpowania karnego (Dz.U. z 1997 r. Nr 89,
poz. 555 ze zm.).
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5) opinia bieglego (przeprowadzenie ekspertyzy),
6) eksperyment procesowy.

Sposréd wymienionych dowodéw nadal powszechnie i najcz¢sciej wykorzysty-
wany w praktyce sadowe;j i Sledczej jest dowdd z zeznan $wiadkéw. Coraz wigkszego
znaczenia nabierajg jednak naukowe metody zbierania dowodéw. Szczegélng uwa-
ge nalezy zwrdci¢ na pierwszy etap postgpowania, to jest na czynno$ci dowodowe
na miejscu zdarzenia, gdyz tam, jak wskazuje praktyka, mozna znalezé wigkszo$é
informacji o przestgpstwie bedacym przedmiotem postgpowania. W postgpowaniu
karnym dowody przeprowadza si¢ na wniosek stron lub z urzedu (art. 167 k.p.k.).

Gromadzenie dowodéw z urzedu ma z reguly miejsce na etapie postgpowania
przygotowawczego. Woéwczas uprawniony organ dochodzeniowy sam wyszukuje
i gromadzi dowody ex officio (z urzedu). Zasada domniemania niewinnosci (in dubio
pro reo) pociaga za soba konieczno$¢ ponoszenia cigzaru dowodu, ktéra funkcjonuje
w procesie karnym jako zasada nieskodyfikowana, wynikajaca z innych, wyraznie
ujetych w kodeksie zasad procesowych. Oskarzyciel musi udowodni¢ zaistnienie
czynu wypetniajacego znamiona okreslonego przestgpstwa, sprawstwo oskarzonego
oraz zdolno$¢ ponoszenia przez niego odpowiedzialnosci karnej, musi wigc obali¢
domniemanie niewinno$ci wobec podejrzanego. Sam oskarzony nie ma przy tym
obowiazku dostarczania dowodéw przeciwko sobie (art. 74 § 1 k.p.k.).

Na etapie postgpowania sadowego przewaza przeprowadzanie dowodéw na wnio-
sek (Grzegorczyk 1998). Oskarzyciel publiczny, ktérym moze by¢ straznik lesny, sktada
stosowny wniosek juz w akcie oskarzenia (art. 333 § 1-2 k.p.k.). Nalezy podkredli¢, ze
prawo przeprowadzenia dowodu przystuguje stronom procesu w ramach zasady kontra-
dyktoryjnosci oraz sadowi, ktéry — jako organ procesowy — moze z urzgdu przeprowa-
dzi¢ kazdy dowdd (art. 167 k.p.k.). Tak wiec wniosek dowodowy stanowi zadanie strony
procesowej zgloszone organowi kierujacemu procesem, domagajace si¢ przeprowadzenia
dowodu z okreslonego $rodka dowodowego na oznaczong tezg dowodowa.

W tym zakresie w postgpowaniu w sprawie o przestgpstwo kradziezy drewna
straznik le$ny prowadzacy dochodzenie moze np. zebrane prébki drewna przestaé
do analizy poréwnawczej metoda DNA juz na etapie postgpowania przygotowaw-
czego albo wnioskowac o takg analiz¢ w trakcie procesu, az do zamknigcia przewodu
sadowego w pierwszej instancji (art. 405 k.p.k.).

W polskich procedurach (zaréwno cywilnej, jak i karnej) obowiazuje swobod-
na ocena dowodu. O tym, czy dany dowéd w postgpowaniu bedzie uwzgledniony
oraz czy na nim bedzie oparte ewentualne rozstrzygniecie, kazdorazowo decyduje
sad. Aby jednak mie¢ pewno$¢, ze ten konkretny dowdd bedzie uznany przez
sad, nalezy dopetni¢ wszystkich formalnosci — dopilnowa¢, by zostat on uzyskany
legalnie, z zachowaniem procedury i zasad gromadzenia dowodéw, oraz odpo-
wiednio przedstawiony sadowi; w postgpowaniu karnym bowiem, zasadnicze zna-
czenie ma kwestia gromadzenia dowodéw o podstawowym znaczeniu dla wyniku
rozstrzygniecia.

(N T
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2.4. Ogledziny

Na podstawie art. 207 § 1 k.p.k. w razie potrzeby dokonuje si¢ ogledzin miejsca,
osoby lub rzeczy. Ogledziny stanowia pierwsza i podstawowa czynnos¢ dowodowa,
od ktérej w duzej mierze zalezy wykrywalno$¢ oraz skuteczno$¢ procesu dowodo-
wego. Ogledziny s3 prawnym sposobem uzyskiwania informacji o przestgpstwie.
Z punktu widzenia procedury karnej stanowia one zmystowe zapoznanie si¢ przez
organ procesowy z miejscem, cialem osoby lub rzecza w celu ujawnienia cech cha-
rakterystycznych, istotnych dla rozstrzygnigcia sprawy, lub ujawnienia Zrédia do-
wodu (Grzegorczyk 1998). W rozumieniu kryminalistycznym ogledziny to przede
wszystkim obserwacja przeprowadzana przez cztowieka za pomoca zmystéw, z wy-
korzystaniem $rodkéw technicznych.

Zadania ogledzin to:

1) wykrycie sladéw majacych zwiazek ze zdarzeniem i ich zabezpieczenie;

2) utrwalenie wygladu i stanu przedmiotu ogledzin, ze szczegélnym uwzglednie-
niem miejsca znalezienia §ladéw;

3) rekonstrukcja przebiegu badanego zdarzenia i wnioskowanie prowadzace do
ustalenia jego skutkéw.

Ogledziny (miejsca przestgpstwa, rzeczy i ciala) maja na celu wykrycie w terenie,
® w pomieszczeniu, na rzeczach oraz na ciele i odziezy cztowieka takich znakéw, cech, ®
stanéw i uktadéw przedmiotéw, ktére moga by¢ pomocne w ustaleniu i wyjasnieniu

okolicznosci istotnych dla sprawy.

Ogledziny miejsca obejmuja zaréwno pomieszczenia, jak i otwartg prze-
strzed. Oczywiscie moze to by¢ takze las. Ogledziny miejsca sa dokonywane
w poczatkowej fazie postgpowania przygotowawczego — czgsto na etapie poste-
powania sprawdzajacego, w sytuacji niecierpiacej zwloki, lub tuz po wszczeciu
dochodzenia. Istotne jest, by przeprowadzenie najistotniejszych czynnosci odbyto
si¢ w odpowiednio krétkim czasie od zdarzenia. Wszelka zwloka moze pociagad
za soba nieodwracalne skutki, dlatego szybkos$¢ i poprawnos¢ dziatani (logiczne
rozumowanie oraz uzyte $rodki kryminalistyczne) maja zasadnicze znaczenie,
zgodnie z kryminalistyczng reguta méwiaca, ze powodzenie catego postgpowania
karnego zalezy od pierwszych czynnosci. Prakeyka $ledcza sytuuje ogledziny jako
jedna z szeregu czynnos$ci wykonywanych przez organy $cigania w ramach bada-
nia miejsca zdarzenia.

Ogledziny rzeczy to czynnosci przeprowadzane najczgéciej wobec dowoddéw
rzeczowych odnalezionych na miejscu ogledzin miejsca przestgpstwa lub ujaw-
nionych i zajmowanych podczas przeszukania albo znalezionych przy osobie po-
dejrzanej (Grzegorczyk 1998). Ogledziny rzeczy obejmuja czynno$¢ zapoznania
si¢ z dowodem (przedmiotem lub dokumentem). Moze on by¢ poddany dal-
szym badaniom, np. w celu ustalenia obecnosci krwi lub odciskéw palcéw na
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przedmiocie. Ogledziny rzeczy z zalozenia przeprowadza organ procesowy, tam

za$, gdzie tacza si¢ one z dalszym badaniem, stajq si¢ elementem opinii biegtego

(Grzegorczyk 2004).

Zasady przeprowadzania ogledzin, poza ogélnymi przypadkami, nie sa okreslone
w kodeksie postgpowania karnego. Kodeks w art. 207 i 208 k.p.k. okresla jedynie
ogdlne wytyczne do przeprowadzania tej czynnosci procesowej, a ponadto sposoby
jej dokumentowania (art. 143, 147, 148, 150 k.p.k.). Podstawowe zasady obowia-
zujace przy ogledzinach to:

* wiasciwe zabezpieczenie miejsca przed dostgpem oséb trzecich oraz oséb nie-
prowadzacych bezposrednio dziatari procesowo-kryminalistycznych w zwiazku
z badaniem miejsca zdarzenia i ogledzinami sensu stricto;

* prowadzenie czynno$ci procesowo-kryminalistycznych zwiazanych z ogle-
dzinami przez osob¢ przygotowana merytorycznie do prowadzenia takich
czynnosci;

* analiza wszystkich rodzajéw sladéw mogacych mie¢ wplyw na ustalenie sprawcy
przestepstwa lub stopnia jego winy w zwiazku z okreslonym modus operand;.
Elementami ogledzin moga by¢ m.in.: penetracja miejsca zdarzenia, przeszuka-

nie, odtworzenie przebiegu zdarzenia, sekcja zwlok, obdukgja, ekshumacja, poréw-

nanie odcietych krazkéw drewna.

Ogledzinom moga towarzyszy¢ inne czynnosci: odtworzenie przebiegu zda-
® rzenia, eksperyment procesowy, przestuchanie $wiadka lub podejrzanego, uzycie ®
psa tropiagcego itd. Odtworzenie przebiegu zdarzenia jest jego kryminalistyczna
rekonstrukcja, odnoszaca si¢ do ustalenia np. sposobu zadawania cioséw lub zdej-
mowania znacznikéw z cechowanego drewna i nanoszenia ich na drewno beda-
ce przedmiotem kradziezy czy techniki $cinania drzewa. Celem eksperymentu
procesowego jest wyjasnienie okolicznosci istotnych dla sprawy. Eksperyment
procesowy uwaza si¢ za czynno$¢ niepowtarzalng. Moze on by¢ przeprowadzony
zarébwno w toku postgpowania sadowego, jak i w toku postgpowania przygoto-
wawczego. Decyzja o jego przeprowadzeniu zapada w drodze postanowienia. Tak
jak kazda czynno$¢ dowodowa moze on by¢ przeprowadzony z urzedu przez organ
prowadzacy postgpowanie lub na wniosek kazdej ze stron. Z przebiegu ekspery-
mentu sporzadza si¢ protokét, ktéry jest obowiazkows forma dokumentowania
przebiegu oraz wynikéw ogledzin (art. 143 § 1 k.p.k.). Jest on zarazem podsta-
wowym sposobem zabezpieczenia formalnego dowodu. Podpisuja go wszystkie
osoby biorace udzial w czynnosci (art. 150 § 1 k.p.k.), chyba ze ogledziny zostaty
dokonane w czasie rozprawy gléwnej i utrwalono je w protokéle rozprawy (art.

149§ 1 k.p.k.).

Dowody rzeczowe zebrane w toku ogledzin lub zatrzymane w wyniku przeszu-
kania w zwiazku z postgpowaniem zalacza si¢ do akt sprawy. Jesli jest to mozliwe,
to umieszcza si¢ je we wszytej do akt kopercie, na ktdrej zaznacza si¢ zawarto$é
i datg przyjecia dowodu, a takze nazwe organu lub imi¢ i nazwisko osoby, ktéra go
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ztozyla. Jezeli dowody rzeczowe nie mogg by¢ dolaczone do akt sprawy ze wzgledu
na ich rozmiar, warto$¢ lub znaczenie, to wtedy przechowuje si¢ je w odpowied-
nio zabezpieczonym pomieszczeniu.

2.5. Czynnosci kryminalistyczne

Zasady przeprowadzania ogledzin nie sa okreslone w kodeksie postgpowania kar-
nego (poza ramowymi wytycznymi). Metodyka ich przeprowadzania jest natomiast
okreslona w kryminalistyce, dlatego ogledziny s instytucja z pogranicza procedury
karnej i kryminalistyki.

Kryminalistyka jest definiowana jako samodzielna dyscyplina naukowa
zajmujaca si¢ wykrywaniem przestgpstw i identyfikacja ich sprawcéw; to na-
uka o rozpoznawaniu, wykrywaniu i udowadnianiu przestgpstw oraz zapobie-
ganiu im, o prognozowaniu przestgpczosci, a takze o innych kryminogennych
zjawiskach spotecznych, za pomoca specjalistycznych metod i $rodkéw takeyczno-
-technicznych, stuzacych gtéwnie identyfikacji sprawcéw czynéw przestgpezych
w ramach: procesu karnego, procesu cywilnego, innych dziedzin nauk penal-
nych oraz dziatai operacyjno-rozpoznawczych (Grzeszczyk 2004). Jest tez okre-
$lana jako nauka o zasadach taktycznych, sposobach i technicznych metodach

® oraz §rodkach rozpoznawania i wykrywania prawnie okreslonych negatywnych zja- ®
wisk spotecznych, szczegélnie przestgpstw (i ich sprawcéw) oraz udowadniania ist-
nienia zwiazku — lub jego braku — miedzy osobami a zdarzeniami (Hanausek 2005).

Ogledziny sensu stricto sa cz¢scia sktadowa kryminalistycznego badania miejsca
zdarzenia. Naleza do najistotniejszych czynnoséci procesowo-kryminalistycznych
zmierzajacych do uzyskania rzeczowego materiatu dowodowego.

Kryminalistyczne badanie miejsca zdarzenia to zesp6t wzajemnie powiaza-
nych dziatan o charakterze procesowym i pozaprocesowym prowadzonych przez
organy Scigania w celu wszechstronnego wyjasnienia okolicznosci zaistnialego zda-
rzenia, ustalenia jego charakteru, wskazania ewentualnych sprawcéw oraz zebra-
nia materialu dowodowego na podstawie ustaled poczynionych na miejscu jego
ujawnienia (Widacki i in. 1999). Podstawowym zadaniem ogledzin jest ujaw-
nienie, utrwalenie i zabezpieczenie §ladéw kryminalistycznych oraz wlaczenie ich
— po wykorzystaniu w eksperymencie przeprowadzonym w ramach dochodzenia
i ekspertyz — do materiatu dowodowego (Gorazdowski 2002); $§lady popetnionego
przestgpstwa (w tym $lady sprawcy) s3 bowiem najbardziej podatne na zniszczenie
(Gutekunst 1974).

Sladem w pojeciu kryminalistyki jest szczegblna, dajaca sie spostrzec pozosta-
tos¢ zdarzeri. Analiza $ladéw pozwala na identyfikacje 0sob, zwierzat i rzeczy, ktdre
w zdarzeniu uczestniczylty (Widacki i in. 1999). Kryminalistyczna definicja $ladu
zawiera si¢ w twierdzeniu, ze $§ladem jest zmiana w obiektywnej rzeczywistosci,
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ktéra — jako spostrzegalne znamiono po zdarzeniach — moze umozliwi¢ odtworze-

nie i ustalenie zgodnego z rzeczywistoscia przebiegu tych zdarzen (Plywaczewski,

Kedzierska 2001).

Slady dziela si¢ na:

1) $lady obejmujace m.in. odbitki linii papilarnych palcéw, plamy substancji che-
micznych lub biologicznych bedace elementami obcymi, ale nienaruszajacymi
jego struktury czy ksztaltu. Do tej grupy mozna takze zaliczy¢ zjawiskowe slady
cieplne (np. na miejscach pozaru): §lady zweglenia, nadpalenia, stopienia, okop-
cenia, zgiecia i pekniecia pod wplywem wysokiej temperatury. Slady cieplne,
powstajace na skutek ciepla, zmieniajg rozmieszczenie, stan skupienia, postaé,
ksztalt czy wyglad substangji (ciat, przedmiotéw). W wielu wypadkach mozna
je dostrzec, nie znikaja samoistnie i sa trwale. Naleza do dwéch kategorii. Jesli
powstaja, gdy obiekt bedacy czynnikiem sprawczym $ladu cieplnego pozostawat
w bezposrednim kontakcie z powierzchnig chtodniejszego lub cieplejszego od
niego ciala — no$nika zjawiskowego $ladu cieplnego — s $ladami kontaktowymi
powierzchniowymi, jesli natomiast bezposredniego kontaktu nie bylo, slady na-
leza do bezkontaktowych powierzchniowych;

2) $lady zdeformowania ksztaltu podloza (np. §lady narzedzi w drewnie) badz na-
ruszenia jego wewnetrznego uktadu strukturalnego (np. $lady uzycia materiatéw
wybuchowych czy chemicznych $rodkéw zracych);

® 3) odr¢bne od podloza przedmioty zagubione lub porzucone, majace zwiazek ®

z popetnionym przestgpstwem (Hotyst 2010).

Odpowiednio zabezpieczone §lady sa obiektywnym materiatem dowodowym,
nieosiagalnym w czasie pdzniejszym. Ekspertyzy kryminalistyczne wykonywane
na materiale dowodowym zabezpieczonym podczas ogledzin (miejsca, oséb i rze-
czy), dostarczajac cennych informacji o zdarzeniu i jego uczestnikach, prowadza
do identyfikacji sprawcy czynu zabronionego. Jako czynnos¢ dowodowa ogledziny
stanowig istotne zrédlo pozyskiwania dowoddéw rzeczowych, umozliwiaja ustalenie
rzeczywistego przebiegu zdarzen (por. art. 2 § 2 k.p.k.) i maja wplyw na prawidtowe
rozstrzygniecie sprawy (Lisiecki, Jaguszewska 2002).

Ujawnione w trakcie ogledzin $lady winny by¢ niezwlocznie przebadane i zinter-
pretowane. Szczeg6towa analiza powinna wskazad zatozenia i wersje przebiegu zdarze-
nia. W tym celu dowody powinny trafi¢ mozliwie najszybciej do whasciwego laborato-
rium, a ich wyniki — wptywa¢ na ustalenie kierunku prowadzenia dochodzenia.

Poza udokumentowaniem ujawnienia sladu w protokdle ogledzin winien on by¢
zabezpieczony w sposéb chroniacy jego cechy identyfikacyjne przed naturalnymi
czynnikami zewngtrznymi oraz uszkodzeniem w czasie transportu i przechowywa-
nia. Opakowany winien by¢ w sposéb jednorazowy, tak aby kazda préba jego naru-
szenia powodowala nieodwracalne i widoczne uszkodzenia. Slad winien by¢ trwale
oznaczony na zewngetrznym opakowaniu lub zataczonej metryczce. Do protokétu
winna by¢ dotaczona dokumentacja pogladowa: fotografie, film, mapka oraz szkic.
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W przestgpstwach szkodnictwa le$nego najczesciej stosowanymi technikami kry-
minalistycznymi sa: mechanoskopia, traseologia i ekspertyzy biologiczne (daktylo-
skopia i osmologia).

Mechanoskopia jest dziatem kryminalistyki zajmujacym si¢ ujawnianiem i ba-
daniem przedmiotéw, w tym narzedzi stuzacych do popelnienia przestgpstwa. W ra-
mach mechanoskopii stosowana jest badawcza metoda ,,na cato$¢”. Przedmioty lub
narzedzia, kedrych czgéci zostaly zabezpieczone jako materiat dowodowy, poréw-
nuje si¢ z przedmiotami lub elementami (ich cz¢$ciami) na podstawie cech grupo-
wych, cech identyfikacyjnych lub cech charakterystycznych (Widacki i in. 1999).
W badaniach identyfikacyjnych ,na calos¢” do cech grupowych poréwnywanych
czgsci zalicza si¢ m.in.: ksztalt, grubos¢ ($rednicg), strukture, sposéb obrébki, a tak-
ze rodzaj, gatunek, kolor czy nawet wiek. Do cech indywidualnych naleza ma-
kro- i mikronieréwnosci zewngtrznych powierzchni badanych czgsci przedmiotéw
(narzedzi) oraz cechy mikrostrukturalne utworzone na powierzchniach rozdzielenia
przedmiotu w trakcie przecinania, famania, p¢kania, odtamywania itp. Do cech
charakterystycznych naleza walory lub wady indywidualizujace strukture drewna,
np. przebarwienia, utlenienia, zabitki.

Do badan identyfikacyjnych ,na cato$¢” najczgéciej trafiaja:

1) odtamki lub odpryski uz¢bienia pitek do cigcia metali albo odtamki metali; przy-
ktad: znalezione zabki (materiat dowodowy) poréwnuje si¢ z wyszczerbieniami

® na pitce (materiat poréwnawczy), dzigki czemu ustala si¢, z ktérego brzeszczotu ®
pochodza, a tym samym — czy dane narzedzie, zabezpieczone jako materiat po-

réwnaweczy, bylo uzyte do popelnienia przestgpstwa wlamania;

2) kawatki szkta, gtéwnie szyb okiennych i rozbitych szyb reflektorowych, oraz od-
pryski powltok lakierowych zabezpieczonych w trakcie ogledzin miejsca wypadku
w komunikacji;

3) kawatki (krazki) drewna, szczegdlnie w wypadkach dotyczacych kradziezy drze-
wa z lasu; przy ustalaniu, czy dwa kawatki drewna (lub wigcej) stanowity przed
rozdzieleniem jedna calos¢ (drzewo), analizuje si¢ wiek drzewostanu, gatunek
drzewa, $rednic¢ pnia, przebieg krawedzi powierzchni rozdzielen, a takie ele-
menty makroskopowej struktury i ewentualne nieprawidlowosci (s¢ki, ksztatt
twardzieli, promienie i plamki rdzeniowe, przerosty zywiczne oraz wszelkie inne
indywidualizujace nieprawidlowosci i wady budowy drzewa).

W ramach ogledzin przeprowadzanych w lesie z pniaka, z ktérego po Scigciu
skradziono drzewo, odcina si¢ krazek o grubosci 4-8 cm, a to w celu poréwna-
nia z drewnem zabezpieczonym u sprawcy, ujawnionym w trakcie przeszukania.
Jezeli w miejscu kradziezy w lesie pozostat wierzcholek drzewa, wéwczas z czeéci
wierzchotkowej takze pobiera si¢ krazek jako material poréwnawczy. Zastosowa-
nie metody polega na fizycznym poréwnaniu krazkéw i stosownym udokumen-
towaniu w protokdle ogledzin. Krazki drewna zabezpiecza si¢ przed zniszczeniem
lub przeksztatceniem, opisujac i oznaczajac metryczkami jako materiat dowodowy,
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do dalszego postgpowania procesowego. Ta metoda jest stosowana od potowy
XIX w., czyli od czasu stosowania w lesnictwie pit tnacych, ktére pozostawialy §lady
umozliwiajace poréwnywanie powierzchni $cigtych drzew (metoda jest nieprzydat-
na w wypadku zniszczenia cz¢sci drzewa w obrebie miejsca Scigcia lub przerobienia
drzewa np. na tarcicg, materiat budowlany, galanterie).

Technika kryminalistyczna zwana ekspertyza traseologiczna obejmuje badanie
$ladéw powstajacych w wyniku przemieszczania si¢ cztowieka zaréwno pieszo (Slady
stép obutych i bosych), jak i srodkiem transportu (§lady opon, ptéz, kopyt koni
itp.). Slady traseologiczne maja posta¢ odciskéw, odwarstwieri i nawarstwien. Ich
doktadna analiza pozwala na grupowe lub indywidualne zidentyfikowanie przed-
miotu, ktdry je pozostawil, jesli tylko zostana prawidtowo zabezpieczone. W ba-
daniach $ciezki chodu ludzkiego, czyli ichnogramu, ustala si¢ kierunek przemiesz-
czania si¢ czfowieka, typ obuwia, a takze szerokos¢ i dtugos¢ kroku, co pozwala na
ustalenie plci i wagi osoby. Na podstawie takich §ladéw mozna ustali¢ indywidualne
cechy obuwia, powstate w procesie produkeji lub w nastgpstwie jego uzywania. Ba-
dajac $lady pojazdéw i biorac pod uwagg rozstaw két, wymiar opon, rzezbe bieznika
oraz kierunek jazdy, ustala si¢ rodzaj pojazdu. W przypadku ktusownictwa (w po-
blizu sidet, wnykéw itp.) lub $cinki drzew i kradziezy drewna sprawca zwykle po-
zostawia w migkkim podtozu lub na $niegu slady obuwia, ktére w wielu wypadkach
prowadza wprost do zabudowan.

® Zabezpieczenie $ladéw do dalszych badan nast¢puje poprzez: ®
* zabranie przedmiotu, na ktérym znajduje si¢ pozostawiony $lad;
* wyodrebnienie i zabranie plaszczyzny, na ktérej $lad pozostawiono;
* sfotografowanie $ladu;
* wykonanie szkicu i mapki przebiegu (sytuacyjnej);
* odwzorowanie §ladu za pomoca gipsu, masy dentystycznej albo masy silikonowej

z uzyciem katalizatora.

Daktyloskopia polega na identyfikacji osoby na podstawie odbitki wzoru linii
papilarnych palcéw dioni pozostawionych na miejscu zdarzenia. Wz6r linii papi-
larnych jest niepowtarzalny dla kazdego cztowicka, gdyz sklada si¢ z okreslonych
indywidualnie elementéw, tzw. minucji. W celu identyfikacji sladéw daktyloskopij-
nych wykorzystuje si¢: ogélny uktad linii papilarnych tworzacy wzory, minucje, roz-
mieszczenie i ksztalt poréw oraz nieregularnosci ksztattu krawedzi linii papilarnych.
Oprécz daktyloskopii istnieje tez podoskopia (badanie odciskéw stép), chejroskopia
(badanie odciskéw dioni) oraz chejloskopia (badanie sladéw czerwieni wargowe;).

Osmologia to nauka o zapachach, z powodzeniem wykorzystywana w krymi-
nalistyce. Slady zapachowe powstaja na skutek bezposredniego kontaktu osoby
z przedmiotem lub miejscem. Zapach moze by¢ zdjety tylko z miejsca, z kedrym
zetknat si¢ sprawca: z klamek, $cian, chodnikéw, siedzert samochodowych, ze sznu-
16w, z drewna, krwi, potu, innych wydzielin, wloséw, niedopatkéw papieroséw, na-
rz¢dzi, ze §ladéw na ziemi i $niegu. Do takiego miejsca przyklada si¢ (najczesciej)
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wyjatowiona gaz¢ i na ok. pét godziny przykrywa aluminiowa folia. Potem gaze
przenosi si¢ do stoika. Tak powstaje pierwsza ,konserwa zapachowa”. Zdjety zapach
mozna powiela¢ (wystarczy wlozy¢ do naczynia czysty pochtaniacz) i przechowy-
waé wiele lat. W drugiej ,,konserwie” umieszcza si¢ zapach podejrzanego, pobierany
przewaznie z rak, ndg, kieszeni i spod pachy. Zadaniem psa, ktéremu daje si¢ do
powachania zapach podejrzanego, jest odnalezienie takiej samej woni (wsréd kil-
ku stoikéw) pobranej na miejscu przestgpstwa, czyli wykrycie zgodnosci zapacho-
wej. Z tego wynika, ze bardzo pomocny w $ciganiu sprawcéw przestgpstw jest pies
stuzbowy.

W Strazy Lesnej psy stuzbowe wykorzystuje si¢ do: tropienia sladéw oséb, prze-
szukiwania terenu i pomieszczert w celu odnalezienia 0s6b lub przedmiotéw, posci-
gu za osobami dokonujacymi przestgpstwa, ponadto do odpierania czynnej napasci
i pokonywania czynnego oporu oraz jako $rodek przymusu bezposredniego. Psy
majga za zadanie ustalenie drogi dojécia i odejscia sprawcy z miejsca przestgpstwa
oraz miejsc ukrycia lub porzucenia przedmiotéw majacych zwiazek ze zdarzeniem.
W przypadku przestgpstwa straznicy lesni winni zabezpieczy¢ miejsce zdarzenia
i $lady (przedmioty) przydatne do rozpoczgcia tropienia przez psa. Zabezpieczane
sa wszystkie §lady zapachowe pozostawione przez sprawcéw lub przedmioty. W cza-
sie tropienia $ladéw przewodnicy z psami tropiacymi ubezpieczani sa przez wyzna-
czonych funkcjonariuszy, poniewaz przewodnicy musza skupi¢ uwage na Sladach

® i psie, a nie na otoczeniu. Tropienie po §ladach odbywa si¢ zwykle az do zatrzymania ®

osoby poszukiwanej — jesli znajduje si¢ ona w rejonie dziatania jednostki organi-
zacyjnej Laséw Panistwowych — lub do momentu, gdy pies utraci trop. Po zakon-
czoniu tropienia z pozytywnym rezultatem przewodnicy wraz z funkcjonariuszami
ubezpieczajacymi zatrzymuja, identyfikujg oraz przeszukuja osoby i pomieszczenia,
do ktérych doprowadzily psy tropiace. W uzasadnionych przypadkach dokonuja
jedynie obserwacji do chwili przybycia wsparcia lub policji. Jesli odnaleziono ukryte
przedmioty majace zwiazek z przestgpstwem, w miejscu ich ukrycia organizuje sig
zasadzke lub obserwacje.

Ostatnio skutecznym zrédlem dowodowym i Zrédtem informacji o przestgp-
stwie okazal si¢ monitoring wizyjny. Rejestracja obrazu ma na celu zachowanie
kontroli nad okreslonym obszarem lub obiektem w celu zapewnienia szeroko po-
jetego bezpieczenistwa. Systemy monitoringu wizyjnego znajduja zastosowanie
w wielu dziedzinach. Najpopularniejszymi i najczgsciej spotykanymi rozwiazaniami
sg systemy telewizji przemystowej z wykorzystaniem kamer analogowych lub cy-
frowych, rejestratoréw i wielokanatowych kart akwizycji obrazu oraz oprogramo-
wania umozliwiajacego przetwarzanie i rejestracj¢ obrazu. Systemy wizyjne to nie
tylko telewizja przemystowa i rejestracja zdarzen; nowoczesniejszym rozwiazaniem
sg sieciowe systemy monitoringu wizyjnego CCTV (ang. Closed Circuit TeleVision),
ktére pozwalaja na tworzenie bardzo rozleglych instalacji dozorowych. Przyklado-
wo: monitoring IP pozwala na scentralizowanie nadzoru wizyjnego nad praktycznie
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nieograniczong liczba kamer oddalonych od siebie o setki kilometréw. Monitoring
wizyjny zwigksza bezpieczeristwo danego obszaru lub obiektu, obniza koszty pracy
oraz poprawia efektywnos¢ dzialan w zakresie profilakeyki. Jest przydatny zwlaszcza
w miejscach szczegdlnego zagrozenia, nadaje si¢ do ochrony mienia i 0séb, ponadto
znajduje zastosowanie w ochronie przeciwpozarowej i ochronie srodowiska.

2.6. Opinia biegtych

Miejsce przestgpstwa, rzecz lub osoba poddane ogledzinom sg zrédtem materia-
tu dowodowego. Slady zabezpieczone na miejscu przestgpstwa lub poszukiwane
w zwiazku z popelnionym przestgpstwem nie s jeszcze dowodami, a jedynie ma-
terialem, ktéry jest poddawany badaniom przez bieglego. Dopiero wyniki tych
badan i pézniejsza ich ocena przez prowadzacego dochodzenie decydujg o zalicze-
niu uzyskanych w trybie art. 192a k.p.k. materiatéw w poczet dowodéw (Kurzepa
2002).

W postgpowaniu karnym powotywanie biegtych jest niejednokrotnie konieczno-
§cig, albowiem bez ich udziatu w wielu wypadkach nie udaloby si¢ ustali¢ istotnych
okolicznosci majacych wplyw zaréwno na dowodzenie sprawstwa, jak i wptywaja-
cych na wymiar kary w zwiazku z popetnionym przestgpstwem. W kodeksie poste-

® powania karnego, w dziale V rozdz. 22, zawarto przepisy obejmujace trzy instytu- ®

cje: bieglych (art. 193-203 k.p.k.), dumaczy (204 k.p.k.) i specjalistéw (art. 205
k.p.k.). Wymienione instytucje sg zréznicowane ze wzgledu na swa specyfike, role,
znaczenie i uzyteczno$¢ dla praktyki karnej; sa wyjatkowo przydatne i uzyteczne jed-
nocze$nie w postgpowaniu przygotowawczym i jurysdykcyjnym. Biegli dysponuja
wiedza i umiejetnosciami umozliwiajacymi stwierdzenie lub wyjasnienie istotnych
okolicznosci majacych znaczenie dla rozstrzygniecia sprawy (Stawik 2002). Opinii
bieglego zasi¢ga si¢, gdy stwierdzenie okolicznoéci majacej istotne znaczenie dla roz-
strzygnigcia sprawy wymaga, jak okresla kodeks postgpowania karnego, wiadomosci
specjalnych (art. 193 § 1 k.p.k.). Nie ma znaczenia, czy organ procesowy sam po-
siada taka wiedzg, czy jej nie posiada. Wiadomosci specjalne to takie wiadomosci
i umiejetnosci, ktére wykraczajg poza wiedz¢ przecigtng i dostgpng dla dorostego
cztowieka o odpowiednim dos$wiadczeniu zyciowym, wyksztatceniu i zasobie wie-
dzy ogdlnej. Organ procesowy nie moze zastgpowaé bieglego i rezygnowaé z jego
opinii. Sad nie moze odrzuci¢ opinii specjalistycznych i przyja¢ w sprawie wlasnego,
odmiennego stanowiska wobec faktéw, dla ktérych niezbedna jest specjalna wiedza
biegtego.

Na podstawie art. 193 § 2 k.p.k. w celu wydania opinii mozna tez zwrdcic si¢
do instytucji naukowej lub specjalistycznej, np. uczelni panistwowej lub prywatnej
(w tym katedry kryminalistyki, katedry medycyny sadowej) czy instytutu branzo-
wego, m.in. Instytutu Ekspertyz Sadowych lub Instytutu Badawczego Le$nictwa
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(w dziedzinie biogenetyki, w tym badan DNA). W postanowieniu o zasi¢ggnigciu
opinii instytucji organ procesowy wskazuje jej zakres.

Opinia bieglego jest jednym ze $rodkéw dowodowych w procesie karnym.
Jej warto$¢, a co za tym idzie przydatno$¢ do ustalenia okolicznosci majacych istotne
znaczenie dla rozstrzygnigcia konkretnej sprawy, podlega ocenie organu procesowego,
zgodnie z zasada swobodnej oceny dowodéw. W mysl tej zasady organ procesowy
ocenia dowody i wyciaga z nich wnioski wedlug swego wewng¢trznego przekonania,
niekrgpowany regutami prawnymi. Swoboda organu procesowego w ocenianiu do-
wodéw odnosi si¢ zaréwno do wiarygodnosci zrédla dowodowego i przekazywanych
przez to zrodlo informaciji, jak i do wyprowadzania wnioskéw. O wartosci opinii dla
postgpowania decydujg jej poziom merytoryczny i formalny oraz wiedza i doswiad-
czenie wykonawcy ekspertyzy. Zasada swobodnej oceny dowodéw nie oznacza catko-
witej swobody organu procesowego, obowiazujace przepisy (art. 7 k.p.k.) wskazuja
bowiem na obowigzek uzasadniania zaj¢tego przez organ procesowy stanowiska.

Kodeks nie przewiduje prymatu opinii instytucji nad opinia bieglego indywidu-
alnego. Pomimo réwnorz¢dnego traktowania w postgpowaniu karnym dowodéw
osobowych z zeznani §wiadkéw i pokrzywdzonych oraz dowodéw rzeczowych, czyli
$ladéw kryminalistycznych, za tzw. mocne dowody uznaje si¢ dowody techniczno-
-kryminalistyczne wynikajace z ekspertyz. Warunkiem jest jednak wlasciwe zbada-
nie $ladéw i poprawna interpretacja wynikéw badania przez biegtych o wysokich

® kwalifikacjach merytorycznych. Ekspertyza sadowa (opinia) — jako samoistny do- ®
wo6d w procesie karnym — jest wnioskiem wysnutym na podstawie badan i wiedzy
specjalistycznej eksperta w dziedzinie majacej istotne znaczenie dla rozstrzygnigcia
merytorycznego sprawy. Przebieg badania winien by¢ opisany i objasniony, a wnio-
ski powinny zawiera¢ wynik badan.

Dowdd z opinii bieglego (ekspertyza, opinia) jest uznany przez sad w drodze
postanowienia.

W ekspertyzie po czgsci badawczej nastgpuje czgéé sprawozdawcza: sporzadzenie
dokumentu dotyczacego przebiegu badan i zawierajacego opini¢. W postgpowaniu
jurysdykcyjnym biegly ustnie potwierdza wnioski zawarte w opinii i ich broni.

Dopiero po uzyskaniu opinii organ procesowy ustala faktyczny stan sprawy.
Ekspertyza nie moze zawiera¢ ustalenia o winie lub niewinnosci, poniewaz biegty
czy ekspert nie moze w procesie zastapi¢ organu orzekajacego. Trafnie ujal ten
problem Tadeusz Tomaszewski: ,,Opinia biegtego jest jednym z licznych mozli-
wych do otrzymania w procesie karnym $rodkéw dowodowych, dlatego organ
procesowy oceny ich przydatnosci w konkretnej sprawie musi dokona¢ na tle ca-
toksztattu okolicznosci ujawnionych w toku postgpowania. Bowiem decyzja sadu
ferujacego wyrok lub organu wydajacego postanowienie o umorzeniu postgpo-
wania przygotowawczego musi by¢ wynikiem analizy wszystkich ujawnionych
okoliczno$ci, zaréwno tych, ktére tez¢ oskarzenia potwierdzaja, jak i tych, ktdre
ja podwazajg” (Tomaszewski 1998).
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2.7. Analiza sladow biologicznych

Wspodtczesna biologia, a zwlaszcza jej dzial — genetyka molekularna — to nauka,
ktérej dorobek znalazt zastosowanie w naukach prawnych. W praktyce badanie $la-
déw biologicznych najczesciej sprowadza si¢ do badania sladéw krwi, nasienia, $liny
i wloséw, ale kazda wydzielina ciata ludzkiego (np. pot, mocz) moze by¢ potrakto-
wana jako $lad biologiczny. Takze komérki naskérka. Aby takie $lady zbada¢, nalezy
je najpierw znalez¢ oraz prawidtowo zabezpieczy¢ i rozpoznaé. Analizy §ladéw do-
konuje si¢ poprzez:

1) ujawnianie §ladéw biologicznych i mikrosladéw za pomoca zestawu optycznego
w zakresie od UV do podczerwieni, by nastgpnie takie $lady (gtéwnie krwi i §liny)
zidentyfikowad, stosujac testy mikroskopowe, biochemiczne i fizyko-chemiczne;

2) ekstrakcje DNA z wszystkich rodzajéw tkanek i sladéw biologicznych.
Kryminalistyka wykorzystuje ekspertyzy biologiczne przy badaniu krwi (w celu

okreslenia uktadu grupowego i podgrup, wieku krwi, jej pochodzenia i zawartych

w niej substancji, np. toksyn), spermy, §liny, wydzielin i wydalin ciata, wloséw,

naskérka itp. Przy przestgpstwach szkodnictwa lesnego ekspertyzy biologiczne

dotycza badania prébek wody, badari bakteriologicznych oraz analizy dendroge-
netycznej DNA.

2.8. Ekspertyza na podstawie analizy DNA

Postep w metodach badawczych, intensywny rozwdj nauk przyrodniczych i tech-
nicznych, odkrywanie nowych technik identyfikacyjnych — wszystko to sprawia,
ze do arsenatu kryminalistycznych metod identyfikacji czlowieka dotaczaja metody
nowe, coraz bardziej szczegétowe i doktadne. Naleza do nich badania DNA. Od
kilkunastu lat $lady biologiczne bezapelacyjnie zdobywaja przewage, gdyz analiza
DNA materiatu zabezpieczonego jako $lad kryminalistyczny daje podstawe do wy-
sokiej indywidualizacji jego cech (Wéjcikiewicz 2002).

Po raz pierwszy badania genetyczne znalazly procesowe zastosowanie w 1986 r.
w Wielkiej Brytanii, w sprawie karnej prowadzonej przeciwko oskarzonemu o za-
béjstwo i gwalt, w ktérej zabezpieczono $lady biologiczne zawierajace material ge-
netyczny (Branicki, Kupiec, Wolariska-Nowak 2008). W polskiej procedurze karnej
pierwsza ekspertyza kryminalistyczna z zakresu badani genetycznych zostata opraco-
wana w 1989 r. przez ekspertéw z Centralnego Laboratorium Kryminalistycznego
Komendy Gléwnej Policji przy wspétpracy pracownikéw naukowych Zaktadu Ge-
netyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk (Sottyszewski 2007). Obecnie badania
DNA s3 juz w sprawach karnych rutynowa procedura identyfikacji sprawcy czynu
na podstawie $ladéw biologicznych, nie tylko w stosunku do czlowieka, lecz takie

(N T
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organizméw roslinnych; z powodzeniem wykorzystuje si¢ je w procesach sagdowych.
Pierwsze takie badania przeprowadzono w Arizonie (Stany Zjednoczone) w sprawie
State ». Bogan (1995), kiedy to analiza DNA cz¢éci drzewa Palo verde (Cercidium
spp.) umozliwita udowodnienie winy sprawcy zabdjstwa kobiety (Wojcikiewicz
2008).

Kryminalistyczna analiza DNA opiera si¢ zasadniczo na badaniu zréznicowa-
nia dtugosci fragmentéw odpowiednio zhydrolizowanego DNA. W badaniach
kryminalistycznych poréwnywane s3 rézne formy genéw (allele), zawarte w mate-
riale dowodowym i poréwnawczym. Mozliwosci identyfikacyjne zwigkszyto opra-
cowanie metody taricuchowej polimerazy DNA (PCR). Reakcja PCR pozwala na
zwielokrotnienie allelu nawet ponad milion razy, dzigki czemu wzrasta skutecz-
no$¢ jego oznaczania. Jest to istotne w stosunku do materiatu w postaci bardzo
drobnych fragmentéw tkanek lub takiego, ktéry ulegt degradacji, a nawet czg¢-
$ciowej destrukgji. Do badan identyfikacyjnych na podstawie analizy DNA wy-
starczaja nawet niewielkie ilosci §ladéw pochodzenia biologicznego, np. plamka
krwi, kilka wtoséw, $lad $liny, fragment tkanki, lis¢, kilka igiel, tyko czy fragment
jakiejkolwiek tkanki.

Zastosowanie analizy DNA w celach identyfikacyjnych na potrzeby postgpowa-
nia karnego radykalnie zmienito mozliwosci opiniowania. Poczatkowo dotyczyto to
badan krwi, a obecnie odnosi si¢ do innych $ladéw biologicznych, bowiem ze wzgle-

® du na swoja ztozono$¢ DNA opisuje konkretny organizm w sposéb indywidualny, ®
ponadto wystepuje w kazdej komorce i daje si¢ replikowad. Badania DNA daja za-
tem mozliwo$¢ identyfikacji $ladéw biologicznych, co odgrywa szczegdlne znaczenie
w prawie i postgpowaniu karnym (Girdwoyri 2006).
Podstawg prawng postanowienia o wydaniu opinii bieglych w zakresie przepro-

wadzenia identyfikacji drewna na podstawie analizy DNA jest art. 193 § 1 k.p.k.

2.9. Opinia biegtych i badanie DNA w orzecznictwie sgdowym

Postgpowanie karne odwotuje si¢ do opinii biegltych, gdy prowadzenie postgpowa-
nia wymaga szczeg6lnej wiedzy. Dotyczy to zazwyczaj skomplikowanych spraw oraz
sytuacji, gdy sprawca nie przyznaje si¢ do popetnienia zarzucanego mu czynu. Po-
nadto w wielu przypadkach bez opinii bieglych nie udatoby si¢ ustali¢ istotnych
okolicznosci umozliwiajacych udowodnienie sprawstwa. Znajduje to potwierdzenie
w dorobku orzecznictwa w tym zakresie, wyjasniajac istotg stosowania i znaczenia
opinii bieglych w postgpowaniu karnym zaréwno na etapie postgpowania przygoto-
wawczego, jak i procesowego.

Podstawa prawna wydania opinii, zawarta w art. 193 § 1 k.p.k, reguluje ko-
nieczno$¢ stwierdzenia faktéw istotnych dla rozstrzygnigcia sprawy na podsta-
wie wiadomosci specjalnych. Z dotychczasowych doswiadczen w tym zakresie
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wynikaja wnioski istotne dla procesu karnego. Przedstawione orzeczenia zawie-

raja najbardziej istotne tezy z tego obszaru prawa.

1. Oceniajac wniosek o dopuszczenie dowodu z opinii bieglego, zgloszony przez
strong w trybie art. 176 § 1 k.p.k. z 1969 r. (por. obecny art. 193 § 1 k.p.k.),
sad musi wzia¢ pod uwagg to, czy istnieja realne mozliwosci opracowania opinii
przez bieglego i czy taka opinia bedzie przydatna do stwierdzenia okolicznosci,
w zwigzku z kedrymi powinna by¢ przeprowadzona (wyrok SN z 27 kwietnia
1984 r., KR 72/84, OSNKW 1985 Nr 1-2, poz. 13).

2. W sprawach wymagajacych wiedzy specjalistycznej sad nie powinien rezygnowa¢
z powotania biegtych, cho¢by sktad sadu dysponowat wiedza specjalng (postano-
wienie SN z 14 listopada 1968 r., Z 46/68, OSNKW 1969 Nr 3, poz. 34).

3. Nalezy wykorzystywad wyniki najnowszych badani naukowych, jesli tylko te wy-
niki s3 dostatecznie pewne (wyrok SN z 25 lutego 1975 r., I CR 898/74; Lex
Nr 7663).

4. Do wiadomosci specjalnych nalezy zaliczy¢ wszelkie wiadomosci i umiejetnosci,
ktére wykraczajg poza przecigtne i praktyczne (wyrok SN z 23 listopada 1982 r.,
IT KR 186/82, OSNPG 1983 Nr 3, poz. 59).

5. Wiadomosci specjalne to takie, ktore wykraczajg poza normalna, powszechna wie-
dz¢ cztowieka wyksztatconego, o odpowiednim doswiadczeniu zyciowym. Chodzi
o wiadomosci fachowe z okreslonej dziedziny: nauki, techniki, gospodarki, sztuki,

® rzemiosta czy ruchu drogowego. Do wiadomosci specjalnych nie naleza wiadomo- ®
$ci dostgpne dla dorostego cztowieka o odpowiednim dos$wiadczeniu zyciowym,
wyksztalceniu i zasobie wiedzy ogélnej (wyrok SN z 15 kwietnia 1976 r., II KR
48/76, OSNKW 1976 Nr 1011, poz. 133; Lex Polonica Nr 306660).

6. Wiadomosci specjalne to z zatozenia wiadomosci dotyczace faktéw, a nie pra-
wa. Wiedza na temat obowiazujacego prawa jest domeng organéw stosujacych
prawo. Interpretacja norm prawa krajowego nie moze wigc by¢ przedmiotem
opinii biegtych (wyrok SN z 17 stycznia 1987 r., V KRN 474/86, OSNPG 1988
Nr 3, poz. 29).

7. Korzystanie w znacznie szerszym zakresie z wiedzy specjalistycznej i wedlug jej
aktualnego stanu i poziomu w réznych dziedzinach powinno naleze¢ do pod-
stawowych elementéw postgpowania karnego (...) zwlaszcza za$ postgpowania
dowodowego w sprawach zlozonych pod wzgledem faktycznym i dowodowym
(wyrok SN z 17 pazdziernika 1979 r., I KR 140/79, OSNPG 1980 Nr 6,
poz. 86).

8. Nie nalezy do kompetencji stron decydowanie, jakie metody badawcze dla
stwierdzenia okoliczno$ci majacych istotny wplyw na rozstrzygniccie sprawy
okazg si¢ przydatne w razie koniecznosci wykorzystania wiadomosci specjalnych
posiadanych przez powotanych bieglych (art. 176 § 1 k.p.k. z 1969 r., por. obec-
ny art. 193 § 1 k.p.k.). Decyduja o tym biegli, majac na wzgledzie podlegajace
ocenie okolicznosci, zebrany w sprawie materiat dowodowy, aktualny stan nauki
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i stosowane w konkretnej dyscyplinie nauki dostgpne metody badawcze (wyrok
SN z 6 listopada 1987 r., IV KR 502/86, OSPiKA 1989 Nr 7-12, poz. 152).

9. Organ procesowy, sad, nie moze samodzielnie, bez korzystania z opinii biegtego,
dokonywac¢ ustalen co do okolicznosci, ktérych stwierdzenie wymaga wiadomo-
Sci specjalnych; jezeli wigc sad nawet ma wiadomosci specjalne, to i tak, zgodnie
z brzmieniem § 1 art. 193 k.p.k., powinien zasi¢gna¢ opinii biegtego, gdyz nie
moze wystgpowaé w podwdjnej roli — organu procesowego i zrédta dowodowe-
go (wyrok SN z 1 kwietnia 1988 r., IV KR 281/87, OSNKW 1988 Nr 9-10,
poz. 69; Lex Polonica Nr 306692).

10. Organ procesowy, jakim jest sad, nie moze zastgpowaé bieglego i rezygnowad
z jego opinii, mimo ze ustalenie danej okolicznosci wymaga okreslonej wiedzy
specjalistycznej (wyrok SN z 20 maja 1984 r., I KR 102/84, OSNPG 1984
Nr 12, poz. 112).

11. Sad nie moze odrzuci¢ wszystkich opinii specjalistycznych i oprze¢ si¢ na wha-
snym odmiennym stanowisku (wyrok SN z 3 marca 1981 r., IV KR 271/80,
OSNPG 1981 Nr 8-9, poz. 101; Lex Polonica Nr 357732).

12. Obowiazkiem sadu korzystajacego z dowodu z opinii biegltego jest przeprowa-
dzenie analizy i oceny przy stosowaniu kryterium ,aktualnego stanu wiedzy
w danej dziedzinie” czy tez ,obecnego stanu nauki” (wyrok SN z 6 listopada
2000 r., IV KKN 477/99, Prokuratura i Prawo 2001, dod. , Orzecznictwo”

@ Nr 4, poz. 9; Lex Nr 51136). @

13. Jezeli stwierdzenie pewnej okolicznosci istotnie wymaga wiadomosci specjal-
nych, to przeprowadzenie dowodu z opinii bieglego jest konieczne, chociazby
w konkretnej sytuacji dana okoliczno$¢ stanowita przedmiot innego dowodu
(dokumentu, zeznan $wiadka); opinii bieglego nie mozna zastgpowaé zezna-
niami $wiadka, ktéry ma wiadomosci specjalne, albo ekspertyza pozasadowa
(wyrok SN z 8 maja 1996 r., I KKN 11/96, niepubl.).

14. Organowi procesowemu nie wolno zastgpowaé wymaganej opinii biegtego in-
nymi dowodami (wyrok SN z 20 sierpnia 1980 r., V KR 178/80, OSNPG
1981 Nr 5, poz. 52).

15. Powotani biegli z zakresu réznych specjalnosci moga przeprowadzi¢ badania
wspdlne i wydad jedna wspdlng opini¢ (tzw. opini¢ kompleksowa) albo opinie
odrebne; decyduje o tym organ procesowy powotujacy bieglych. Za dopusz-
czeniem dowodu z opinii kompleksowej moze przemawiaé charakter sprawy.
Kompleksowa opinia niekoniecznie musi wyraza¢ jednolita i zgodna oceng jej
autoréw. Brak opinii kompleksowej, nawet przy sprzecznych opiniach wyda-
nych przez rézne zespoly bieglych, nie jest sam w sobie naruszeniem przepiséw
procesowych (wyrok SN z 8 kwietnia 1999 r., IV KKN 653/98, Prokuratura
i Prawo 1999 Nr 10, poz. 12 — dod.; Lex Polonica Nr 343098).

16. Bieglym jest osoba powotana przez organ procesowy. Opinia uzyskana w trybie
pozaprocesowym nie jest dowodem w rozumieniu art. 193 k.p.k. Nie moze
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ona by¢ podstawg do ustaleri faktycznych, natomiast moze by¢ impulsem do
dalszych ustalen — zadania uzupelnienia juz uzyskanej opinii lub powotania
nowych biegtych (wyrok SN z 29 pazdziernika 1990 r., V KO 8/90, OSNPG
1991 Nr 4-5, poz. 32; Lex Polonica Nr 420220).

17. Pozaprocesowa opinia bieglego zgodnie z ustalona praktyka sadowa nie moze
stanowi¢ dowodu bedacego podstawa oceny, albowiem dowdd ten nie zostat
przeprowadzony w sposéb przewidziany przez kodeks postgpowania karnego
i strony nie mialy moznosci ustosunkowania si¢ do tego dowodu. Nie mozna
jednak takiego dokumentu pomina¢ w postgpowaniu odwotawczym, gdyz za-
wiera on informacj¢ o dowodzie, ktéry nie jest pozbawiony znaczenia dla pra-
widlowego rozstrzygniecia sprawy (wyrok SN z 6 maja 1985 r., I KR 105/85,
OSNPG 1986 Nr 5, poz. 66).

18. Opinia opracowana na zlecenie uczestnika postgpowania, przedstawiona przez
niego sagdowi, stanowi jego o$wiadczenie zawierajace informacj¢ o dowodzie
ztozona na podstawie art. 453 § 2 k.p.k., podlegajace ujawnieniu w trybie prze-
widzianym przez ten przepis (postanowienie SN z 4 stycznia 2005 r., V KK
388/04, OSNKW 2005 Nr 1, poz. 12; Lex Polonica Nr 373855).

19. Opinia powinna zawiera¢ opis metod i sposobu przeprowadzania badan, okre-
$lenie porzadku, w jakim je przeprowadzono, oraz przytaczaé wszystkie argu-
menty oparte na stwierdzonych okolicznosciach, ktére maja zwiazek z bada-

® nymi faktami, a ktére podbudowane sg fachowymi wyjasnieniami biegtych. ®
W tej czgsci biegli powinni uzasadni¢ swoje poglady wyrazone w koricowych
wnioskach (wyrok SN z 19 wrzesnia 1973 r., III KR 187/73, OSNKW 1974
Nr 1, poz. 18; Lex Polonica Nr 306678).

20. Jezeli materiat dowodowy dostarcza argumentéw przemawiajacych za réznigcymi
si¢ od siebie wersjami przebiegu zdarzenia, opinia bieglych takze powinna by¢
opracowana wariantowo z pozostawieniem wyboru wariantu sadowi, w zalezno-
$ci od oceny dowodéw przez niego dokonanej (wyrok SN z 8 listopada 1994 r.,
IIT KRN 157/94, OSNKW 1994 Nr 11-12, poz. 71; Lex Polonica Nr 298829).

21. Nalezy unika¢ odwolywania si¢ do dalszych opinii innych jeszcze bieglych,
a tym bardziej zwracania si¢ o opini¢ specjalistyczng o opiniach dotychczas
ztozonych (uchwata Zgromadzenia Ogélnego SN z 15 lipca 1974 r., Kw. Pr.
2/74, OSNKW 1974 Nr 10, poz. 179).

22. Nie ma zadnej réznicy w traktowaniu i ocenie opinii wydanej przez biegtego
sadowego lub innego bieglego powolanego w okreslonej sprawie przez organ
procesowy (wyrok SN z 5 lutego 1974 r., III KR 371/73, OSNKW 1974
Nr 6, poz. 117).

23. O przydatnosci biegtego, a posrednio o wartoéci opinii, decyduje jego wiedza
i jako§¢ oraz sposéb sporzadzenia opinii podlegajacej — jak kazdy zreszta do-
wod w sprawie — ocenie sadu (wyrok SN z 31 lipca 1981 r., IV KR 166/81,
OSNPG 1982 Nr 2, poz. 25).
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24. Dowdd z opinii bieglego oceniony by¢ musi z zachowaniem nastgpujacych
wskazan:

1) czy biegly dysponuje wiadomo$ciami specjalnymi, niezbednymi do stwier-
dzenia okolicznosci majacych istotny wplyw dla rozstrzygnigcia sprawy (art.
176 § 1 k.p.k. 2 1969 ., por. obecny art. 193 § 1 k.p.k.);

2) czy opinia bieglego jest logiczna, zgodna z doswiadczeniem zyciowym
i wskazaniami wiedzy (art. 4 § 1 k.p.k. z 1969 r., por. obecny art. 7 k.p.k.);

3) czy opinia ta jest pelna i jasna i nie zachodzi niewyjasniona sprzecznos¢
pomiedzy nig a inna opiniag ujemna w toku przewodu sadowego (art. 182
k.p.k. z 1969 r., por. obecny art. 201 k.p.k., arg. a contrario (wyrok SN
z dnia 6 maja 1989 r., IV KR 74/83, PiZ 1983/48).

25. Kazda opinia bieglych podlega ocenie sadu, jak kazdy inny dowéd w sprawie.
Sad jest przeciez powotany do skontrolowania logicznego biegu przestanek opi-
nii i do sprawdzenia jej wynikéw na podstawie materialu dowodowego sprawy.
Stad tez zaniechanie takiej oceny przedtozonych opinii w kontekscie ujawnio-
nych w sprawie dowoddéw stanowi istotne uchybienie regulom okreslonym
w art. 7 i 410 k.p.k. (wyrok SN z 12 pazdziernika 2006 r., IV K 236/06,
OSNwSK 2006 Nr 1, poz. 1958).

26. Organ prowadzacy postgpowanie przygotowawcze — podobnie jak sad orzeka-
jacy — ma obowiazek poddania kazdego dowodu rzeczowej ocenie, a gdy chodzi

® o opini¢ bieglego — w ocenie tej uwzgledniaé, czy biegly dysponowat materia- ®
lem niezbednym do jej wydania w sposéb zgodny z wymaganiami wspélcze-

snej wiedzy (postanowienie SN z 20 lipca 1977 r., V KZ 54/77, Lex Polonica

Nr 306676; Nowe Prawo 1980 Nr 5, s. 162; OSNKW 1977 Nr 9, poz. 108;

OSNPG 1977 Nr 12, poz. 125; Padistwo i Prawo 1979 Nr 6, poz. 175).

27. Przy ocenie nowego rodzaju dowodu niezbedne jest wyjasnienie, czy rzeczona
ekspertyza opiera si¢ na jednolitej i powszechnie przyjetej metodzie badawczej
(wyrok SN z 12 grudnia 1974 r., III CRN 305/74, niepubl.).

28. Widrozenie do praktyki sadowej w sprawach o ustalenie ojcostwa, w miare
rozwoju nauk biologicznych, srodkéw dowodowych o charakterze przyrod-
niczym (badanie kodu genetycznego DNA) nie moze prowadzi¢ do narusze-
nia zasad procesowych przez ograniczenie zakresu postgpowania dowodowe-
go i sedziowskiej oceny dowoddéw. Rozstrzygajace znaczenie nowego srodka
dowodowego nie zwalnia sadu od obowiazku oceny catoksztattu materiatu
dowodowego w ramach art. 233 § 1 k.p.c. (wyrok SN z 16 lutego 1994 r.,
IT CRN 176/93, Lex Polonica Nr 300765; OSNCP 1994 Nr 10, poz. 197;
Palestra 1995 Nr 3—4, s. 269; Prokuratura i Prawo 1995 Nr 7-8, s. 93; Prze-
glad Sadowy 1998 Nr 2, s. 97; Rejent 1995 Nr 5, s. 159; Wokanda 1994
Nr 6, s. 6).

29. Do oceny nowej, niezweryfikowanej metody kryminalistycznej nalezy zastoso-
wac kryterium metodologicznej nienagannosci metody, a organy postgpowania
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maja obowiazek oceny opinii bieglego w swietle wymagan wspétczesnej wiedzy
(wyrok SN z 5 listopada 1999 r., V KKN 440/99, Lex Polonica Nr 343019;
Biul. SN 1999 Nr 11 s. 19; Krakowskie Zeszyty Sadowe 1999, Nr 12, poz. 18;
OSNKW 1999 Nr 11-12, poz. 76; Palestra 2000 Nr 2-3, s. 172; Palestra
2000 Nr 5-06, s. 246; Paristwo i Prawo 2000 Nr 4, s. 109; Prokuratura i Prawo
—dod. 2000 Nr 2, poz. 15; Wokanda 2000 Nr 4, s. 22).

W stosunkowo krétkim czasie ekspertyzy sporzadzane przez bieglych z zakresu
genetyki sadowej znalazly zastosowanie procesowe i uznanie orzecznictwa sadowego.
1. Czg$¢ DNA jest identyczna dla wszystkich ludzi, co jest oczywiste, bo wszyscy

ludzie naleza do jednego gatunku. Istnieja jednak jego fragmenty wyjatkowe dla

kazdej osoby. Niepowtarzalno$¢ takich fragmentéw jest o wiele wigksza niz uzy-
wane powszechnie do identyfikacji odciski palcéw (wyrok Sadu Apelacyjnego

w Biatymstoku z 11 stycznia 2007 r., Il AKa 265/06, Prokuratura i Prawo 2007,

dod. ,,Orzecznictwo” Nr 12, poz. 30).

2. Oczekiwanie na sporzadzenie opinii z zakresu badari genetycznych DNA sta-
nowi w mys$l art. 263 § 4 k.p.k. podstawe do przedtuzenia stosowania tymcza-
sowego aresztowania wobec podejrzanego na okres oznaczony, przekraczajacy
terminy okreslone w § 2 i 3 powotanego powyzej przepisu (postanowienie SN
z 29 czerwca 2000 r., IV KZ 47/00, niepubl.).

@ 3. Jesli objete trescia zarzutu dziatanie skazanego nie musiato doprowadzi¢ do po- @
zostawienia przez niego $ladéw krwi i nasienia na odziezy pokrzywdzonej, to
pominiecie przez sad meriti dowodu z opinii bieglych z zakresu badari gene-
tycznych nie miato wplywu na tre$¢ wyroku (postanowienie SN z 6 listopada
2007 r., III KK 372/07, Lex Nr 351227).

4. Badanie DNA jest tylko jednym z dowodéw podlegajacych ocenie na tle cato-
ksztattu zebranego w sprawie materialu dowodowego. Wynik badari genetycz-
nych DNA nie moze w sprawie by¢ oceniany w oderwaniu od innych dowodéw
(postanowienie SN z 25 stycznia 2004 r., II KK 141/03, Lex Nr 83741).

5. Opinia z zakresu hemogenetyki wydana przez biegltych dotyczyta pochodzenia
$ladéw krwi zabezpieczonych na butach i odziezy oskarzonych. Biegli stwierdzili,
iz zabezpieczone $lady krwi sa $ladami krwi ludzkiej pochodzacej od réznych
os6b, ale nalezy wykluczy¢, aby pochodzily od ofiar. Profile genetyczne sladéw
nie byly zgodne z profilem DNA krwi pokrzywdzonych. (...) Pominigcie tresci
tych opinii (takze traseologicznej — przyp. aut.) w materiale dowodowym, ktéry
podlegat ocenie sadu, i brak podjecia proby pogltebionej ich oceny poprzez bez-
posrednie przestuchanie biegtych wydajacych te opinie stanowi istotne narusze-
nie obowiazku wszechstronnego wyjasnienia sprawy i uwzgledniania dowodéw
zaréwno na korzy$¢, jak i niekorzy$¢ oskarzonych. Wykluczenie pochodzenia
Sladéw krwi zabezpieczonych na butach i odziezy oskarzonych od pokrzywdzo-
nych oraz fake, iz jedyny zabezpieczony na miejscu zdarzenia nadajacy si¢ do
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traseologicznych badari identyfikacyjnych odcisk buta nie pochodzi od zabez-
pieczonych butéw oskarzonych, stanowia okolicznosci, ktére musza podlegaé
ocenie sadu meriti. Na obecnym etapie postgpowania czynienie jakichkolwiek
ocen w tym zakresie przez sad odwolawczy naruszatoby zasad¢ dwuinstancyjno-
§ci, a bez uzyskania wiadomosci specjalnych od bieglych, np. w zakresie mozli-
wosci i skutecznosci usuwania $ladéw krwi z butéw i odziezy czy tez nakladania
si¢ kolejnych $§ladéw na poprzednie i wpltyw tego na badanie profilu genetycz-
nego, byloby czysta spekulacjg. Kwestie te winny by¢ przedmiotem szczegéto-
wych ustalen sadu I instancji, a nie oceny Sadu Apelacyjnego na obecnym etapie
postgpowania. Stad bardziej szczegétowe odniesienie si¢ do tych kwestii nie jest
mozliwe (wyrok Sadu Apelacyjnego w Katowicach z 8 marca 2007 r., Il AKa
305/06, Prokuratura i Prawo 2007, dod. ,,Orzecznictwo” Nr 11, poz. 18).

6. Dla identyfikacji ludzkich zwlok w kontekscie dowodowym sprawy znaczenie
maja badania genetyczne DNA, jednak istnieja inne mozliwosci identyfikacji
zwlok, a brak w tym zakresie dowodu z badan genetycznych nie moze podwazaé
wiarygodnosci tej innej czynnos$ci dowodowej (wyrok Sadu Apelacyjnego w Ka-
towicach z 25 stycznia 2006 r., Il AKa 436/05, Prokuratura i Prawo 2006, dod.
,Orzecznictwo” Nr 11, poz. 25).

Pozytywne wyniki badari nad markerami DNA drzew pozwolily na wyodreb-
® nienie cech gatunkowych i osobniczych. Wyniki badan zostaly wykorzystane jako ®
metoda identyfikacji drewna pochodzacego z kradziezy w postgpowaniach karnych.
Sporzadzone w tym zakresie opinie znalazty zastosowanie w post¢gpowaniach dowo-

dowych. Przyktady:

1. Opinia ,,Czy material dowodowy w postaci dwéch fragmentéw drewna sosny
pochodzi z jednego pnia’, wykonana na zlecenie Sadu Rejonowego w Radzyniu
Podlaskim, V Wydziat Grodzki (V K 255/07/R).

2. Opinia ,,Czy materiat dowodowy w postaci dwéch fragmentéw drewna brzozy
jest tozsamy genetycznie i czy pochodzi z tego samego drzewa”, wykonana na zle-
cenie Sadu Rejonowego w Zlotowie, Wydziat II Karny (II K 349/07). Sprawca
kradziezy zostat skazany prawomocnym wyrokiem.

3. Opinia ,,Czy DNA drewna zabezpieczonego na posesjach oskarzonego odpowia-
da DNA drewna pochodzacego z oddziatu 49m i 49i”, wykonana na zlecenie
Sadu Rejonowego w Zielonej Gérze (VII K 246/06). Sprawca kradziezy zostat
skazany prawomocnym wyrokiem.

4. Opinia ,,Czy material dowodowy w postaci fragmentéw drewna olszy czarnej
zabezpieczonych na terenie posesji podejrzanego pochodzi z drzew Laséw Pan-
stwowych (LP) administrowanych przez Nadlesnictwo Plorisk”, wykonana na
zlecenie Nadle$nictwa Plonsk, potwierdzita pochodzenie materialu dowodowe-
go i materiatu poréwnawczego z tego samego drzewa (S-10/06).
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5. Opinia ,,Czy material dowodowy w postaci fragmentéw drewna $wierka po-
spolitego oraz brzozy zabezpieczony na podwérzu osoby podejrzanej pochodzi
z drzew Laséw Panstwowych (LP) gospodarowanych przez Nadlesnictwo Kol-
budy”, wykonana na zlecenie Nadlesnictwa Kolbudy, potwierdzita pochodzenie
materiatu dowodowego i materiatu poréwnawczego z tego samego drzewa brzo-
zy. W sprawie rozpatrywanej przez Sad Rejonowy w Kartuzach (II K 88/08)
zapadl wyrok skazujacy.

6. Dopuszczenie przez Sad Rejonowy w Lubartowie, II Wydziat Karny dowodu
w postaci ekspertyzy Zakladu Genetyki Uniwersytetu im. Kazimierza Wielkiego
w Bydgoszczy w sprawie o kradziez drewna d¢bu spowodowato przyznanie si¢
podejrzanego do winy i dobrowolne poddanie si¢ karze (V K 216/09).

7. Opinia ,,Czy igly $wierka ktujacego zabezpieczone w bagazniku samochodu po-
dejrzanego pochodza z drzew poszkodowanego”, wykonana na zlecenie Policji
we Wroctawiu. Sprawa zostata wniesiona do sadu (sygn. akt VII K 106/09).

8. Straznicy lesni Nadle$nictwa Durowo (RDLP w Pile), prowadzac postgpowa-
nie przygotowawcze w sprawie o kradziez z pnia drewna olchowego, przestali
pobrany w lesie material do badani genetycznych DNA. Opinia biegtych prze-
prowadzona w sprawie (VI K 602/08) wykazata, ze pobrane prébki materia-
tu poréwnawczego sa tozsame genetycznie (prawdopodobiefistwo pierwszej
préby wyniosto 99,999999866%, a drugiej 99,999999982%). Sad Rejonowy

® w Wagrowcu uznat oskarzonego winnym dokonania kradziezy drewna z lasu ®
panstwowego.

9. Pozytywne wyniki analiz DNA drewna, zakwestionowanego na terenie firmy,
a takze w trakcie kontroli transportu na terenie Nadlesnictwa Ruszéw (RDLP
we Wroctawiu), byly podstawa wyrokéw skazujacych wobec sprawcéw jego kra-
dziezy (I K 902/11 oraz I K 941/11).

10. Opinia Instytutu Genetyki Sadowej w Bydgoszczy (IGS-140/2011) z 14 pai-
dziernika 2011 r. dla Sadu Rejonowego w Braniewie do sprawy karnej o bez-
prawny wyrab i kradziez drewna z art. 278 § 1 k.k. (I K 777/10) zawierata
wnioski:

1) préby oznaczenia profilu genetycznego fragmentu kory sosnowej w zakresie
loci STR Pinus s. daty wynik negatywny z powodu zbyt matej ilosci lub de-
gradacji DNA;

2) fragment, a mianowicie szczapa drewna sosnowego, charakteryzuje si¢ profi-
lem genetycznym w zakresie loci STR Pinus 5. zgodnym z profilem genetycz-
nym materiatu referencyjnego zabezpieczonego z pnia sosny.

Czestos¢ profilu genetycznego oznaczonego we fragmencie drewna zabezpie-

czonego i w materiale referencyjnym wynosi 0,00000000000000081, tj. 1 na

1234 567 901 234,57.

11. Wyrok Sadu Rejonowego w Koriskich z 30 maja 2012 r. (Il K 197/12) —
uznanie oskarzonego Marka D. za winnego popetnienia przestgpstwa wyrgbu
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i kradziezy drzewa. Opinig opracowano po przeprowadzeniu badari DNA drew-
na wykonanych w Laboratorium Genetyki Molekularnej Zaktadu Hodowli
Lasu i Genetyki Drzew Le$nych Instytutu Badawczego Lesnictwa w S¢kocinie
Starym z 29 lutego 2012 r. do sprawy nr NS-026-1/12, dotyczacej przepro-
wadzenia badan metoda DNA brzozy brodawkowatej Betula pendula w celu
potwierdzenia badZ wykluczenia tozsamosci genetycznej dwéch prébek drew-
na brzozowego. Whnioski: prébki materialu poréwnawczego majg identyczny
profil genetyczny z probka materiatu dowodowego. W opinii stwierdzono, ze
material dowodowy z pnia brzozy stanowit przed rozdzieleniem z materialem
poréwnawczym w postaci prébki drewna brzozowego jedng catos¢ z 98-pro-
centowym prawdopodobieristwem.

12. Wyrok Sadu Rejonowego we Whoszczowie z 11 maja 2012 r. (II K 805/10)
— uznanie oskarzonego Mirostawa M. za winnego popetnienia przestgp-
stwa wyrebu i kradziezy drzewa. Opini¢ opracowano po przeprowadzeniu
badan DNA drewna wykonanych w Laboratorium Genetyki Molekularnej
Zaktadu Hodowli Lasu i Genetyki Drzew Lesnych Instytutu Badawczego
Le$nictwa w Sgkocinie Starym z 15 kwietnia 2011 r. do sprawy nr NS-
-16-16-026/5/24/2010, dotyczacej przeprowadzenia badad metoda DNA
sosny pospolitej Pinus sylvestris w celu potwierdzenia badz wykluczenia
tozsamosci genetycznej dwéch prébek drewna sosnowego. Na podstawie

® wynikéw analizy wielkosci fragmentéw DNA stwierdzono, ze prébki ma- ®
teriatu dowodowego majg profil genetyczny identyczny z probkami mate-
rialu poréwnawczego. Wedlug opinii material poréwnawczy z pnia sosny
oznaczony nr 1 przed rozdzieleniem z materialem dowodowym w postaci
probki drewna sosnowego nr 2 stanowit jedng cato$¢ z prawdopodobieni-
stwem 99,51%.

13. Wyrok Sadu Rejonowego we Whoszczowie z 29 maja 2012 r. (I K 796/11)
— uznanie oskarzonego Andrzeja M. za winnego popelnienia przestgpstwa
wyrebu i kradziezy drzewa. Badania DNA drewna wykonano w Laborato-
rium Genetyki Molekularnej Zaktadu Hodowli Lasu i Genetyki Drzew Le-
$nych Instytutu Badawczego Le$nictwa w S¢kocinie Starym z 15 listopada
2011 r. i na ich podstawie opracowano opini¢ do sprawy nr NS-16-16-026—
—14/2011, dotyczacej przeprowadzenia badan metoda DNA brzozy brodaw-
kowatej Betula pendula w celu potwierdzenia badZ wykluczenia tozsamosci
genetycznej dwéch prébek drewna brzozowego. Na podstawie wynikéw
analizy wielkosci fragmentéw DNA stwierdzono, ze prébki materiatu do-
wodowego majg identyczny profil genetyczny z probkami materiatu poréw-
nawczego. Wedtug opinii material poréwnawczy oznaczony nr 1 przed roz-
dzieleniem z materialem dowodowym w postaci prébki drewna brzozowego
nr 2 stanowil jedna cato$¢, z prawdopodobiedstwem 99,89%. IX Wydziat
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Karny-Odwotawczy Sadu Okregowegow Kielcachwyrokiemz8listopada2012r.
(IX K 131/12) utrzymat zaskarzony wyrok w mocy, uznajac apelacje za oczy-
wiscie bezzasadna.

14. Wyrok Sadu Rejonowego we Whoszczowie z 19 czerwca 2012 r. (IT K 281/12) —
uznanie oskarzonego Stanistawa T. za winnego popetnienia przestgpstwa wyrgbu
i kradziezy drzewa. Badania DNA drewna wykonano w Laboratorium Genety-
ki Molekularnej Zaktadu Hodowli Lasu i Genetyki Drzew Lesnych Instytutu
Badawczego Le$nictwa w Sgkocinie Starym z 26 kwietnia 2012 r. do sprawy
nr NS-16-16-026-8/2012, dotyczacej przeprowadzenia badari metoda DNA
olszy czarnej Alnus glutinosa Gaertn. w zakresie potwierdzenia badz wyklucze-
nia tozsamosci genetycznej obydwu prébek drewna olszowego. Na podstawie
wynikéw badania stwierdzono, ze prébki materiatu dowodowego maja iden-
tyczny profil genetyczny z prébkami materiatu poréwnawczego, z prawdopo-
dobieristwem 99,88%. Wniosek: materiat poréwnawczy z pnia olszy oznaczony
nr 1 przed rozdzieleniem z materiatem dowodowym w postaci prébki drewna
olszowego nr 2 stanowit jedng calo$¢ z prawdopodobiefstwem 99,88%.

15. Opinia Instytutu Genetyki Sadowej w Bydgoszczy nr 1GS-334/2010 z 16 lipca
2010 r., wydana dla Nadlesnictwa Dgbica na podstawie profilowania polimor-
fizmu DNA przestanego materiatu dowodowego — krazkéw drewna jodtowego.
Z zabezpieczonego materiatu przekazano do ekspertyzy:

® 1) material dowodowy (zabezpieczony na posesji sprawcy) — dwa krazki drewna ®
jodtowego,
2) material poréwnawczy (pobrany w lesie z wierzchotkéw bezprawnie $cietych
drzew) — dwa krazki drewna jodlowego.

Poréwnanie oznaczonych profili genetycznych pozwolito na uzyskanie wyniku,
ktéry z wysokim prawdopodobiefistwem (powyzej 99%) potwierdzil pochodzenie
krazka drewna jodlowego zabezpieczonego na posesji z jodly z lasu paristwowego,
z ktérego pobrano material poréwnawczy. Przeprowadzenie ekspertyzy krymina-
listycznej do sprawy S-6-2/1/10 i pozytywny wynik badania odegraly decydujaca
rol¢ w wydaniu wyroku skazujacego przez Sad Rejonowy w Debicy — wyrokiem na-
kazowym z 2 wrze$nia 2010 r. uznat on Zbigniewa S. za winnego z art. 290 § 1 k.k.
wzw. zart. 278 § 1 k.k. II K 696/10).

Przedstawione fragmenty orzeczen Sadu Najwyzszego i sadéw apelacyjnych,
a takze sadéw I instancji odnosnie do dowodowej roli opinii z badart DNA w trak-
cie procesu karnego potwierdzaja, ze takie badania dostarczajg istotnych dowodéw,
ktérych warto$¢ dla poczynienia ustalert w toku postgpowania karnego jest niepod-
wazalna. Taki dowéd nie moze by¢ jednak oceniany w oderwaniu od innych do-
wodéw ujawnionych w trakcie postgpowania. Organy procesowe nie moga a priori
przyjmowa¢ ani odrzucaé¢ wynikéw opinii z badan DNA; wyniki te musza znalezé
odzwierciedlenie w materiale dowodowym. Chociaz podlegaja one, tak jak inne
dowody, swobodnej ocenie sadu (Grzeszczyk 2005), to organ procesowy, oceniajac
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material dowodowy, w kazdym przypadku powinien bra¢ pod uwage opini¢ opra-
cowang na podstawie badant DNA (jezeli zostata w sprawie uzyskana). Nieuzyskanie
w toku procesu karnego opinii z badart DNA lub brak jej oceny moga stad si¢ pod-
stawa do sformufowania zarzutéw w postgpowaniu odwotawczym.

2.10. Stwierdzenia koncowe i wnioski

Od 1984 r., kiedy to sir Alec ]. Jeffreys, uczony z angielskiego Uniwersytetu w Lei-
cester, wpadt na pomyst identyfikacji cztowieka na podstawie jego niepowtarzalnego
taricucha DNA, rozwdéj genetyki sprawil, ze kryminalistyka zaczgta z powodzeniem
wykorzystywaé badania DNA. Pozwalaja one na odtworzenie przebiegu zdarzenia
oraz niekwestionowane powiazanie ofiary lub podejrzanego z konkretnym przestep-
stwem. Metoda ta zrewolucjonizowata nauki sadowe co najmniej tak jak dakty-
loskopia wiek wczesniej (Wdjcikiewicz 2008). Wyniki badan DNA stuza realiza-
Gji celéw procesu karnego, poniewaz mozna zaliczy¢ je do materiatu dowodowego
bedacego podstawa orzeczenia o winie i karze (Klejnowska 2006). Analiza §ladéw
genetycznych (DNA), pomimo réwnorzednego traktowania dowodéw w poste-
powaniu karnym, jest uznawana za dowdd trudny do podwazenia, gdyz poziom
bledu takich badari jest bardzo niski. W rezultacie analizy wynikéw testéw ze 160
® laboratoriéw z 31 krajéw, przeprowadzonych w latach 1993-2003 przez GEDNAP ®
(German DNA Profiling Group), ustalono $redni poziom bledu na 0,89%, czyli od
2,1% do 0,4%, z tendencja malejaca (Wojcikiewicz 2008). To powoduje, ze opinie
opracowywane na podstawie badari genetycznych zyskuja na randze i czgsto w po-
wszechnym rozumieniu sa utozsamiane z dowodem ostatecznym, przesadzajacym
o winie lub niewinnosci oskarzonego (Kowalczyk 2011). O zwigkszajacej si¢ roli
opinii z badan genetycznych w procesie karnym $wiadcza takze dane statystyczne,
z ktérych wynika, ze w sprawach karnych systematycznie rosnie liczba ekspertyz
dotyczacych takich badan (Sottyszewski 2007).

Nalezy jednak pamigtal, ze $wietle art. 92 k.p.k. podstawe orzeczenia moze
stanowi¢ tylko catoksztatt okolicznosci ujawnionych w postgpowaniu, majacych
znaczenie dla rozstrzygnigcia. Przepis ten, oprécz wskazania faktycznej podstawy
orzeczeni, wraz z zasada legalizmu (art. 10 § 1 k.p.k.), zobowiazuje takze organ pro-
cesowy do przeprowadzenia postgpowania dowodowego w kazdej sprawie Sciganej
zurzgdu —art. 9 § 1 k.p.k. (Lisiecki, Jaguszewska 2002). Ponadto w obowigzujacym
stanie prawnym orzeczenia Sadu Najwyzszego nie sg bezwzglednie obowiazujace dla
organéw procesowych, chociaz bez watpienia maja istotny wplyw na praktyke sto-
sowania prawa, stanowig jego wykladni¢ i okreslaja kierunek orzekania sadowego.
Podkresli¢ wszak nalezy, ze opinia biegtych lub placéwki naukowej wydana w jakiej-
kolwiek sprawie i dotyczaca jakiegokolwiek problemu procesowego nie moze by¢
bezkrytycznie przyjmowana przez organy procesowe. Wnioski wynikajace z opinii
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powinny by¢ zawsze umieszczone w sprawie w kontekscie dowodowym, skonfron-
towane z innymi dowodami, a sama metoda dojscia przez biegtych lub specjali-
styczng placéwke naukows do okreslonych konkluzji takze musi by¢ weryfikowana,
albowiem przyjeta metoda badawcza oraz sposéb przeprowadzenia badan rzutuja na
merytoryczna tres¢ opinii.

Polska jest prawdopodobnie jednym z pierwszych krajéw na swiecie dysponuja-
cych mozliwoscig analiz DNA drzew lesnych w kryminalistyce. Sprzyja temu struk-
tura wlasnosci laséw, ktérych ponad 83% nalezy do Skarbu Paristwa i jest admini-
strowane przez Lasy Pafistwowe. Trudno sobie wyobrazi¢ prowadzenie podobnych
badant w krajach, w ktérych wigkszo$¢ laséw jest prywatna, np. w Austrii i Por-
tugalii. Mozliwy bedzie réwniez powrét do spraw, ktére znalazly si¢ w archiwum
(Bosakowska 2011).

Dowdd z badari DNA zostal uznany za jeden z niewielu obiektywnych srodkéw
dowodowych, co znalazlo uznanie m.in. w prawie Unii Europejskiej, zalecajacym,
aby ,badania DNA wykonywane byly w kazdym mozliwym przypadku, bez wzgledu
na wagg popelnionego czynu” (Lewandowska 2006). Rekomendacja Ministréw Rady
Europy Nr R (92) 1 w sprawie wykorzystania analizy kwasu deoksyrybonukleinowego
(DNA) w postgpowaniu karnym, ktéra przyjeto 10 lutego 1992 r., okresla: zasady
pobierania prébek do analizy DNA, warunki dopuszczalno$ci przeprowadzania ta-
kich analiz, wymogi, jakim powinny odpowiada¢ laboratoria lub inne instytucje prze-

® prowadzajace badania, oraz zasady ochrony danych, a takze przechowywania prébek ®
i wynikéw analiz.

Analiza DNA jako $rodek dowodowy otwiera nowe mozliwosci w sprawach kar-
nych o kradziez drewna prowadzonych przez Straz Lesna lub Policje. Metoda ta
doskonale wpisuje si¢ w ewolucje polskiej procedury karnej w kierunku nadania
wickszego znaczenia zasadzie kontradyktoryjnosci. Oznacza to, ze oprdcz zyskania
srodka dowodowego to oskarzyciel, w ramach zasady konfrontagji stron, bedzie mu-
sial wykaza¢ si¢ wicksza aktywnoscia i inicjatywa dowodowa niz organ procesowy.
W postgpowaniu procesowym sad bedzie przeprowadza¢ dowody tylko w szczegél-
nych wypadkach, a gromadzenie dowodéw znajdzie si¢ w gestii stron.
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Pierwsze podstawy genetyki sadowej opracowat juz w 1900 r. Karl Landsteiner dzie-
ki odkryciu grup krwi ABO, identyfikujacych pokrewienistwo migdzy osobami. Po
odkryciu w 1953 r. zapisu kodu genetycznego w komérkach ludzkich pod postacia
czasteczek DNA (Watson i Crick, Nagroda Nobla w 1954 r.), juz w 1984 r. zasto-
sowano poréwnanie struktury czasteczek DNA w celu potwierdzenia pochodzenia
skazanego. W 1986 r. analiza DNA pozwolita zidentyfikowad sprawceg dwéch mor-
derstw w Wielkiej Brytanii, po uprzednim przebadaniu 5000 podejrzanych (Seton
1988). Obecnie analiza profili DNA jest powszechnie stosowang metoda identyfi-
kacji 0s6b i stanowi mocny dowdd w procesach karnych.

Czasteczki kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) sa no$nikiem informacji
genetycznej (inaczej kodu genetycznego) okreslajacej wszystkie cechy strukturalne
i funkcjonalne danego organizmu. Precyzyjny ukiad kombinagji czterech par zasad
nukleinowych: A — adeniny, T — tyminy, C — cytozyny i G — guaniny, stanowi uni-
kalny zapis informacji genetycznej, charakterystycznej dla danego gatunku, a nawet
osobnika. Dzi¢ki informacji genetycznej zakodowanej w sekwencjach zbudowanych
z par zasad nukleinowych A, T, C i G powstaja biatka, ktérych podstawowymi funk-
cjami s3 ksztaltowanie struktury materii organicznej oraz kataliza (jako enzymy)
wszystkich reakcji biochemicznych zachodzacych w komérkach. Poza fragmenta-
mi taricucha DNA kodujacymi informacj¢ o funkcjonalnych biatkach (struktural-
nych i enzymatycznych) tzw. niekodujace fragmenty DNA s3 zrédlem zmiennosci
(polimorfizmu) w budowie, a co za tym idzie — precyzyjnej charakterystyki osob-
niczej badanej prébki. Zmiany osobnicze powstaja w czasteczkach DNA w wyniku
mutacji pojedynczych par zasad lub wigkszych sekwencji kwaséw nukleinowych.
Prowadzi to do utrwalenia zmian np. w DNA mitochondrialnym, do dzi$§ naj-
czgéciej badanym materiale genetycznym potwierdzajacym pokrewienstwo ludzi
i zwierzat w linii matecznej.

(N T
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Genetyka sadowa ma na celu dostarczenie dowodéw w sprawie karnej na pod-
stawie charakterystyki kodu genetycznego materiatu dowodowego (pobranego na
miejscu przestgpstwa) i poréwnawczego (referencyjnego, pobranego od domniema-
nego sprawcy).

W genetyce sadowej badane sa profile genetyczne organizméw, poczawszy od
ludzi i zwierzat, skoficzywszy na roélinach i mikroorganizmach. Sposéb pobrania
materiatu biologicznego do badan jest kluczowym elementem umozliwiajacym wy-
konanie analiz czasteczek DNA w laboratorium.

Przede wszystkim przy zabezpieczaniu materiatu do badan DNA na miejscu
przestepstwa nalezy zachowad podstawowe zasady czystosci (r¢kawiczki) i prze-
strzega¢ whasciwych warunkéw przechowywania prébek, czasteczki DNA s3 bo-
wiem bardzo wrazliwe na dzialanie czynnikéw atmosferycznych i ulegaja natych-
miastowej degradacji w temperaturze powyzej 4°C, gléwnie na skutek dziatania
enzyméw proteolitycznych (tnacych fanicuch DNA na mate kawatki). W warun-
kach trwania proceséw zyciowych, dzigki energii pozyskanej z procesu oddycha-
nia, integralno$¢ czasteczek DNA jest chroniona i podtrzymywana przez szereg
biatek i reakeji biochemicznych. Degradacja nosnika informacji genetycznej po
ustaniu funkeji zyciowych organizmu stanowi swoiste zabezpieczenie przed wy-
dostaniem si¢ tej informacji poza §rodowisko komérkowe. Tym niemniej zawsze
jaka$ czes¢ taricuchéw DNA moze pozostaé w dobrym stanie nawet w obumar-

@ tych komérkach (w skamieniatosciach, srodowisku beztlenowym na dnie jezior), @
ktére s3 cennym zrédtem informacji stuzacych identyfikacji szczatkéw materii
organiczne;j.

Material przeznaczony do analiz sadowych jest nast¢pnie przesytany do labo-
ratorium, w ktdrym pozyskuje (ekstrahuje) si¢ i analizuje czasteczki DNA, aby
uzyska¢ profil genetyczny danej prébki. Najczesciej badanymi w celu identyfikacji
osobniczej fragmentami DNA sa tzw. regiony krétkich powtérzen, zwane tak-
ze sekwencjami mikrosatelitarnymi (ang. SSR lub STR). Sekwencje te, potozone
w niekodujacych regionach genomu, s3 zbudowane z dtugich tandemowych po-
wtérzen, najczgéciej dwéch, trzech lub czterech par zasad, a dlugos¢ powtdrzen
jest cecha charakterystyczna danego gatunku i osobnika. W populacji ludzkiej wy-
starczy analiza dziewigciu loci STR, aby z prawdopodobienstwem bliskim 1 : 106
okredli¢ profil genetyczny. W przypadku analizy materiatu rodlinnego (np. drew-
na pobranego z miejsca kradziezy) analiza czterech Joci DNA mikrosatelitarnego
umozliwia wykluczenie badZ potwierdzenie identycznoséci materiatu dowodowego
z poréwnawczym nawet na poziomie 99,99%.

Na strukture genetyczna populacji danego gatunku ma wplyw szereg czynni-
kéw biotycznych (mutacje, selekcja naturalna i dryf genetyczny) oraz czynnikéw
abiotycznych, zwigzanych z dziatalnoscia cztowieka. W genetyce populacyjnej przyj-
muje si¢, ze populacje drzew lesnych znajduja si¢ w tzw. réwnowadze Hardy’ego-
-Weinberga, ktéra zaklada m.in. zachowanie tego samego poziomu czgstosci alleli
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i genotypéw w populacji w kolejnych pokoleniach, gléwnie dzi¢ki udzialowi wszyst-
kich osobnikéw danego gatunku w reprodukeji. Ponadto réwnowaga Hardy’ego-
-Weinberga zaktada brak selekcji, mutacji i migracji, ktére w znaczacy sposéb zmie-
niajg czgsto$¢ wystgpowania alleli w populacji (King i Stanfield 2002). Prawidtowo
zaplanowany i przeprowadzony zbiér materiatu roslinnego z pojedynczych drzew
umozliwia miarodajng analiz¢ DNA, z minimalnym ryzykiem pominigcia alleli cha-
rakterystycznych dla puli genowej danego gatunku.

3.1. Podstawy analiz czasteczek DNA

3.1.1. Zasady prawidtowego zabezpieczania w terenie materiatu
dowodowego i poréwnawczego do badari DNA

Do badat DNA wystarczy niewielka ilo$¢ materialu organicznego, gdyz rodzaj tka-
nek (lis¢, igly, drewno, korzen) oraz cechy ilosciowe (piersnica, wysoko$¢ i miazszo$¢)
prébek drewna nie wplywaja na wynik badania. Kazda komérka organizmu (poza
komérkami rozrodczymi, ktére majg potowe informacji genetycznej) ma identyczny
profil DNA, co jest ogromna zaleta w procesie identyfikacji poszczegdlnych fragmen-
® téw danego osobnika. Duzg zaletg tych analiz jest takze szybko$¢ ich wykonania oraz ®
niezalezno$¢ ich wynikéw od wieku drzewa, z ktérego pobrano prébki. Do badan
DNA wystarczy niewielka ilo§¢ materiatu zebranego w terenie. Na ogét wymagane
jest dostarczenie ok. 100 mg drewna, nasion, lisci lub igiet (ramka 1).

Ramka 1. Przyktady materiatu dowodowego i poréwnawczego, ktéry mozna pobierac
do analiz DNA

Materiat dowodowy Przyktady

Wyrzynki (najlepiej z tykiem)
z drewna stosowego (watkow, dtuzyc itd.) | /

Sortyment tartaczny

‘ ‘ DNA druk.indd 49 @ 2014-05-26 09:21:59 ‘ ‘



50

3. Identyfikacja drewna na podstawie analiz DNA

Materiat dowodowy Przyktady

Igty drzew iglastych (sosny, Swierka)

Blaszki lisciowe (debu, buka, olszy,
brzozy)

Pniaki drzew na zrebie, z ktérych
pozyskano probki drewna do analiz

Fot. J. A. Nowakowska, M. Klisz

Najwi¢cej DNA znajduje si¢ w tkankach zywych, w ktérych dokonujg si¢ po-
dzialy komérkowe, a wigc w pakach, lisciach i igtach mtodych pedéw oraz w kam-
bium pnia lub galezi. Pozyskanie kwaséw nukleinowych z innego typu materia-
tu, czyli uspionych pakéw, rozwinigtych lisci i igiet, zrzezéw, nasion i drewna jest
réwniez mozliwe, ale wymaga dodatkowej ostroznosci w czasie przechowywania od
zbioru do ekstrakeji czasteczek DNA. Te czasteczki szybko ulegaja degradacji, np.
w usychajacych czy gnijacych tkankach, gléwnie z powodu dziatania enzyméw pro-
teolitycznych, aktywnych w dodatnich temperaturach. Zebrany material roslinny
(paki, liscie, igly, drewno) powinien by¢ zatem przed wykonaniem analiz przecho-
wywany w Srodowisku suchym (przy wilgotnosci powietrza nie wigkszej niz 40%)
oraz w niskiej temperaturze (najlepiej ponizej 0°C). Przechowywanie tkanek roslin-
nych w alkoholu lub formalinie jest odradzane, gdyz moze powodowaé uszkodzenia
taricucha DNA (Qiagen 2002).

W celu identyfikacji materiatu dowodowego i poréwnawczego dla potrzeb pro-
cesowych opracowano dla Strazy Lesnej podreczny zestaw IBL DNA-1 (ryc. 7),
stuzacy do prawidlowego zabezpieczenia materiatu dowodowego i poréwnawczego
w terenie. Na zestaw skladajg si¢: pilarka spalinowa, siekierka, dtutko, torby pa-
pierowe, ta$ma miernicza, latarka elektryczna, aparat fotograficzny, lupa, wodood-
porne pisaki, wodoodporna tasma klejaca, rekawiczki gumowe, skalowana linijka,
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numerki plastikowe, opakowania z folii na metryczki, lak, sznurek pakowy, néz oraz
komplet drukéw procesowych.

Ryc. 7. Podreczny zestaw IBL DNA-1 do pobierania materiatu do analiz DNA
(fot. J. A. Nowakowska)

Podczas ogledzin miejsca kradziezy drewna dla potrzeb procesowych Strazy Le-
$nej powinny by¢ zachowane nastg¢pujace zasady:

* Minimalna ilo§¢ wymaganego do analiz DNA materiatu to 100 mg (dwie igly,
jeden li$¢, kawatek drewna wielkosci zapatki). Najlepiej odcia¢ i zabezpieczy¢
krazki lub wyrzynki drewna wielkosci od kilku do kilkunastu centymetréw.

* Prébki materiatu roslinnego powinny by¢ umieszczone w papierowych koper-
tach opisanych wodoodpornym pisakiem.

* Do probek powinna zosta¢ dolaczona réwniez dokumentacja fotograficzna
z opisem wykonanym na policyjnych metryczkach (na podstawie art. 207 § 1
iart. 143 § 1 pke 3 k.p.k.).

* Pobrany material przed wysytka najlepiej przechowywaé w niskiej temperaturze
(w przeno$nym termosie z suchym lodem), chroniac go przed wilgocia i ekspo-
zycja na $wiatlo stoneczne.

* DPobrany w terenie material dowodowy i poréwnawczy nie powinien by¢ starszy
niz:

— cztery lata dla drewna suchego,
— trzy—cztery miesiace dla materiatu poréwnawczego (pniaki w terenie).

e Okres przechowywania materialu organicznego w niskich temperaturach
(=70°C) nie powinien przekracza¢ trzech lat.
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Przyktadowy materiat przywiezionego do laboratorium drewna brzozowego
zabezpieczonego w terenie, wraz z prawidlowym opisem, przedstawiono na ryc. 8.

Ryc. 8. Prawidtowo opisany materiat roslinny wraz z dokumentacja pisemna i fotograficzna,
przestany do laboratorium analiz DNA (fot. J. A. Nowakowska)

3.1.2. Ekstrakcja DNA genomowego i ocena jakosciowa

Analizy DNA sa wykonywane w laboratoriach dysponujacych odpowiednia apara-
turg badawcza i do§wiadczeniem w badaniu DNA drewna.

Istnieje szereg technik ekstrakcji DNA (Dellaporta i in. 1983, Bowtell 1987,
Doyle i Doyle 1990, Qiagen 2002). Ich pierwszym etapem jest zniszczenie (liza)
$cian komérkowych, umozliwiajace wydzielenie kwaséw nukleinowych z tkanek ro-
Slinnych, grzybowych i zwierzecych (Sambrook i Russell 2001).

Ekstrakcja DNA z tkanek diploidalnych (z podwéjnym garniturem chromoso-
moéw — 2n), czyli z igiel, lisci, zrzezéw, kambium i bielu, umozliwia zaréwno anali-
zy DNA jadrowego, jak i organellowego. Ekstrakcja DNA z tkanek haploidalnych
(czyli majacych pojedynczy komplet chromosoméw — n), np. z prabielma nasion
nagonasiennych, ogranicza badania jedynie do polowy informacji genetycznej,
w tym przypadku do drzewa matecznego. Tkanki triploidalne — 3n — znajduja si¢
w bielmie u okrytonasiennych.

Do czgsto stosowanych metod pozyskiwania kwaséw nukleinowych z tkanek
rodlinnych (i innych) naleza: CTAB (Doyle i Doyle 1990) oraz metody opisane
w publikacjach: Dumolin i in. (1995), Bowtell (1987) i Dellaporta (1983). Dobrej
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jakosci DNA do analiz poréwnawczych pozwalajg pozyskaé réwniez inne metody
(Asif i Cannon 2005, Tibbits i in. 2006).

Bardzo dobra wydajno$¢ ekstrakeji gwarantuja gotowe zestawy do izolacji DNA,
np. DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) lub NucleoSpin Plant II (Macherey-Nagel),
o sprawdzonej przydatnosci dla ,trudnych” tkanek roglinnych, takich jak igly drzew
iglastych oraz tkanki zdrewniate. Zalety tych zestawéw jest duza wydajnos¢ i czy-
sto$¢ otrzymanych ekstraktéw DNA, wolnych od takich komponentéw komérko-
wych jak np. obecne w komérkach roslinnych polisacharydy, ktére moga hamowa¢
dziatanie polimerazy w reakcji PCR.

Na ogét we wszystkich tych metodach pierwszym etapem w pozyskaniu cza-
steczek DNA z tkanek roglinnych jest wstgpna homogenizacja mechaniczna lub
rozcieranie materialu w cieklym azocie. Ciekly azot mechanicznie uszkadza $ciany
komérkowe, co utatwia dostgp do fancuchéw DNA zawartych w jadrze komérko-
wym i organellach, przy réwnoczesnej stabilizacji tych czasteczek w niskiej tempe-
raturze (—196°C).

Jakos$¢ pozyskanych czasteczek DNA w wyniku ekstrakgji jest nast¢pnie badana
spektrofotometrycznie, np. za pomocg aparatu NanoDrop® ND-1000 (Wilming-
ton, USA). Dla kazdej z préb okreslany jest stopieni zanieczyszczenia biatkami (sto-

260/ oo 230)"

sunek absorbancji A
/A jest bliski wartosci 1,80, to oznacza, ze dana préba zawiera

Jedli stosunek A, /A,
® DNA wolne od zanieczyszczen biatkowych. Stosunek A, /A, od 1,8 do 2,0 po- ®
zwala uznad, ze préby nie zawierajg innych komponentéw komérkowych.

230
Pomiar spektrofotometryczny nie gwarantuje jednak, ze wyekstrahowane DNA

A,g,) oraz innymi sktadnikami komérkowymi (A, /A

jest integralne, czyli ze jego diugie fadcuchy nie zostaly rozerwane w trakcie na-
turalnej degradacji przez czynniki pozakomérkowe lub przez mechaniczng ho-
mogenizacj¢ w trakcie ekstrakeji. Zalecana jest zatem dodatkowa ocena wizualna
otrzymanego DNA za pomoca migracji elektroforetycznej, np. w 1-procentowym
zelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny (0,5 pg/ml) lub barwnikiem
Nancy-520 (Sigma), w buforze EDTA — TBE (45 mM Tris-kwas borowy, pH 8,3;
1 mM EDTA), przy napigciu 70 V. Szybko$¢ ruchu czasteczek DNA w polu elek-
trycznym zalezy od ich wielkoéci: im sa wigksze, tym wolniej migruja od bieguna
ujemnego do dodatniego.

Wyekstrahowane czasteczki DNA mogg by¢ przechowywane przez wiele miesiecy
(a nawet lat) w buforze stabilizujacym Tris-EDTA (pH 7,0) w temperaturze —75°C.

W celu optymalizacji metody izolacji kwaséw nukleinowych z tkanek drew-
na z materiatu dowodowego pobierane sa prébki o masie 100 mg, za pomoca
wiertla o $rednicy 4 mm (ryc. 9). Po rozdrobnieniu materiatu roslinnego w cie-
ktym azocie (temperatura —196°C) przeprowadzana jest ekstrakcja czasteczek
DNA, np. za pomocg zestawéw DNeasy Plant Mini Kit 250 (Qiagen), do ktérej
wprowadzono modyfikacje, aby zoptymalizowaé wydajno$¢ ekstrakgji z tkanek
zdrewniatych.
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biel

o
3

kambium

[

Ryc. 9. Pobieranie prébki za pomoca wiertta i przekrdj pniaka z oznaczeniem miejsc,
w ktérych zaleca sie pobieranie tkanek drewna do izolacji DNA w laboratorium:
1 — kambium; 2 - biel, ok. 1 cm od kambium; 3 - biel ok. 2 cm od kambium
(fot. i rys. J. A. Nowakowska)

Ryc. 10. Migracja elektroforetyczna czasteczek DNA w zelu agarozowym. M — marker
wielkosci fragmentéw DNA 1kB Ladder Plus (Fermentas). 1-6 — fragmenty DNA
z poszczegolnych prob (fot. J. A. Nowakowska)
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Integralne DNA, nadajace si¢ do dalszych analiz biochemicznych w laborato-
rium, jest widoczne po migracji elektroforetycznej w postaci jasnych i wyraznych
prazkéw w zelu agarozy (ryc. 10). Inne zestawy do komercyjnej izolacji czasteczek
DNA z tkanek roglinnych — NucleoSpin Plant II (Macherey-Nagel), MasterPure
Plant Leaf DNA Purification Kit (Epicentre, an Illumina company) lub UltraClean
Plant DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc.) — maja podobng wydajnos¢

i moga by¢ stosowane w pozyskiwaniu DNA z tkanek zdrewniatych.

friots | Flgeel Tl iypa: | Whoclaic Aucid [Anzmin Emg |
Saigcss phon e sl Plose 70 —3
]| e o 1 b
Ay T | D
ol = =
.‘] Timy [
- . [, 1.
I . sy Vit
am b\ 1) DNA z kambium T An
i i [T ]
qom| 2) DNA przy kambium . Hk
i - |F; |
| 3) DNA z bielu T ¥
5 | o lnin
Tawl g Tigy | biepr
1 | Dy § LUPRITH TR T T
e Taere R STHT T
o |
um | f
uii | |
w | - f
1] - A f . . L | e
ot s de e o e owm oW = i oW e
P
@ tmt tmen | G § 20 | Cumariia| O | @

Ryc. 11. Oszacowanie stezenia zawartosci kwasow nukleinowych w trzech prébach
pobranych z pniaka (wedtug opisu na ryc. 9); pomiar absorpcji wigzki $wiatta
przy dtugosci fali 260 nm w spektrofotometrze NanoDrop ND-1000
(zrodto: archiwum IBL)

Badajac poszczegdlne rodzaje tkanek drewna (ryc. 9), najwigcej DNA otrzymano
z tkanek kambium (10,71 ng/ul), mniej — z bielu potozonego tuz przy kambium
(8,68 ng/pl), a najmniej — z bielu potozonego glebiej w pniu (3,74 ng/pl). Badane
tkanki pniaka cechowalo $rednie stgzenie DNA 7,71 ng/pl w 100 mg (ryc. 11),
wystarczajace do przeprowadzenia analiz.

Najczystsze DNA uzyskuje si¢ na ogét z tkanki kambium. Czysto$¢, okreslana
na podstawie stosunku absorbancji A260/A28O jest bliska 1,80, co oznacza, ze dana
préba jest pozbawiona zanieczyszczeni biatkowych. Prébki drewna sa zwykle zanie-
czyszczone wieloma zwiazkami fenolowymi, dlatego w przypadku analizy DNA
z tkanek pobranych z kambium A IA, g, wynosi 1,64, az tkanek pobranych z bielu

260
AAsgy = 1,581 Ay /A, = 3,25 (ryc. 12).
Materiat badawczy przystany do analiz biochemicznych w laboratorium jest pod-
dawany opisanej ocenie jakosci i ilosci czasteczek DNA przed podjeciem dalszych
(whasciwych) analiz, majacych na celu identyfikacj¢ kazdej prébki na podstawie po-

wielania wybranych fragmentéw DNA w reakcji faricuchowej polimerazy (PCR).
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Ryc. 12. Wyniki spektrofotometrycznej oceny zawartosci (w ng/ul) i czystosci (260/280
i 260/230) DNA w badanych tkankach drewna, na podstawie pomiaru
w spektrofotometrze NanoDrop ND-1000 (zrédto: archiwum IBL)

Ramka 2. Bezposrednia reakcja PCR z tkanek roslinnych

Produkty PCR rozdzielone po migracji

Przygotowanie reakcji elektroforetycznej

Reakcja PCR

Przygotowanie

reakcji PCR
\ + Reakcja PCR - -
=
® o — TOT ®
ateria | |
roslinny .ﬂ 1' ,.'I ]'-_l' 1' ,-'r
Rozcienczenie Gotowe prébki
w buforze
Zrédto: Thermo Fisher Scientific Inc. 2011 Zrédto: archiwum IBL

(www.finnzymes.com)

M — marker wielkosci FastRuler™ DNA Ladder
(Fermentas)

1 - buk zwyczajny (li$¢), marker DNA
jadrowego

2 - brzoza brodawkowata (drewno), marker
DNA jadrowego

3 -sosna zwyczajna (igty), marker DNA
chloroplastowego

4 - sosna zwyczajna (drewno), marker DNA
chloroplastowego

5 -sosna zwyczajna (igty), marker DNA
jadrowego

6 - sosnazwyczajna (drewno), marker DNA
jadrowego

Ostatnio interesujaca metoda analiz DNA z materiatu ro$linnego jest bezpo-
$rednia reakcja PCR z pominieciem etapu zmudnej ekstrakcji za pomoca dodatko-
wych procedur. Ta metoda, stosowana za pomoca zestawu Phire” Plant Direct PCR
Kit (FINNZYMES), polega na bezposrednim namnazaniu wybranych fragmentéw
DNA po umieszczeniu zdrewnialej tkanki w buforze rozcieniczajacym i dodaniu
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odczynnikéw zawierajacych komponenty niezbedne do reakeji PCR (ramka 2).
Mieszaning umieszcza si¢ w termocyklerze zaprogramowanym na 40 cykli, dobiera-
jac temperature, w ktérej nast¢puje przylaczanie starteréw Tm, wyliczona dla kazdej
pary starteréw. Zaleta tej metody jest szybkie (w ciagu ok. 1 godziny) uzyskanie
wyraznych prazkéw produktéw PCR charakterystycznych dla danego gatunku oraz
ograniczenie powstawania niespecyficznych produktéw PCR dzigki zastosowaniu
termowrazliwej polimerazy typu hot start, ktéra optymalizuje warunki reakeji wy-
konywanej na trudnym materiale ro$linnym (ramka 2).

3.1.3. Analiza markeréw DNA w reakcji PCR

Prawie wszystkie techniki analizy struktury genetycznej organizméw zywych polegaja
na powielaniu fragmentéw kwaséw nukleinowych z wyekstrahowanych fancuchéw
DNA w reakeji faricuchowej polimerazy (ang. PCR) przy uzyciu termostabilnego

Ramka 3. Schemat reakcji PCR, w ktérej namnazane sa wybrane fragmenty taricucha DNA

Denaturacja 94 °C
@ podwdjnej nici @
Przylaczanie 40 - 68 °C
starterow

TITTTTIOTITO0T
Jo ALy

- Kli
Wydluzanie 720C x n cykli
starteréw

1 |]| J - nukieotydy (dATP, dGTP, dCTP i dTTP)

‘ - DNA polimeraza Taq

I I I - startery nukleotydowe

Lingnn

- pojedyncza ni¢ DNA

Zrodto: J. A. Nowakowska
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enzymu (Taq polimerazy) uzyskiwanego z cieptolubnej bakterii 7hermus aquaticus.
Reakcja PCR polega na umieszczeniu wyizolowanego DNA-matrycy w nastgpuja-
cej mieszaninie reakcyjnej: startery oligonukleotydowe (o dtugosci od 10 do 24 par
zasad), cztery rodzaje wolnych nukleotydéw (dATP, dGTDE dCTP i dTTP), jony
magnezu (MgCL), bufor reakcyjny (wyréwnujacy pH) oraz Taq polimeraza. Reak-
c¢ja namnazania DNA przebiega w termocyklerze zaprogramowanym na wiele cykli
amplifikacji DNA (zwykle od 30 do 40). Pierwszy etap amplifikacji trwa ok. 1 min
i prowadzi do denaturacji dwuniciowej matrycy DNA w temp. 94°C (ramka 3). Po-
tem nast¢puje etap przylaczania starteréw do rozdzielonych nici DNA (temp. 32—
—42°C; od 30 s do kilku minut) i amplifikacja komplementarnych do matrycy nici
DNA (72°C, 2 min). Temperatura i czas trwania poszczegdlnych etapéw zaleza od
wielu czynnikéw, przede wszystkim od sktadu nukleotydéw G/C i A/T w starterze
oraz wielkosci powielanych fragmentéw DNA. Wydajnos¢ i precyzja reakeji PCR
jest bardzo wysoka; teoretycznie pozwala ona na powielenie wyjsciowej czasteczki
DNA-matrycy obecnej w ekstrakcie nawet do 10° kopii (Sambrook i Russell 2001).
Nastepnie otrzymane w reakcji PCR fragmenty DNA sa rozdzielane w procesie
migragji elektroforetycznej w zelu agarozowym lub poliakrylamidowym. Podczas
elektroforezy natadowane ujemnie czasteczki DNA migruja w zelu umieszczonym
w buforze pod napigciem w strong dodatniej elektrody z predkoscia proporcjonalng
do ich wielkoci i masy czasteczkowej. W ten sposéb w ciagu paru godzin nastepuje
® rozdziat puli namnozonych fragmentéw DNA na poszczegélne odcinki. ®
Jako$¢ powielonych fragmentéw DNA jest oceniana np. za pomoca programu
BIO-PROFIL Bio-Gene Windows Application V99.05, a wielko$¢ otrzymanych
fragmentéw DNA — za pomocy elektroforezy chipowej (Bioanalyser®, Agilent).

3.1.3.1. Analizy markerow DNA jadrowego (SSR)

Genomy drzew lesnych nalezg do najwigkszych wsréd wszystkich organizméw zy-
wych, dlatego w analizach poréwnawczych miedzy osobnikami bada si¢ jedynie
wybrane fragmenty czasteczek DNA. Wybiera si¢ te fragmenty, zwane markerami,
ktére najpetniej charakteryzujg réznice mi¢dzy osobnikami tego samego gatunku
(w populacji ludzkiej markerami sa np. geny brea, ela2 i gstp, ktérych mutacje wa-
runkuja podatno$¢ na raka).

U drzew lesnych takie cechy jakosciowe, jak np. gestos¢ widkien i miazszose,
s3 warunkowane ekspresja wielu genéw, co utrudnia przeprowadzenie identyfikacji
osobniczej na podstawie pojedynczych genéw kodujacych biatka odpowiedzialne
za te cechy drewna. W identyfikacji poszczegélnych drzew badacze koncentruja
si¢ zatem na nielicznych fragmentach zlokalizowanych w réznych, najczgéciej nie-
kodujacych miejscach faricucha DNA, charakteryzujacych si¢ wysokim polimor-
fizmem (zmiennoscia strukturalng), co znacznie obniza koszty genotypowania
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danego drzewa. Badajac niekodujace sekwencje genomu (np. DNA mikrosatelitar-
ne), przyjmuje sig, ze skfad i frekwencja poszczeg6lnych alleli nie zaleza od czynni-
kéw klimatycznych i siedliskowych oraz ze nie s3 powiazane z zadng cechg morfo-
logiczna drzew.

Sekwencje mikrosatelitarne, zlokalizowane w jadrze komérkowym oraz mito-
chondriach i chloroplastach, sktadaja si¢ z dtugich tandemowych powtérzen, od
jednego (np. A) do szesciu nukleotydéw (ATACGT). U sosny zwyczajnej stanowig
one az 75% calego genomu, u rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana 1.)
—10%, u czlowicka — ok. 3%. Duzy polimorfizm jadrowych markeréw SSR przeja-
wia si¢ wystgpowaniem $rednio od 8 do 40 alleli w locus.

U sosny DNA mikrosatelitarne jest zbudowane gléwnie z wielokrotnych po-
wtérzed motywéw dwoch lub trzech par zasad, np. (AT)#n, (ATC)n, gdzie n moze
przybieraé warto$¢ od kilkudziesieciu do kilkuset. Sekwencje te sa zlokalizowane
w niekodujacych regionach genomu, o dotychczas nieznanej funkcji w koméree
(Robledo-Arnuncio i in. 2004).

Duza zaleta markeréw mikrosatelitarnych jest ich przydatnos¢ do identyfikacji
organizméw wynikajaca z:

* bardzo wysokiego stopnia wykrywania zmian strukturalnych na poziomie poje-
dynczych nukleotydéw;
* ich dziedziczenia kodominujacego, czyli przekazywania potomstwu alleli od

® obojga rodzicéw. ®

3.1.3.2. Analizy markerow DNA organellowego

Mateczne dziedziczenie markeréw organellowych umozliwia szybkie poréwnanie
identycznosci dhuzycy i pniaka, lecz mata zmienno$¢ tych markeréw (na ogét od
dwoch do szesciu wariantéw alleli w Jocus) wymaga stosowania wigkszej ich ilosci do
analiz poréwnawczych. Ponadto markery DNA organellowego umozliwiajg iden-
tyfikacje rzadkich haplotypéw oraz poréwnanie filogenetycznych powiazari miedzy
populacjami drzew lesnych, wynikajacych z réznych drég migracji polodowcowej
gatunkéw w Europie.

DNA organellowe jest zwykle dobrze zachowane i wystgpuje w wielu kopiach
w zdrewniatych tkankach drzew lesnych, co moze by¢ przydatne do identyfikacji
pojedynczych osobnikdw.

Badania genetycznego pokrewienistwa drzew iglastych koncentrujg si¢ gtéwnie
na zmiennosci mitochondrialnych genéw NADH dehydrogenazy (nad) i oksydazy
cytochromowej (cox), w tym sekwencji nadl egzon B, nad4 egzon 112, rpS14 (De-
mesure i in. 1995), nad4 | 2-3, 3—4 i 4-5, nad5 | 1-2 i 4-5, nad7 | 1-2, 2-3 i 3-4,
cox2 [ 1-2 (Dumolin-Lapégue i in. 1997). Badania gatunkéw drzew liSciastych
polegaja w wickszosci na analizie polimorficznych loci DNA chloroplastowego,
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np. trnC, trnD, trnT intronu tRNA"!, kedre wykazuja duza zmienno$é w obrebie
haplotypéw (Demesure i in. 1995, Dumolin-Lapegue i in. 1997).

Do celéw poréwnawczych materiatu sadowego odczytuje si¢ informacje uzyska-
ne dzigki markerom DNA jadrowego i organellowego w automatycznym sekwe-
natorze, np. CEQ™8000 (Beckman Coulter, Fullerton, USA) lub ABI 3500 (Life
Technologies, UK). Duzym atutem takich analiz jest szybka i precyzyjna detekcja
fragmentéw poszczeg6lnych markeréw DNA dzigki mozliwosci taczenia po trzy lub
wigcej loci w reakgji typu multipleks.

3.1.4. Statystyczna analiza danych

Polimorfizm badanych Joci DNA najczgsciej okreslany jest na podstawie $redniej
wartoéci PIC (Polymorphism Information Content) za pomoca programu MolKin
wersja 2.0 (Gutiérez i in. 2005).

Na podstawie frekwencji alleli wystepujacych we wszystkich loci okresla si¢ po-
zostale parametry zmiennosci genetycznej: obserwowang () i oczekiwana (7,) $red-
nig liczbe alleli w Jocus, indeks zmiennosci genetycznej (/) Shannona (Lewontin
1972), oczekiwang (H,) i obserwowana (H,) $rednia heterozygotyczno$¢, srednig
zmiennos¢ wewnatrzpopulacyjna () i catkowita zmiennos¢ w populacjach (H,),

® procent alleli null. Umozliwiaja to programy obliczeniowe PopGen wersja 1.32 ®
(Yehi Boyle 1997), GenePop v.4.0.10 (Raymond i Rousset 1995), Fstat v.2.9.1
(http://www.unil.ch/izea/softwares/fstat html) i PHYLIP v.3.6b (http://evolution.
genetics.washington.edu/phylip.html), na podstawie zalozen opisanych w publika-
cjach Nei (1978, 1987) oraz Nei i Kumar (2000).

3.1.5. Identyfikacja prébek materiatu na podstawie profili DNA

Identyfikacja osobnicza stanowi czg§¢ medycyny sadowej, gdyz pozwala na wnio-
skowanie o pochodzeniu dowodéw rzeczowych zabezpieczonych na miejscu prze-
stgpstwa. Od korica XIX w. identyfikacja osobnicza dostarczata dowodéw w krymi-
nalistyce gtéwnie dzigki daktyloskopii, jak donosit w swoim opracowaniu z 1892 r.
sir Francis Galton. Potem rozwinicto inne techniki doskonalace poziom identyfika-
cji osobniczej i gatunkowej: grafologie, analize grup krwi, traseologie’, biometrie®

7 Patrz rozdziat 2.5.

8 Biometryczne metody badajg takie cechy fizyczne, jak teczéwka oka, siatkéwka (dno oka), linie
papilarne, uktad naczyri krwionoénych na dfoni lub przegubie reki, ksztate dfoni, ucha, twarz, rozklad
temperatury na twarzy, oraz cechy behawioralne, tzn. zwiazane z zachowaniem (np. sposéb chodzenia,
podpis odreczny lub na klawiaturze komputera, glos, a nawet sposéb reakeji mézgu na pewne bodzce).
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oraz chromatografie gazowa’. W kryminalistyce przydatne okazaly si¢ réwniez den-
drochronologia i paleontologia, bazujace na odczycie przyrostéw rocznych i danych
archiwalnych materiatu organicznego w skamieniatosciach. Od kilkudziesigciu lat
odczyt profili DNA uzupetnit te techniki o nowe, precyzyjne mozliwosci identyfi-
kacji osobnikéw.

Niepowtarzalny profil marker6w DNA tworzy wzorzec identyfikujacy mate-
riat rodlinny, na ogét ztozony z alleli wystepujacych w poszczegblnych loci zaréwno
DNA jadrowego, jak i organellowego. Eksperci szacuja, ze tylko 5-10% wszystkich
spraw karnych prowadzonych w Stanach Zjednoczonych opieralo si¢ na biologicz-
nych dowodach, ktére byly poddane testom DNA. W pozostatych 90-95% prze-
stgpstw wymiar sprawiedliwosci opierat si¢ gtéwnie na innych rodzajach materiatu
dowodowego (Garrett i Neufeld 2009). Wiele spraw kryminalistycznych mozna
byloby wzbogaci¢ o badania genetyczne, podnoszac w ten sposéb wiarygodno$é
i niezawodno$¢ dostarczanych dowodéw.

W rekach biegtego wyniki analizy DNA sg poteznym narz¢dziem, ktérym na-
lezy jednak postugiwac si¢ bardzo rozwaznie. Kazda nadinterpretacja wyniku moze
mie¢ powazne skutki prawne i przyczynic si¢ do skazania niewinnego cztowieka lub
uniewinnienia rzeczywistego sprawcy. Bardzo wazne w sagdowych analizach prébek
DNA jest zatem obliczanie prawdopodobienistwa przypadkowej identycznosci préb
zabezpieczonych w postgpowaniu dowodowym. Ponadto nalezy bra¢ pod uwagg

® mozliwo$¢ istnienia pewnego pokrewiefistwa migdzy badanymi osobnikami (np. ®
potomstwo tych samych rodzicéw), jednak u drzew lesnych, ktére w wigkszosci na-
leza do gatunkéw wiatropylnych, potomstwo (nasiona i powstate z nich drzewa) ma
bardzo zréznicowane genotypy (matka wspdlna, wielu ojcéw). Jedynie podobieri-
stwo alleli DNA organellowego (chloroplastowego i mitochondrialnego) dziedzi-
czone tylko w linii matecznej lub tylko w ojcowskiej moga wykaza¢ pokrewienistwo
osobnikéw.

Ponadto podobieristwo genetyczne drzew (majacych t¢ samg liczbe par alleli jed-
nakowych) moze by¢ duze nie tylko na skutek spokrewnienia rodzicéw. Taki sam
skutek moze mie¢ dlugotrwata selekcja, ukierunkowana na zwigkszenie adaptacji
do danych warunkéw klimatycznych i siedliskowych, prowadzaca do genetycznego
wyréwnania populagji.

Z tych powodéw waznym elementem analiz laboratoryjnych jest badanie frag-
mentéw DNA, ktdre precyzyjnie okresla podobienistwo genetyczne, minimalizujac
efekt przypadkowego podobienistwa, pokrewieristwa czy selekcji. Takimi fragmen-
tami sg np. wysoce polimorficzne loci DNA mikrosatelitarnego (zwane markera-
mi zmiennosci), czgsto wykorzystywane w medycynie sadowej. Im wyzsza jest sita
dyskryminacji danej grupy markeréw dla badanych gatunkéw drzew (np. sosny,

9 Metoda szybkiej analizy ztozonych mieszanin zwiazkéw chemicznych, w kryminalistyce stosowa-
na np. do analizy substangji lotnych wyczuwanych przez psy $ledcze.
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swierka, debu, buka, olszy i brzozy), tym nizsze prawdopodobienistwo przypadko-
wej identycznosci. Prawdopodobieristwo identycznosci (P,,) wylicza si dla kazdego
wzorca identyfikujacego pojedyncze drzewa wedtug uproszczonego wzoru Hedricka

(2000):
samples
in in
Por = 1] 2
i EQ,!7
gdzie Pg ) 0znacza frekwencje poszczegSlnych alleli ij w £ loci.
i7kj

Srednia wartoé¢ P, okreslona np. dla 100 drzew kazdego z badanych gatun-
kéw drewna pozwala okredli¢ site dyskryminacji danego markera DNA, czyli jego
moc w rozréznieniu DNA poszczegdlnych prébek. Jesli dla testowanych markeréw
DNA otrzymano np. P, = 0,002, to oznacza, ze prawdopodobiefistwo wystapienia
identycznego genotypu wsréd 100 badanych drzew jest bardzo mate (0,2%); wéw-
czas profile genetyczne odczytane dla materialu dowodowego (np. dluzycy) i po-
réwnawczego (pniaka w lesie) sg identyczne w 99,8%. Waits i in. (2001) sugeruja
stosowanie takich markeréw (dominujacych badz kodominujacych), dla ktérych

@ warto$¢ P, jest niewielka, np. 0,01-0,0001(czyli od 1% do 0,01%); to gwarantuje @
ich przydatnos¢ w identyfikacji osobniczej.

Oceniajac celowos¢ badan DNA, warto pamictaé, ze wedlug badan przepro-
wadzonych w Stanach Zjednoczonych najczgéciej wykorzystywany w sadach mate-
riat dowodowy — zeznania naocznych $wiadkéw — jest wiarygodny jedynie w 50%,
podczas gdy prawidlowo wykonany test DNA daje pewno$¢ identyfikacji zblizona
nawet do 99,999% (Garrett i Neufeld 2009).

3.2. Identyfikacja probek drewna sosny zwyczajnej

Do laboratorium analiz DNA w IBL w S¢kocinie Starym przestano 16 prébek drew-
na sosny z watkéw i desek (materiat dowodowy) i 10 prébek materiatu poréwnaw-
czego — kawatkéw drewna pobranych z pni w lesie, zabezpieczonych na terenie Nad-
lesnictwa C. (ryc. 13 i 14). Przed wykonaniem analiz DNA, w tym przed ekstrakcja
taricuchéw DNA, przestane tkanki drewna przechowywano w temperaturze —75°C.
Otrzymane czasteczki DNA charakteryzowaly si¢ dobra jakoscia i ilocia (ryc. 151 16),
przy czym $rednia zawarto$¢ DNA genomowego dla wszystkich préb wynosita
26,89 ng/pl + 19,0 S.E.

Analiz¢ profili genetycznych wszystkich 26 prébek drewna sosnowego prze-
prowadzono na podstawie czterech markeréw DNA jadrowego i o$miu markeréw
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DNA organellowego. Badanie DNA mikrosatelitarnego przystanych prébek drew-
na sosny zwyczajnej przeprowadzono wedtug zmodyfikowanej metody Soranzo i in.
(1998) przy uzyciu dwéch markeréw — SPAG 7.14 i SPAC 12.5 — a takze we-
dtug procedury Chagné i in. (2004) oraz Elsik i in. (2000) dla dwéch markeréw —
SstPt-ctgd363 i PtTX3025. Wybér markeréw byt podyktowany wynikami weze-
$niejszych badai nad zmiennoscia genetyczna w 56 populacjach sosny zwyczajnej
(ok. 2500 przeanalizowanych drzew) z réznych regionéw Polski (Nowakowska
2010). Czasteczki DNA mikrosatelitarnego sosny sa zbudowane z wielokrotnych
powtérzeri dwdch lub trzech par zasad, zlokalizowanych w niekodujacych regionach
genomu, o nieznanej dotad funkcji w komérce (Robledo-Arnuncio i in. 2004).
Reakeje tanicuchowej polimerazy (PCR) przygotowano, stosujac metod¢ multipleks,
w ktdrej taczono w mieszaninie reakcyjnej po dwa markery: SPAG 7.14 i SPAC
12.5 oraz SsrPt-ctg4363 i Pt1X3025.

Ryc. 13. Materiat dowodowy — prébki pobrane w lesie. A — prébki pobrane z desek,
B — watki na mygle (fot. M. Klisz i J. A. Nowakowska)

Ryc. 14. Materiat poréwnawczy. Pniak nr 1 na zrebie w lesie (fot. M. Klisz)
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M1 234567 891011121314151617 1819

Ryc. 15. Elektroforegram DNA izolowanego z pniakow sosny z Nadlesnictwa C.
M — marker wielkosci fragmentéw DNA 1kB Ladder Plus (Fermentas).
1-19 - préby izolowanego DNA z poszczegdlnych pniakdéw (z powtdrzeniami),
(Zrodto: archiwum IBL)
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Ryc. 16. Ocena jakosci i ilosci otrzymanego DNA. A — wyniki pomiaru absorpcji 10 mm
przy dtugosci fali 260 nm, B — stezenie kwaséw nukleinowych w 10 prébkach
pobranych z pniakéw (Zrédto: archiwum IBL)

Wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze genotypowane drzewa wykazywaty obecnos¢ za-
réwno heterozygot, jak i homozygot dla danego locus DNA jadrowego. Dla wszyst-
kich czterech markeréw DNA mikrosatelitarnego otrzymano wysokie wartoéci pa-
rametréw genetycznych, a mianowicie: §rednig obserwowang liczbe alleli w locus
n =21,500; $rednig oczekiwana liczbe alleli w locus n, =11,553; indeks zmiennoéci
Shannona 7 = 2,324; heterozygotyczno$¢ obserwowana H, = 0,796 i oczekiwang
H_ = 0,811 (Nowakowska 2010). Srednia heterozygotycznos¢ dla markeréw SPAG
7.14, SPAC 12.5, PtTX3025 i SsrPt-ctg4363 byta wysoka i wynosita H. = 0,807,
co $wiadczy o duzym stopniu polimorfizmu DNA w badanych prébach.

Wszystkie cztery markery mikrosatelitarnego DNA jadrowego (SPAG 7.14, SPAC
12.5, PtTX3025 i SsrPt-ctg4363) charakteryzowal wysoki polimorfizm: PIC (odpo-
wiednio) 95,13%, 94,63%, 56,56% i 67,39%. Sredni PIC dla zastosowanych mar-
keré6w DNA mikrosatelitarnego byt wysoki (78,42%). Ponadto badane markery SSR
charakteryzowata niska warto$¢ P, (0,0129), obliczona na podstawie wzoru Hedric-
ka (2000) dla 100 losowo wybranych pniakéw w lesie, a zatem sita dyskryminacji
uzytych do identyfikacji markeréw SSR byla wysoka i wynosita 98,7%.
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Analizy DNA organellowego w zdrewniatych tkankach sosny zwyczajnej przepro-
wadzono, badajac jeden mitochondrialny marker STS oraz 13 markeréw chloropla-
stowego DNA. Metodg STS, ktéra polega na namnazaniu B/C pierwszej podjednost-
ki mitochondrialnego genu NADH dehydrogenazy nadl, przeprowadzono metoda
opisang w publikacji Soranzo i in. (2000). Analizy DNA chloroplastowego w zdrew-
nialych tkankach sosny zwyczajnej przeprowadzono, wykorzystujac nastgpujace
loci chloroplastowego DNA mikrosatelitarnego (cpSSR): PCP26106, PCP30277,
PCP4113, PCP87314, PCP45071, PCP71987, PCP41131, PCP63771, Pt15169,
Pt36480, PCP87314, Pt30204 i Pt71936 (Provan i in. 1998, Vendramin i in. 1996).

Analiza mitochondrialnego locus genu nadl w 100 prébach drewna sosny wy-
kazata obecnos$¢ tylko dwéch wariantéw haplotypéw: ,a” i ,b”. Markery STS genu
nadl u sosny mialy bardzo niskie parametry zmiennosci genetycznej genu nadl:
A =196; n =2,000; = 1,041; /= 0,098 i = 0,039; to wskazuje na bardzo mate
zréznicowanie haplotypéw genu nad1 (Nowakowska 2010). Haplotyp ,,a” wystepo-
wat z 99-procentows frekwencja, a haplotyp ,,b” miat tylko 1% udzialu w badanych
prébkach drewna sosnowego. Warto$¢ PIC dla tego markera zmiennosci mtDNA
w badanych prébkach byta wigc bardzo niska (3,77%), a warto$¢ P =0,097 dla
100 losowo wybranych drzew w lesie wskazywata, ze badane prébki drewna réznity
si¢ od siebie tylko w 9,7%. Sita dyskryminacji uzytych markeréw STS do identyfi-
kacji tych prébek drewna wynosita zatem 90,3%.

® Wigksze wartoéci parametréw genetycznych otrzymano dla chloroplastowych ®
loci SSR. Sposréd nich wybrano osiem, ktére generowaty najbardziej zmienne profi-
le DNA badanych prébek drewna: PCP45071, PCP4113, PCP30277, PCP71987,
PCP26106, Pt30204, PCP87314 i Pt71936.

Srednia heterozygotycznos¢ chloroplastowych /loci byta wysoka i wynosita
H,.=0,593; to $wiadczy o duzym stopniu polimorfizmu DNA w badanych prébach.
Sredni polimorfizm wszystkich o§miu markeréw mikrosatelitarnego DNA chloro-
plastowego wynosit 51,42%. Obliczona na ich podstawie wartos¢ P,y = 0,0431
$wiadczy o tym, ze sifa dyskryminacji uzytych do identyfikacji markeréw cpSSR
wynosita 95,69%. W tym przypadku analizowane pniaki byly wylacznie homozy-
gotyczne dla markeréw DNA chloroplastowego.

Whioski i opinia koncowa

Analiza profili genetycznych 16 préb drewna sosny z watkéw i desek (materiat do-
wodowy), przeprowadzona na podstawie czterech markeréw DNA jadrowego (ryc.
17-22) i o$miu markeréw cpSSR (ryc. 23 i 24) umozliwita poréwnanie materiatu
dowodowego z prébkami drewna z 10 pniakéw sosny (material poréwnawczy) za-
bezpieczonych w terenie. Mitochondrialny marker 7241 miat tylko jeden wariant
haplotypu ,,a” we wszystkich prébach (ryc. 25), nie byt wigc brany pod uwage w po-
réwnaniu profili genetycznych prébek drewna.
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Ryc. 17. Profil genetyczny materiatu dowodowego (sosna, prébka nr 11)
w mikrosatelitarnym locus SPAG 7.14: allele 200 i 216 pz oznaczono strzatkami
(Zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 18. Profil genetyczny materiatu porownawczego (sosna, probka nr 8)
w mikrosatelitarnym locus SPAG 7.14: allele 200 i 216 pz oznaczono strzatkami
(zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 19. Profil genetyczny materiatu dowodowego (sosna, préobka nr 11)
w mikrosatelitarnym locus SPAC 12.5 (kolor niebieski): allele 161 i 167 pz
oznaczono strzatkami (zZrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 20. Profil genetyczny materiatu poréwnawczego (sosna, prébka nr 8)
w mikrosatelitarnym locus SPAC 12.5 (kolor niebieski): allele 161 i 167 pz
oznaczono strzatkami (zrodto: archiwum IBL)
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Ryc. 21. Profil genetyczny materiatu dowodowego (sosna, prébka nr 18)
w mikrosatelitarnym locus SsrPt-ctg4363: allel 97 pz — kolor zielony
(zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 22. Profil genetyczny materiatu poréwnawczego (sosna, probka nr 4)
w mikrosatelitarnym locus SsrPt-ctg4363: allel 97 pz - kolor zielony
(2rodto: archiwum IBL)
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Ryc. 23. Profil genetyczny materiatu dowodowego (sosna, probka nr 19) w chloroplastowych
loci cpSSR. Locus PCP87314: allel 112 pz (kolor czarny); locus Pt30204: allel 142 pz
(kolor zielony); locus Pt71936: allel 147 pz (kolor niebieski), (zrodto: archiwum IBL)
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Ryc. 24. Profil genetyczny materiatu poréwnawczego (sosna, prébka nr 4)
w chloroplastowych loci cpSSR. Locus PCP87314: allel 112 pz (kolor czarny);
locus Pt30204: allel 142 pz (kolor zielony); locus Pt71936: allel 147 pz (kolor niebieski),
(zrédto: archiwum IBL)

‘ ‘ DNA druk.indd 69 @ 2014-05-26 09:22:10 ‘ ‘



Bl aEEE

70 3. Identyfikacja drewna na podstawie analiz DNA
{ba] [Ba]

(pZ) mpis LEEmpis IEEnpis JEempis <Eenpis FEempis EEsopis TEempis BEsmpis TRemE. . Eamml. famg.

1300 - - 1980
- — - %
FOO = — =700
500 = — haplotyp ,,a” haplotyp ,,a” - 500
A0 = — A A = &0

~ ~ —
00 = e— - 300
200 — — 200
150 - —— - 150
106 - - 108
== -3
15 - -5

Ryc. 25. Analiza wielkosci fragmentéw mtDNA za pomoca elektroforezy chipowej dla
badanych 12 prob drewna sosny — materiatu dowodowego i poréwnawczego.

Linie 1-6 — fragmenty DNA z haplotypem ,,a” (220 pz) w probkach materiatu
dowodowego, linie 7-12 — w prébkach materiatu poréwnawczego. Ladder:

standard wielkosci Agilent (Bioanalyser®). Standardy wielkosci: 15 par zasad
(kolor zielony) i 1500 pz (kolor fioletowy), (zZrédto: archiwum IBL)

Wsrdd otrzymanych profili DNA materiatu dowodowego dwie prébki miaty ten
sam profil — deski nr 18 i 19. Pozostale profile réznity si¢ od siebie. Kazdy profil

DNA materiatu poréwnawczego (numery od 1 do 10) réznit si¢ od pozostatych

(tab. 2).

Na podstawie otrzymanych wzordw alleli dla 12 rodzajéw markeréw, w tym czte-
rech markeréw jadrowych (SPAG 7.14, SPAC 12.5, PtTX3025 i SsrPt-ctg4363)
oraz o$miu chloroplastowych markeréw SSR (PCP45071, PCP4113, PCP30277,
PCP71987, PCP26106, Pt30204, PCP87314 i Pt71936), stwierdzono, ze:

* prébka drewna nr 11 z watka (material dowodowy) miata taki sam profil gene-

tyczny (200, 216, 161, 167, 276, 276, 97, 111, 113, 155, 111, 135, 149, 112,

141, 147) jak prébka drewna nr 8 z pniaka stanowiacego materiat poréwnawczy

(ryc. 11-14);

* dwie prébki drewna — nr 18 i 19 z desek z tartaku (materiat dowodowy) — miaty
taki sam profil genetyczny (200, 216, 129, 149, 276, 291, 97, 97, 214, 155,
110, 135, 149, 112, 142, 147) jak prébka drewna nr 4 z pniaka bedacego mate-

rialem poréwnawczym (ryc. 15-18).
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3.3. Identyfikacja probek drewna $wierka pospolitego 73

Pozostate badane prébki drewna materiatu dowodowego (o numerach od 12 do
17 oraz od 20 do 26) nie wykazaty podobienistwa do ktérejkolwick z prébek drew-
na materiatu poréwnawczego (tab. 2). Warto$¢ prawdopodobienstwa identycznosci
P, obliczona dla wszystkich testowanych markeréw w 100 prébkach drewna sosny
wyniosta 0,051, a sita dyskryminacji uzytych do identyfikacji markeréw — 0,949
(94,90%). Na podstawie analizy prawdopodobiefstwa identycznosci P, obli-
czonej metodg Hedricka (2000) dla wszystkich badanych markeréw, oprécz genu
nadl, otrzymano mniejszg wartos¢: Py = 0,0280, zatem sita dyskryminacji uzytych
czterech markeréw SSR i o§miu markeréw cpSSR w identyfikacji wzrosta do 0,972.
Tak wigc opinia koricowa opracowana na podstawie wykonanych analiz poréw-
nawczych prébek drewna sosnowego brzmi:
* prébka drewna oznaczona nr 11 (material dowodowy) przed rozdzieleniem
z probka drewna nr 8 (materialem poréwnawczym) stanowila jedna cato$é
z prawdopodobienstwem 97,2%;
* prébki drewna nr 18 i nr 19 (materiat dowodowy) przed rozdzieleniem z prébka
drewna nr 4 (materialem poréwnawczym) stanowily jedna calo$¢ z prawdopo-
dobiehstwem 97,2%.

3.3. Identyfikacja probek drewna swierka pospolitego

W celu identyfikacji genetycznej probek drewna $wierkowego przeanalizowano po-
brany w terenie materiat dowodowy ztozony z prébek pochodzacych z 16 wyrzyn-
kéw sktadowanych w lesie w Nadlesnictwie G. (ryc. 26) i material poréwnawczy
pozyskany z o$miu pniakéw w lesie (ryc. 27). Wyizolowane czasteczki DNA cha-
rakteryzowaly dobra jakos¢ (ryc. 28-30) i $rednia zawartos¢ DNA genomowego dla
wszystkich préb 15,06 ng/ul + 6,0 S.E.

Ryc. 26. Materiat dowodowy — prébki pobrane w terenie. A — prébka nr 3, pobrana
z wierzchotka swierka, B — prébka nr 4 z wyrzynka sktadowanego w lesie
(fot. M. Klisz)
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Ryc. 27. Materiat poréwnawczy — pniak nr 9 na zrebie w lesie (fot. M. Klisz)
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Ryc. 28. Elektroforegram DNA wyizolowanego z drewna $wierkowego, z materiatu
dowodowego i porownawczego przestanego z Nadlesnictwa G. M — marker
wielkosci fragmentéw DNA 1kB Ladder Plus (Fermentas). 1-50 — czgsteczki
izolowanego DNA z poszczegdlnych drzew (kazdg probke naktadano na zel
kilka razy), (zrodto: archiwum IBL)

Profile genetyczne préb przystanych do poréwnania DNA wykonano na pod-
stawie analizy sekwencji mikrosatelitarnych (SSR) wedlug zmodyfikowanej proce-
dury Pfeiffera i in. (1997) oraz Yazdaniego i in. (2003), za pomocg czterech marke-
réw mikrosatelitarnych: SpAG-C1, SpAC1-H8, SpA-G2 i SpAG-D1. Jako marker
DNA mitochondrialnego przebadano drugi intron genu nad1 (Sperisen i in. 2001),
ktérego duzy polimorfizm potwierdzono w poprzednich badaniach w 70 polskich
populacjach $wierka (Nowakowska 2009, 2010). Podziatu alleli na klasy haploty-
péw dokonano wedlug kryteriéw Sperisena i in. (2001), a dla allela o wielkosci
355 pz utworzono nowa nazwe ,al”. Badanie markeréw DNA jadrowego w préb-
kach wykazato obecno$¢ zaréwno heterozygot, jak i homozygot.

Dla wszystkich czterech markeréw jadrowych SSR otrzymano wysokie wartosci
parametréw genetycznych: Srednia obserwowana liczbe alleli w locus n = 28,750;
$rednig oczekiwang liczbe alleli w locus n, = 12,481; indeks zmiennosci Shannona
{ = 2,701; heterozygotyczno$¢ obserwowang H,=0,789 i oczekiwang A, = 0,865.
Srednia heterozygotycznos¢ Nei dla wszystkich loci byta wysoka i wynosita /.. = 0,860
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75

cja prébek drewna $wierka pospolitego

(Nowakowska 2010). Poszczegélne cztery markery jadrowego DNA mikrosatelitarne-
go — SPAG-C1, SpAC1-HS, SpA-G2 i SpAG-D1 — charakteryzowal wysoki polimor-
fizm, odpowiednio: 63,44%, 95,87%, 77,13% i 97,54%. Sredni PIC dla wszystkich
markeréw DNA mikrosatelitarnego byt bardzo wysoki (83,49%). Badane markery
charakteryzowata niska warto$¢ prawdopodobieristwa przypadkowego podobieristwa
genetycznego, obliczona na podstawie wzoru Hedricka (2000) dla 100 losowo wybra-
nych drzew $wierka na gniezdzie zrebowym (P, = 0,0037), sita dyskryminacji uzy-
tych do identyfikacji markeréw SSR byta zatem bardzo wysoka i wynosita 99,63%.
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Ryc. 29. Oszacowanie stgzenia kwasow nukleinowych w prébach pobranych z 13 pniakéw
Swierka; pomiar absorpcji 10 mm przy dtugosci fali 260 nm (zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 30. Zawarto$¢ wyizolowanego DNA i parametry czystosci kwaséw nukleinowych
w prébkach z 13 pniakéw swierka (zrédto: archiwum IBL)

Amplifikacja drugiego intronu genu nad1 w prébkach poddanych analizie DNA
wykazata obecnos¢ trzech réznych haplotypéw: a7, ,al”, i ,c” (tab. 2), ktdre cha-
rakteryzowat znaczny polimorfizm (PIC = 0,25).
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76 3. Identyfikacja drewna na podstawie analiz DNA

W badaniach przeprowadzonych dla 2500 drzew $wierka z réinych regionéw
Polski populacje $wierka z potudniowego zachodu (z regionéw nr 702, 701, 503,
555, wedtug Regionalizacji Nasiennej, Zaleski i in. 2000) charakteryzowaly wysokie
parametry zmiennosci genetycznej: 7 = 7,000; 7, = 1,521; [ = 0,674; h = 0,343.
Drzewostany $wierkowe ze wschodu Polski, potozone w regionach nr 208, 207, 253
i 456, mialy najwyzsze wspétczynniki zmiennosci genetycznej: 7, = 3,000 7, = 1,976;
1=0,705; h = 0,494. Najmniejsza zmienno$¢ genetyczna, okreslong na podstawie mar-
kera nadl, wykazujg populacje $wierka z potudnia Polski, w regionach nr 801, 802
i 808, w ktérych dominuje haplotyp ,,a”, charakterystyczny dla hercyrisko-karpackiego
zasicgu $wierka w Europie (Sperisen i in. 2001). Te ostatnie populacje wykazywaly niski
stopient polimorfizmu genu nadl: n = 4,000; n =1,011; 1= 0,040; h=0,011.

Na podstawie dotychczasowych badan (Nowakowska 2009, Lewandowski 2009)
stwierdzono, ze czgsto$¢ wystgpowania poszczegdlnych haplotypéw mitochondrial-
nych genéw u $wierka zalezy od regionu pochodzenia badanych préb. W popula-
cjach z pétnocnego wschodu odnotowano wystgpowanie szesciu réznych haploty-
péw: a7, b7, ,bl”, ,c”, ,d”i,d1”, z kedrych najczgéciej wystepuje haplotyp ,.c”
(frekwencja 96,9%), a najrzadziej — haplotyp ,b1” (0,2%). Populacje ze wschod-
niej Polski charakteryzuje obecnos¢ trzech réznych haplotypéw mitochondrialnego
genu nadl: ,a°, ,al” i ,c”; haplotypy ,c” i ,a” sa dominujace (frekwencja 57,7%
141,9%), zas$ haplotyp ,,al” — najrzadszy (0,4%; Nowakowska 2010).

® Drzewostany $wierkowe z potudnia Polski sa najmniej zmienne genetycznie. ®
Mimo obecnosci czterech wariantéw haplotypéw genu nadl (,a°, ,al”, ,b” i ,d17)
we wszystkich badanych populacjach dominuje haplotyp ,a” ze $rednia frekwencja
99,4%, a pozostate haplotypy (,al”, ,b” i ,d1”) wystgpuja bardzo rzadko — ze $red-
nig frekwencja 0,2% (Nowakowska 2010).

Uprawnione jest zatem stwierdzenie, ze warto$¢ parametru P dla mitochon-
drialnego genu nadl zalezy od regionu, z ktérego pochodza prébki drewna swierko-
wego. Dla 100 préb zebranych w Nadlesnictwie G. z pétnocno-wschodniej Polski
warto$¢ P, = 0,039, a zatem sita dyskryminacji markeréw SSR uzytych do identy-
fikacji tych prébek drewna wynosita 96,1%.

Whioski i opinia koncowa

Badania wykazaly przydatno§¢ markeréw mikrosatelitarnego DNA jadrowego
i mitochondrialnego markera STS do identyfikacji prébek drewna z materiatu
dowodowego i poréwnawczego. Analiza profili genetycznych 15 wyrzynkéw ze
$wierka (material dowodowy), przeprowadzona na podstawie czterech markeréw
DNA jadrowego (ryc. 31-34) i jednego markera mitochondrialnego (ryc. 35 i 36)
umozliwita poréwnanie materiatu dowodowego z probkami drewna z dziewigciu
pniakéw $wierka (materiat poréwnawczy) zabezpieczonymi w terenie.
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Ryc. 31. Profil genetyczny materiatu dowodowego (Swierk, probka nr 9)
w mikrosatelitarnych loci — SpAC1: allele 88 i 102 (kolor czarny);
SpAC1-H8 - allel 101 pz (kolor niebieski), (zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 32. Profil genetyczny materiatu poréwnawczego (Swierk, prébka nr 2)
w mikrosatelitarnych loci: SpAC1 - allele 88 i 102 (kolor czarny);
SpAC1-H8 - allel 101 pz (kolor niebieski), (zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 33. Profil genetyczny materiatu dowodowego (Swierk, probka nr 9)
w mikrosatelitarnych loci: SpA-G2 - allel 97 pz (kolor zielony);
SpAG-D1 - allele 154 i 170 pz (kolor czarny), (zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 34. Profil genetyczny materiatu poréwnawczego ($wierk, prébka nr 2)
w mikrosatelitarnych loci: SpA-G2 - allel 97 pz (kolor zielony);
SpAG-D1 - allele 154 i 170 pz (kolor czarny), (zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 35. Profil genetyczny materiatu dowodowego (Swierk, prébka nr 9)
w mitochondrialnym locus nad1: haplotyp ,,a” o wielkosci 322 pz
(Zrodto: archiwum IBL)
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Ryc. 36. Profil genetyczny materiatu poréwnawczego (Swierk, probka nr 2)
w mitochondrialnym locus nad1: haplotyp ,,a” o wielkosci 322 pz
(zrédto: archiwum IBL)

Wszystkie otrzymane profile DNA materialu dowodowego z prébek drewna
o numerach 9-24 réznily si¢ mi¢dzy soba, podobnie jak profile DNA materiatu
poréwnawczego w prébkach od 1 do 8 (tab. 3).
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Tabela 3. Zestawienie profili genetycznych materiatu dowodowego i poréwnawczego
badanych préobek drewna $wierka pospolitego

Lp. Ty;? Marker Marker Marker Marker Marker
materiatu SpAG-C1 SpAC1-H8 SpA-G2 SpAG-D1 nadi
ooy | 5 | 04 | 55 | v | o | m | o | | o
3 poréwnawczy 98 98 101 155 79 97 165 169 a
4 poréwnawczy 102 104 149 197 89 93 151 b.d. a
5 | poréwnawczy 88 102 101 123 95 95 127 147 c
6 |poréwnawczy | 102 102 115 125 91 99 141 179 a
7 poréwnawczy 76 98 101 119 95 105 157 159 c
8 | poréwnawczy 92 102 105 121 87 87 147 147 al
RN NN
10 | dowodowy 102 102 101 143 85 111 135 154 al
11 | dowodowy 80 102 98 101 95 105 183 185 a
12 | dowodowy 98 102 103 137 95 107 151 205 El
@ 13 | dowodowy 102 102 98 125 97 97 171 173 b.d. @
14 | dowodowy 82 98 101 123 95 97 127 127 c
15 | dowodowy 102 120 105 157 95 99 169 189 al
16 | dowodowy 102 104 94 101 95 101 145 145 c
17 | dowodowy 102 102 105 195 107 111 159 183 c
18 | dowodowy 88 102 b.d. 157 89 103 167 187 a
19 | dowodowy 102 102 105 119 107 107 147 149 a
20 |dowodowy 102 102 101 101 97 97 154 154 a
21 | dowodowy 98 102 101 121 95 107 127 157 al
22 | dowodowy 88 102 107 121 87 99 154 170 a
23 | dowodowy 98 98 101 121 95 101 169 189 a
24 | dowodowy 102 102 98 101 95 107 169 189 a

b.d. — brak danych
Kolorem wyrézniono identyczny profil genetyczny

Na podstawie otrzymanych wzoréw alleli dla pigciu rodzajéw markeréw, w tym

czterech markeréw jadrowych — SPAG-C1, SpAC1-H8, SpA-G2 i SpAG-D1 — oraz
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mitochondrialnego markera genu 7ad1, stwierdzono, ze prébka drewna nr 9 z wy-
rzynka (material dowodowy) miala taki sam profil genetyczny (88, 102, 101, 101,
97,97, 154, 170, a) jak prébka drewna nr 2 z pniaka, stanowiaca material poréw-
nawczy (tab. 3; ryc. 31-30).

Pozostate badane prébki drewna z materiatu dowodowego nie wykazaty podo-
biefistwa do ktérejkolwiek prébki drewna z materiatu poréwnawczego. Warto$é
prawdopodobienistwa identycznosci P, (Hedrick 2000) dla wszystkich pigciu
markeréw w prébkach drewna $wierkowego wyniosta 0,0021, zatem sifa dys-
kryminacji uzytych do identyfikacji pigciu markeréw (SSR i STS) byla wysoka
i wynosita 0,9979.

Whiosek: prawdopodobieristwo tego, ze materiat dowodowy (prébka drewna
nr 9) stanowil przed rozdzieleniem z materiatem poréwnawczym (prébka drewna
nr 2) jedna calos¢, wynosito 99,79%.

3.4. Identyfikacja prébek drewna debu szyputkowego
i debu bezszyputkowego

Do Laboratorium Genetyki Molekularnej IBL w Sekocinie Starym przystano
® z Nadlesnictwa O. 22 prébki drewna debéw szyputkowego i bezszyputkowego. ®
Celem byta analiza poréwnawcza na podstawie profili DNA. Materiat dowodowy
stanowily prébki pobrane z 16 réznych desek z tartaku (ryc. 37), a materiat po-
réwnawczy uzyskano z szeciu pniakéw w lesie (ryc. 38). Numery 1 i 2 pochodzity
z dgbu bezszyputkowego, a 3, 4, 5 i 6 — z dgbu szyputkowego. Przed wykonaniem
analiz probki przechowywano w temperaturze —75°C.

Ryc. 37. Materiat dowodowy — prébki pobrane w tartaku (fot. M. Klisz i J. A. Nowakowska)
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82 3. Identyfikacja drewna na podstawie analiz DNA

Ryc. 38. Materiat poréwnawczy — debowy pniak (nr 2) w lesie (fot. M. Klisz)

Ryc. 39. Elektroforegram DNA izolowanego z prébek pobranych z 22 debdéw, objetych
analizg DNA na zlecenie Nadlesnictwa O. M — marker wielkosci fragmentow
DNA 1kB Ladder Plus (Fermentas). 1-25 — czasteczki DNA wyizolowanego

Ryc. 40. Ocena jakosci kwasoéw nukleinowych w prébach pobranych z pniakéw debu
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M12 3456 7 8 910111213141516171819202122232425

z poszczegolnych drzew (z powtdrzeniami), (zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 41. Zawartos¢ wyizolowanego DNA i okreslenie parametréw czystosci kwaséw
nukleinowych w prébach drewna debu szyputkowego i bezszyputkowego
(zrédto: archiwum IBL)

Jako$¢ wyizolowanego DNA byta dobra (ryc. 39-41); $rednie st¢zenie DNA
w 100 mg tkanki wynosito 18,43 ng/ul + 12,0 S.E. Profile genetyczne wszystkich
22 prébek drewna opracowano na podstawie analizy sekwencji mikrosatelitarnych

® (SSR) u d¢béw szyputkowego i bezszyputkowego wedtug zmodyfikowanej proce- ®
dury opisanej w publikacjach: Kampfer i in. (1998), Steinkellner i in. (1997) oraz
Muir i Schlétterer (2005), stosujac dziewie¢ markeréw DNA mikrosatelitarnego:
36, 58, 102, ssrQrZAG7, ssrQrZAGY, ssrQrZAG108, ssrQrZAG110, MSQ4
i MSQ13.

Analizy zmiennosci genetycznej cpDNA przeprowadzono na podstawie reak-
¢ji taricuchowej polimerazy (PCR) dzigki zastosowaniu dwéch markeréw DNA
chloroplastowego: ,DT” (trnD [tRNA-Asp(GUC)] — trnT [tRNA-Thr(GGU)])
i ,CD” (trnC [tRNA-Cys(GCA)] — trnD [tRNA-Asp(GUC)]) metoda opisana
przez Demesure’a i in. (1995). Wybrane regiony DNA powielano za pomoca
specyficznych starteréw, po czym analizowano polimorfizm dtugosci fragmen-
téw restrykcyjnych metodqa PCR-RFLP. Po oszacowaniu zawarto$ci DNA ge-
nomowego w kazdym pniaku, prébki poddawano amplifikacji w termocyklerze
Biometra Gradient zgodnie z procedura opisang dla techniki PCR-RFLP w pu-
blikacjach Dumolin-Lapégue i in. (1997) oraz Nowakowska i in. (2007). Geno-
typowane drzewa wykazywaly obecno$¢ zaréwno heterozygot, jak i homozygot
dla danego locus DNA jadrowego. Badane prébki drewna cechowaty wysokie
warto$ci parametréw genetycznych: $rednia obserwowana liczba alleli w locus
n_ = 15,6005 rednia oczekiwana liczba alleli w locus n_ = 8,985; indeks zmien-
nosci Shannona 7 = 23380; heterozygotycznos¢ obserwowana H=0,788 i ocze-
kiwana H, = 0,892. Srednia heterozygotycznos¢ dla pieciu markeréw SSR byta

‘ ‘ DNA druk.indd 83 @ 2014-05-26 09:22:20 ‘ ‘



I [ [ ® H - EEEN

84 3. Identyfikacja drewna na podstawie analiz DNA

wysoka i wynosita A = 0,887 (Nowakowska 2010). Wszystkie pie¢ markeréw
mikrosatelitarnego DNA jadrowego (MSQ4, MSQ13, sstQrZAG7, sstQrZAG9
i 102) charakteryzowat wysoki polimorfizm, odpowiednio: 86,33%, 86,76%,
88,54%, 91,01% i 90,28%. Sredni PIC zastosowanych markeréw DNA mikro-
satelitarnego byt wysoki (70,87%).

Wszystkie badane markery SSR charakteryzowata niska warto$¢ P, (0,0138)
obliczona na podstawie wzoru Hedricka (2000) dla 100 losowo wybranych pnia-
kéw na zrebie, a zatem sita dyskryminacji uzytych markeréw SSR do identyfikacji
byla wysoka; wynosita 0,9862 (98,62%). Badane préby charakteryzowato wyste-
powanie réznych genotypéw jadrowych markeréw SSR oraz szeciu wariantéw ha-
plotypéw w locus DT (,17, , 47, .57, ,,7”, ,10” 1,12”) oraz dwéch haplotypéw (,,1”
i,3”) w chloroplastowym Jocus CD (tab. 3). Petit i in. (2002a) stwierdzili, ze popu-
lacje z duzym udzialem haplotypu ,,1” wywodza si¢ z Pétwyspu Apeninskiego, na-
tomiast haplotypy ,4”, ,,5” i ,,7” — z Pétwyspu Batkariskiego. Populacje, w kt6rych
przewazaja haplotypy ,10” i ,,12” prawdopodobnie rozprzestrzenily si¢ w Europie
z Pétwyspu Iberyjskiego.

Wyniki analizy DNA drewna s zgodne z wynikami badani populacji d¢gbowych
z Polski (Csaikl i in. 2002, Nowakowska i in. 2005), gdzie drzewostany dgbowe cha-
rakteryzuje réwniez wysoka frekwencja haplotypéw ,,7” (35%), ,12” (20%) i ,,10”
(14%). Badania (Gtaz 2000) wykazaty, ze 3/4 populacji debowych, gtéwnie z po-

® tudniowej i zachodniej Polski, pochodzi z refugium polodowcowego na Pétwyspie ®
Batkariskim.

Dla préb drewna debowego warto$¢ Py, osiagneta 0,0372, a zatem sita dyskry-
minacji chloroplastowych markeréw PCR-RFLP uzytych do identyfikacji prébek
drewna d¢bowego wynosita 0,9663 (96,63%).

Whnioski i opinia koncowa

Analiza profili genetycznych 16 prébek pobranych z desek debowych w tartaku
(materiat dowodowy), przeprowadzona na podstawie pieciu markeréw DNA jadro-
wego (ryc. 42—45) i dwéch markeréw chloroplastowych ,DT” i ,,CD” (ryc. 46—48),
umozliwita poréwnanie nadestanego do analiz materialu dowodowego z prébkami
drewna z szesciu pniakéw d¢béw (material poréwnawczy).

Wszystkie otrzymane profile DNA materialu dowodowego z prébek drewna
o numerach 7-22 réznily si¢ miedzy sobg (tab. 3), podobnie jak profile DNA mate-
riatu poréwnawczego (prébki nr 1-6) miaty inne profile genetyczne.
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Ryc. 42. Profil genetyczny materiatu dowodowego debu (prébka nr 9) w mikrosatelitarnym
locus 102: allele 121 i 135 pz oznaczono strzatkami (kolor niebieski). Standard
wielkosci — kolor czerwony (zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 43. Profil genetyczny materiatu poréwnawczego debu (prébka nr 6)
w mikrosatelitarnym locus 102: allele 121 i 135 pz oznaczono strzatkami (kolor
niebieski). Standard wielkosci — kolor czerwony (zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 44. Profil genetyczny materiatu dowodowego (prébka nr 9) w mikrosatelitarnym /ocus
ssrQrZAG?7: allel 146 pz (kolor niebieski). Standard wielkosci — kolor czerwony
(zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 45. Profil genetyczny materiatu poréwnawczego (prébka nr 6) w mikrosatelitarnym
locus ssrQrZAGT: allel 146 pz (kolor niebieski). Standard wielkosci — kolor
czerwony (zrédto: archiwum IBL)
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Tabela 4. Zestawienie profili genetycznych materiatu dowodowego i poréwnawczego
badanych préobek drewna debu

L Typ Marker Marker Marker Marker Marker Marker Marker
P-  materiatu MSQ4 MSQ13 ssrQrZAG7 ssrQrZAG9 102 DT CD

3 poréwnawczy | 216 | 220 | 224 | 230 | 130 | 134 | 190 | 212 | 125|127 12 3

4 poréwnawczy | 212 | 214 (220|334 | 132 | 132 | 192 | 214 | 113 | 119 12 3

5 poréwnawczy | 220 | 228 | 224 | 228 | 134 | 134 | 188 | 188 |b.d.|b.d. 7 1

7 dowodowy 2121212 (226|226 | 126 | 134 | 190 | 190 | 115|127 12 3

8 dowodowy 216 (224 (238|246 | 128 | 134 | 188 | 188 | 111 | 125 b.d. 3

‘

~N|lo| NN~

10 |dowodowy 216 ({224 |1220|220| 124 | 124 | 192 | 192 | 113 | 115
11 | dowodowy 2221226216 (226 | 118 | 118 | 190 | 200 [ 109 | 119
12 | dowodowy 206 (210 (220|224 | 116 | 130 | 190 | 200 | 115 | 117
13 | dowodowy 21812201224 (230 | 118 | 134 | 190 | 212 | 111 | 119
14 | dowodowy 218|218 224 | 228 | 126 | 134 | 184 | 194 | 113 | 115

®
®

16 | dowodowy 220|230(218 (216 | 138 | 192 | 184 | 194 | 111 [ 111 5 3
17 | dowodowy 218 (218 | 222|234 | 132 | 136 | 190 | 190 |[127| 149 4 3
18 | dowodowy 212 | 212|222 222 | 124 | 124 | 178 | 184 | 115|115 7 1
19 | dowodowy 220|228 (224 (224 | 126 | 134 | 184 | 184 | 99 | 113 1 1
20 |dowodowy 216|224 | 226|228 | 134 | 134 | 188 | 188 | 117 | 123 1 1
21 | dowodowy 216|224 | 224|230 | 118 | 204 | 190 | 212 | 113 | 119 1 1
22 | dowodowy 220|230 (224 (224 | 138 | 206 | 178 | 184 | 119 | 164 10 1

b.d. - brak danych
Kolorami wyrézniono identyczne profile genetyczne

Ryc. 46. Poréwnanie profili genetycznych materiatu dowodowego (prébka nr 9) i dowodowego
(probka nr 6) dla chloroplastowych loci PCR-RFLP: haplotypy ,,DT” i ,,CD”
(zrodto: archiwum IBL)
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Sample 1

[Fu]
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&
it
‘ =
) A;? &
0o R L S Peae
T T T T T T
20 ] a0 100 120 [s]
Overall Results for sample 1 : _Sample 1
Number of peaks found: 4
Peak table for sample 1 : Sample 1
Peak  Size Conc. Molarity Observatio
[bp]  [ng/pl]  [nmol/I] ns

1 ‘ 15 4.20 424.2 Lower Marker
2 45 0.25 8.5
3 213 0.10 0.7
4 398 0.16 0.6
5 578 0.15 0.4
6 B 1,500 2.10 21 Upper Marker

Ryc. 47. Profil genetyczny materiatu poréwnawczego (prébka nr 15) w chloroplastowym /ocus
»,DT”: wariant ,4” sktada sie z haplotypéw o wielkosci 45 pz, 213 pz, 398 pz i 578 pz.
Standardy wielkosci: 15 pz (zaznaczony kolorem zielonym) i 1500 pz (kolor fioletowy),

(zrédto: archiwum IBL)

Sample 3
FLU] F
&0
&
20
3 & do
5 oD o A g
I i SN | P —
T T T T T T
40 &0 BO 100 120 140 [s]
Overall Results for sample 3 : Sample 3
Number of peaks found: 4
Peak table for sample 3 : Sample 3
Peak Size Conc. Molarity Observatio
[bp]  [ng/pll  [nmol/I] ns
1 5 0.00 0.0
2 14 0.00 0.0
3 ‘ 15 4.20 424.2 Lower Marker
4 45 0.11 3.8
5 212 0.03 0.2
6 389 0.04 0.1
7 576 0.03 0.1
8 B 1,500 2.10 2.1 Upper Marker

Ryc. 48. Profil genetyczny materiatu dowodowego (probka nr 2) w chloroplastowym locus
»,DT”: wariant ,,4” ztozony z haplotypow o wielkosci 45 pz, 212 pz, 389 pz i 576 pz.
Standardy wielkosci: 15 pz (zaznaczony kolorem zielonym) i 1500 pz (kolor fioletowy),
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Na podstawie wzoréw alleli siedmiu rodzajéw markeréw, w tym pieciu marke-
ré6w jadrowych — MSQ4, MSQ13, sstQrZAG7, sstQrZAG9 i 102 — oraz dwéch
chloroplastowych — PCR-RFLP (,DT” i ,,CD”) — stwierdzono, ze:

* prébka drewna nr 9 (material dowodowy) ma taki sam profil genetyczny

(220, 230, 222, 228, 146, 1406, 178, 184, 121, 135, 4, 3) jak prébka drewna

nr 6 z pniaka, stanowigca materiat poréwnawczy (tab. 4; ryc. 42-46);

* prébka drewna nr 15 (material dowodowy) miala taki sam profil genetyczny

(220, 230, 222, 222, 116, 130, 186, 192, 117, 127, 4, 3) jak prébka drewna

nr 2 z pniaka stanowigcego materiat poréwnawczy (tab. 4; ryc. 47 i 48).

Pozostale badane prébki drewna z materiatu dowodowego nie wykazaty podo-
bieristwa do ktdrejkolwiek z prébek drewna z materiatu poréwnawczego. Wartosé
prawdopodobieristwa identycznosci P, obliczona wg Hedricka (2000) dla wszyst-
kich siedmiu markeréw zmiennosci DNA wynosi 0,0255, zatem sifa dyskryminacji
czterech markeréw SSR i jednego STS uzytych do identyfikacji jest wysoka: 0,9745.

Whioski:

* prawdopodobienstwo tego, ze probka nr 9 materiatu dowodowego pochodzi

z materiatu poréwnawczego (prébka drewna nr 6), wynosi 97,45%;

* prébka materialu dowodowego nr 15 stanowita przed rozdzieleniem jedng

cato$¢ z materiatem poréwnawczym nr 2 z prawdopodobienistwem 97,45%.

3.5. Identyfikacja probek drewna buka zwyczajnego

Analiz¢ profili DNA drewna bukowego wykonano dla 10 prébek materiatu dowo-
dowego i siedmiu prébek materiatu poréwnawczego, przestanych do laboratorium
z Nadlesnictwa B. Material dowodowy stanowily watki drewna stosowego z lasu
(ryc. 49), a material poréwnawczy pobrano z siedmiu pniakéw w lesie (ryc. 50).

Do analizy DNA postuzono si¢ czterech markerami jadrowego DNA mikrosa-
telitarnego: FS1-03, FS1-25, FCMS5 i mcf11 (Pastorelli i in. 2003, Vornam i in.
2004), natomiast do analizy zmiennosci genetycznej — trzema mikrosatelitarnymi
markerami DNA chloroplastowego(ccmp4, ccmp? i ccmp10), wzorujac si¢ na do-
niesieniach Griveta i in. (2001) oraz Weisinga i Gardnera (1999). Testowano réw-
niez przydatnos$¢ chloroplastowych markeréw PCR-RFLP — ,DT”, ,CD” i ,,OA”
— metoda Vettoriego i in. (2004) dla drewna bukowego.

Otrzymane st¢zenia DNA cechowata dobra srednia zawarto$¢ DNA genomowe-
go: 20,19 ng/pl + 15,0 S.E, potwierdzona spektrofotometrycznie (ryc. 51-53). Ba-
dane prébki drewna wykazywaly obecnos¢ zaréwno heterozygot, jak i homozygot
dla kazdego markera DNA jadrowego. Dla wszystkich czterech zastosowanych mar-
keréw SSR buka otrzymano wysokie warto$ci parametréw genetycznych: A = 172;
$rednig obserwowana liczbe alleli na locus n_ = 14,750; $rednia oczekiwana liczbe al-
leli na locus n, = 7,424; indeks zmiennosci Shannona 7 = 2,218; heterozygotyczno$é
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obserwowana H,=0,7151 oczekiwang A = 0,857. Srednia heterozygotyczno$¢ dla
pigciu loci SSR byta wysoka; wyniosta . = 0,852.

A B

Ryc. 49. Materiat dowodowy — prébki pobrane w terenie. A — prébka pobrana z wierzchotka
buka w lesie, B — prébka nr 10 z watka sktadowanego w lesie (fot. J. A. Nowakowska)

Ryc. 50. Materiat poréwnawczy. Pniak nr 7 na zrebie w lesie (fot. M. Klisz)

M1 2 3 45 6 78 910111213 141516 17

Ryc. 51. Elektroforegram DNA izolowanego z prébek drewna bukowego, przestanych do
analiz z Nadlesnictwa B. M — marker wielkosci fragmentéw DNA 1kB Ladder Plus
(Fermentas). 1-17 — czasteczki izolowanego DNA z poszczegodlnych drzew
(zrodto: archiwum IBL)
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Ryc. 52. Oszacowanie stezenia kwaséw nukleinowych w préobkach pobranych z pniakéw
buka; pomiar absorpcji 10 mm przy dtugosci fali 260 nm (zrédto: archiwum IBL)

Flots  Fepont | Testtype: | Nusleic Acid [2010-12-06 09:15 =T
Report Mame|drevno buk ] Max Butfer Size| 200 | Buffer Mode  Sove Heport & Gloar. |

bus 1 | Deteun | 20090721 | 1441 | 266 | 0063 | 0043 | 1.2 [N 5000 23| 0299 | 0036 | Measure
Tub 2 | Delouh | 20080721 | 1443 | 20403 | 4091 | £aa) | 138 (L] 000 57 | Mamsure
bub_d | Delouh | 0090781 | 1444 | 1748 | 3885 | 2880 | 13 | 048 L) 20| B0 | 483 | Meose
buk 4 | Dafoul | cO08-0721 | 1445 | B3¢ | 0066 | Gi2d | 134 | 6% Sl [ 0515 [ 0067 | Measue
b 5 | Doteun | 2008-07-21 i Ve | Tidb | @28 | 4iFE 155 | 040 0] | | 8138 | Massue
bb 6 | Dwleun | 20080721 | T447 | fad: | 059 | 034 | 164 | 0s6 50,00 | wa0s | 0370 | Messue
bub 7 | Dofsul | 20090721 | 1449 | 1261 | 0252 | 0aed | 14 0% 50,00 545 | U143 | Messurn
bub 0 | Doieuf | 20080721 | 1451 | 1067 | 0233 | 0451 | 156 041 50,00 572 | 0109 | Mossim
bub_8 | Dofouk | 20080721 | 1451 | 7475 | 1636 | 1084 | 147 [G] 50,00 | [ ZR1R | Womwum

Ryc. 53. Zawartos$¢ wyizolowanego DNA i parametry czystosci kwaséw nukleinowych
w wybranych prébkach drewna buka zwyczajnego (Zzrédto: archiwum IBL)

Wszystkie markery mikrosatelitarnego DNA jadrowego (FS1-03, FS1-25, FCM5
i mcfl1) charakteryzowal wysoki polimorfizm, odpowiednio: PIC = 79,33%; PIC
= 82,64%; PIC = 82,77% i PIC = 83,01%. Sredni PIC wszystkich markeréw DNA
mikrosatelitarnego byl wysoki (PIC = 81,94%), a wartos¢ P, =0,0117, obliczona na
podstawie wzoru Hedricka (2000) dla 100 losowo wybranych pniakéw buka na zrebie,
okazata si¢ niska, zatem sita dyskryminagji uzytych do identyfikacji markeréw SSR byta
wysoka i wyniosta 0,9883 (98,83%). Chloroplastowy marker ccmp4 charakteryzowato
wystgpowanie szesciu wariantow alleli (od 120 do 134 pz), marker ccmp7 — wystepo-
wanie czterech wariantéw (od 160 do 164 pz), a marker ccmp10 — szesciu wariantéw
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(od 129 do 134 pz). Srednia dla trzech markeréw cpSSR osiagneta $redni poziom:
n = 5,667; n,=4,055 I=1,502; H.=0,739; PIC = 71,28% (Nowakowska 2010).

W badaniach ok. 300 europejskich osobnikéw buka zwyczajnego, na podstawie
analizy czterech markeréw (ccmp4, ccmp6, ccmp? i cempl0), stwierdzono tacznie
24 warianty alleli (Magri i in. 2006). Najwiecej wariantéw alleli wykazuje Jocus
ccmp? w populacjach wloskich (Vettori i in. 2004), locus ccmpl0 byt natomiast
monomorficzny (miat tylko jeden wariant allela). Mozna zatem przypuszczaé, ze
zmienno$¢ chloroplastowych markeréw ccmp4, ccmp? i ccmp10 wykazuje w Euro-
pie zréznicowanie regionalne.

Dla préb drewna bukowego z Nadle$nictwa B. wartos¢ P, wyniosta 0,0127,
co oznacza, ze sita dyskryminacji markeréw cpSSR uzytych do identyfikacji prébek
drewna osiagneta 0,9830 (98,30%).

Whioski i opinia koncowa

Analiza profili genetycznych 17 prébek drewna bukowego na podstawie czterech
markeréw DNA jadrowego (ryc. 54-57) i trzech markeréw chloroplastowych
(ryc. 51-54) umozliwita poréwnanie materiatu dowodowego z prébkami drewna
z pniakéw bukowych w terenie (materiat poréwnawczy).
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Ryc. 54. Profil genetyczny materiatu dowodowego (buk, probka nr 8) w mikrosatelitarnym
locus FS1-01: allele 87 i 93 pz oznaczono strzatkami, standard wielkos$ci — kolorem
czerwonym (zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 55. Profil genetyczny materiatu poréwnawczego (buk, prébka nr 7)
w mikrosatelitarnym locus FS1-01: allele 87 i 93 pz oznaczono strzatkami,
standard wielkosci — kolorem czerwonym (Zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 56. Profil genetyczny materiatu dowodowego (buk, prébka nr 8) w mikrosatelitarnym
locus FCMB5: allele 303 i 324 pz oznaczono kolorem zielonym, standard wielkosci —
czerwonym (zrodto: archiwum IBL)
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Ryc. 57. Profil genetyczny materiatu porownawczego (buk, prébka nr 7)
w mikrosatelitarnym /locus FCM5: allele 303 i 324 pz oznaczono kolorem zielonym,
standard wielkosci — czerwonym (zrédto: archiwum IBL)

Sample 8 -
-
[Fu] &
&0 —i
04 ¥ P
20 1
L L L T T 1 T T -
15 100 200 300 =00 1500 [bp]
Overall Results for sample 8 : Sample 8 T
Number of peaks found: 1
Peak table for sample 8 : Sample 8
Peak  Size Conc. Molarity Observatio
[bp]  [ng/pl]  [nmol/I] ns
1 4 15 4.20 4242 Lower Marker
2 133 1.09 125
3 B 1,500 2.10 21 Upper Marker

Ryc. 58. Profil genetyczny materiatu poréwnawczego (probka nr 8) w chloroplastowym locus
ccmp4: haplotyp 133 pz. Standardy wielkosci: 15 pz (kolor zielony) i 1500 pz (kolor
fioletowy), (zrédto: archiwum IBL)
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Sample 7 .
o
Ful o
60 | —]
" el
30 gt
. N
20
:) . .,
L L L T T 1 T T -
15 100 200 300 =00 1500 [bp]
Overall Results for sample 7 : Sample 7 o
Number of peaks found: 1
Peak table for sample 7 : _Sample 7
Peak Size Conc. Molarity Observatio
[bp]  [ng/pll  [nmol/I] ns
1 4 15 4.20 424.2 Lower Marker
2 133 1.44 16.4
3 B 1,500 2.10 21 Upper Marker

Ryc. 59. Profil genetyczny materiatu dowodowego (prébka nr 7) w chloroplastowym locus
ccmp4: haplotyp 133 pz. Standardy wielkosci: 15 pz (kolor zielony) i 1500 pz (kolor
fioletowy), (zrédto: archiwum IBL)

Sample 8 -
@ [Fu] .}“ @
|
150
5
1080 o
0= B ]
0 -
7T T 1 1 T T 1 UL -
15 100 200 300 =00 1500 [bp]
Overall Results for sample 8 : Sample 8 o
Number of peaks found: 1
Peak table for sample 8 : Sample 8
Peak Size Conc. Molarity Observatio
[bp]  [ng/ull  [nmol/l]  ns
1 ‘ 15 4.20 424.2 Lower Marker
2 134 14.74 166.5
3 B 1,500 210 21 Upper Marker

Ryc. 60. Profil genetyczny materiatu poréwnawczego (probka nr 8) w chloroplastowym locus
ccmp10: haplotyp 134 pz. Standardy wielkosci: 15 pz (kolor zielony) i 1500 pz (kolor
fioletowy), (zrédto: archiwum IBL)
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Sample 7 _
Fu] o
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Overall Results for sample 7 : Sample 7 o
Number of peaks found: 1
Peak table for sample 7 : Sample 7
Peak Size Conc. Molarity Observatio
[bp]  [ng/pi]  [nmol/Il  ns
1 4 15 4.20 424.2 Lower Marker
2 134 8.36 94.2
3 B 1,500 2.10 21 Upper Marker

Ryc. 61. Profil genetyczny materiatu dowodowego (probka nr 7) w chloroplastowym locus
ccmp10: haplotyp 133 pz. Standardy wielkosci: 15 pz (kolor zielony) i 1500 pz (kolor
fioletowy), (zrédto: archiwum IBL)

Wszystkie otrzymane profile DNA materialu dowodowego z prébek drewna
o numerach 8-17 réznily si¢ migdzy soba. Kazdy z profili DNA materiatu poréw-
nawczego (numery 1-7) takze réznit si¢ od innych (tab. 5).

Na podstawie wzordw alleli siedmiu rodzajéw markeréw, w tym czterech mar-
keréw jadrowych (FS1-03, FS1-25, FCM5 i mcf11) oraz trzech chloroplastowych
cpSSR (cecmp4, ccmp? i cempl0) stwierdzono, ze prébka drewna nr 8 (materiat
dowodowy) miata taki sam profil genetyczny (87, 93, 87, 102, 303, 324, 291, 308,
133, 162, 134) jak prébka drewna nr 7 z pniaka, stanowiaca material poréwnawczy
(tab. 5; ryc. 54-61).

Pozostale badane prébki drewna z materiatu dowodowego nie wykazaty podo-
bieristwa do zadnej z prébek drewna z materiatu poréwnawczego (tab. 5). Warto$¢
prawdopodobienistwa identycznosci PID obliczona metoda Hedricka (2000) dla
wszystkich siedmiu markeréw zmiennos$ci DNA wyniosta 0,0122. Sita dyskrymi-
nacji uzytych do identyfikacji drewna bukowego czterech markeréw SSR i trzech
cpSSR jest zatem wysoka i wynosi 0,9878.

Whniosek: materiat dowodowy oznaczony numerem 8 stanowil przed rozdziele-
niem z materialem poréwnawczym oznaczonym numerem 7 jedna calo$¢ z praw-

dopodobienstwem 98,78%.

(N T
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Tabela 5. Zestawienie profili genetycznych materiatu dowodowego i poréwnawczego
badanych préobek drewna buka zwyczajnego

Typ Marker Marker Marker Marker Marker Marker Marker

materiatu FS1-03 FS1-25 FCM5 Mcf11 ccmp4 ccmp?7 ccmpi0
1 poréwnawczy | 95 | 95 | 87 | 87 | 303 | 324 | 308 | 330 133 162 133
2 |poréwnawczy| 95 | 95 | 93 | 93 | 303 | 324 | 308 | 331 133 161 b.d.
3 |poréwnawczy| 93 | 93 | 100 | 100 | 289 | 301 | 292 | 306 133 164 133
4 |poréwnawczy| 87 | 87 | 104 | 106 | 311 | 311 | 317 | 317 133 164 133
5 |poréwnawczy| 87 | 93 | 100 | 102 | 305 | 317 | b.d. | b.d. 133 164 134
6 |poréwnawczy| 87 | 125 | 104 | 106 | 324 | 324 | 332 | 332 134 162 134

9 | dowodowy 87 | 93 | 83 | 106 | b.d. | b.d. | 318 | 330 132 162 133
10 | dowodowy 87 | 93 | 102 | 112 | 305 | 324 | 310 | 318 131 162 133
11 | dowodowy 93 | 125 | 100 | 102 | 301 | 309 | 306 | 331 132 162 132
12 | dowodowy 93 | 96 | 87 | 93 | 303 | 303 | 308 | 314 b.d. 161 132
13 | dowodowy 87 | 125 | 99 | 106 | 324 | 324 | 330 | 330 133 161 131
@ 14 | dowodowy 91 | 107 | 100 | 102 | 313 | 313 | 318 | 318 134 160 132 @
15 | dowodowy 93 | 100 | 100 | 102 | 307 | 319 | b.d. | b.d. 120 161 129
16 | dowodowy 87 | 97 | 83 | 104 | b.d. | b.d. | 298 | 312 128 161 133
17 | dowodowy 87 | 105 | 99 | 102 | 317 | 324 | b.d. | b.d. 133 161 133

b.d. — brak danych
Kolorami wyrézniono identyczne profile genetyczne

3.6. Identyfikacja prébek drewna olszy czarnej

W celu identyfikacji poréwnawczej do laboratorium przestano materiat dowodowy
ztozony z prébek pobranych z 10 réznych wyrzynkéw z drewna stosowego (ryc. 62)
w Nadle$nictwie C. oraz material poréwnawczy pobrany z czterech pniakéw w lesie
(ryc. 63), ktéry przed wykonaniem analiz przechowywano w temperaturze —75°C.

Analizy DNA przeprowadzono, wykorzystujac pi¢¢ markeréw jadrowego DNA
mikrosatelitarnego: 1.2.3, 1.2.7, L5.5, L7.8 1 L022, wedtug procedury opisanej przez
Kulju i in. (2004). Analizy trzech chloroplastowych markeréw mikrosatelitarnych
cpSSR: trnl, psbl i matK, przeprowadzono metods opisang przez Zhuka i in.
(2008).
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98 3. Identyfikacja drewna na podstawie analiz DNA

Ryc. 62. Materiat dowodowy: kawatki drewna olszowego z watka nr 1 drewna stosowego
w lesie (fot. J. A. Nowakowska)

Ryc. 63. Materiat poréwnawczy: prébki drewna nr 8, pobrane z pniaka pozostawionego
w lesie (fot. M. Klisz)
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Ryc. 64. Elektroforegram DNA izolowanego z 14 préb drewna olszowego, przestanego
do analiz z Nadlesnictwa C. M — marker wielkosci fragmentéw DNA 1kB Ladder
Plus (Fermentas). 1-15 — czasteczki izolowanego DNA z drewna pobranego
z poszczegolnych drzew (z powtdrzeniami), (zrédto: archiwum IBL)

th via da de o e de W o 8 e

Ryc. 65. Oszacowanie stezenia zawartosci kwaséw nukleinowych w prébach pobranych
z badanych kawatkéw drewna olszy. Pomiar absorpcji 10 mm przy dtugosci fali
260 nm (zrédto: archiwum IBL)

Srednia czystoé¢ kwaséw deoksyrybonukleinowych w prébkach DNA olszy
byla dobra i wynosita 1,5 dla absorpcjiA, /A, oraz 0,38 dla absorpcjiA, /A,
(ryc. 64-606).

Analizowane prébki wykazywaty obecnos¢ zaréwno heterozygot, jak i homozy-
got w DNA jadrowym oraz wysokie parametry zmiennoéci genetycznej: $rednia
obserwowang liczbg alleli na locus n_ = 14,200; $rednig oczekiwang liczbe alleli na
locus n, = 6,087; indeks zmiennosci Shannona 7 = 1,935; heterozygotycznos¢ obser-
wowang H, = 0,703 i oczekiwang H, = 0,765. Srednia heterozygotycznosé pieciu
markeréw SSR byta wysoka i wynosita /7. = 0,768 (Nowakowska 2010).

‘ ‘ DNA druk.indd 99 @ 2014-05-26 09:22:29 ‘ ‘



_____NEEEN ®

‘ ‘ DNA druk.indd 100 @

100

3. Identyfikacja drewna na podstawie analiz DNA

Wszystkie zastosowane markery mikrosatelitarnego DNA jadrowego (L2.3,
L2.7,15.5, L7.8 i L022) charakteryzowat wysoki polimorfizm, odpowiednio: PIC
= 54,98%; PIC = 84,33%; PIC = 60,29%, PIC = 83,02% i PIC = 90,03%. Sredni
polimorfizm byl wysoki (PIC = 74,53%), przy czym wszystkie badane markery SSR
charakteryzowata niska warto$¢ P, = 0,0012, obliczona na podstawie wzoru He-
dricka (2000) dla 100 losowo wybranych pniakéw olszy na zr¢bie. Sita dyskrymi-
nacji uzytych do identyfikacji markeréw SSR byta zatem wysoka — wynosita 0,9988
(99,88%).

Plots Report | Test type: |Nucleic Acid
Fieport Nome | olsza (1-100) 8
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Ryc. 66. Zawartos¢ wyizolowanego DNA i okreslenie parametrow czystosci kwaséw
nukleinowych w probach drewna olszy czarnej (zrodto: archiwum IBL)

Dla prébek drewna olszowego analizowanych na podstawie markeréw cpDNA
warto$¢ P, = 0,0401, a zatem sita dyskryminacji uzytych do identyfikacji prébek
drewna markeréw cpSSR wynosita 0,9599 (95,99%).

Whnioski i opinia koncowa

Analiza profili genetycznych, przeprowadzona na podstawie pigciu markeréw DNA
jadrowego (ryc. 67-70) i trzech markeréw chloroplastowych (ryc. 71 i 72), umozli-
wita poréwnanie materiatu dowodowego z probkami drewna z pniakéw olszowych
(material poréwnawczy) pobranych w terenie w Nadlesnictwie C.

Wszystkie otrzymane profile DNA materiatu dowodowego z prébek drewna
o numerach 5-14 réznily si¢ miedzy sobg (tab. 6), podobnie jak profile DNA ma-
terialu poréwnawczego (numery 1-4).

2014-05-26 09:22:29 ‘ ‘



| ] ® [T ([ [

Whioski i opinia koricowa 101

175000

11052

150000 -

125000 —

100000

Dye Signal

75000

50000

1084 {lh oz
\ 135,31
worfe || Liasz 12086 1344, 160.6¢
100 105, HE\BE 120 . 160 180
0wammswﬂxlwcx\\uwf”’%‘w 2 \\\\A"\\\\\uwwwwfw

1
160 170 180

25000

100 110 120 130

Ryc. 67. Profil genetyczny materiatu dowodowego (olsza, probka nr 11) w mikrosatelitarnym
locus L5.5: allel 111 pz (kolor niebieski) i locus L022: allel 137 pz (kolor zielony).
Standard wielkosci — kolor czerwony (zrodto: archiwum IBL)
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Ryc. 68. Profil genetyczny materiatu poréwnawczego olszy (prébka nr 3) w mikrosatelitarnym
locus L5.5: allel 111 pz (kolor niebieski) i locus L022: allel 137 pz (kolor zielony).
Standard wielkosci — kolor czerwony (Zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 69. Profil genetyczny materiatu dowodowego (olsza, prébka nr 11)
w mikrosatelitarnym /locus L7.8: allele 90 i 160 pz (kolor zielony). Standard

wielkosci —

kolor czerwony (zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 70. Profil genetyczny materiatu poréwnawczego (olsza, probka nr 3)
w mikrosatelitarnym /locus L7.8: allele 90 i 160 pz (kolor zielony). Standard
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wielkosci —

kolor czerwony (zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 71. Profil genetyczny materiatu dowodowego (olsza, prébka nr 11) w chloroplastowym
locus trn1: allel 184 pz (kolor czarny); locus matK: allel 274 pz (kolor niebieski)
i locus psb1: allel 372 pz (kolor zielony). Standard wielkos$ci — kolor czerwony
(zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 72. Profil genetyczny materiatu dowodowego (olsza, probka nr 3) w chloroplastowym
locus trn1: allel 184 pz (kolor czarny); locus matK: allel 274 pz (kolor niebieski)
i locus psb1: allel 372 pz (kolor zielony). Standard wielkos$ci — kolor czerwony
(zrodto: archiwum IBL)

‘ ‘ DNA druk.indd 103 @ 2014-05-26 09:22:33 ‘ ‘



L aeEEe ® H . EEEN

104 3. Identyfikacja drewna na podstawie analiz DNA

Na podstawie wzoréw alleli o§miu rodzajéw markeréw, w tym pieciu markeréw
jadrowych (L2.3, L.2.7, L5.5, L7.8 i L022) oraz trzech chloroplastowych cpSSR
(trnl, psbl i matK5), stwierdzono, ze prébka drewna nr 11 (material dowodowy)
miata taki sam profil genetyczny (201, 201, 177, 181, 111, 111, 90, 160, 137,
137, 184, 274, 372) jak probka drewna nr 3 z materialu poréwnawczego (tab. 6;
ryc. 67-72).

Pozostale badane probki drewna z materiatu dowodowego nie wykazaty podo-
bieristwa do ktérejkolwiek z prébek drewna z materiatu poréwnawczego.

Warto$¢ prawdopodobiefistwa identycznoéci P, obliczona metodg Hedricka
(2000) dla wszystkich o$miu markeréw zmiennosci DNA, wyniosta 0,02065, co
oznacza, ze sita dyskryminacji uzytych do identyfikacji drewna olszowego pigciu
markeréw SSR i trzech cpSSR osiagneta 0,9794. Poniewaz prawdopodobieristwo
identycznosci jest wyzsze (99,88%), gdy wezmie si¢ pod uwage wylacznie markery
mikrosatelitarne (dla ktérych P, = 0,0012), koricowa opinia brzmiata: materiat
dowodowy (prébka drewna nr 11) stanowita przed rozdzieleniem z prébka mate-
riatu poréwnawczego (probka drewna nr 3) jedna catos¢ z prawdopodobieristwem

99,88%.

Tabela 6. Zestawienie profili genetycznych materiatu dowodowego i poréwnawczego
badanych prébek drewna olszy czarnej

@ Typ Marker Marker Marker Marker Marker Marker Marker Marker @

materiatu L2.3 L2.7 L5.5 L7.8 L022 trn1  matK5 psb1

1 poréwnawczy | 197 | 197 [ 177 | 177 | 121 | 123 | 90 | 90 | 192 | 196 | 186 275 b.d.

2 |poréwnawczy | 201 (201|177 | 179 | 121 [ 123 | 90 | 1568 | 192 | 192 | 185 275 373

poréwnawczy | 197 | 197 | 177 [ 179 | 119 | 123 | 90 | 154 | 192 | 192 | 186 274 373

dowodowy 97 | 97 (158|158 (121|123 | 90 | 158 | 192 | 196 | 185 274 371

o ||

dowodowy 201 | 205|162 | 177 [ 123 {125 | 90 | 157 | 192 | 196 | 185 274 371

7 | dowodowy 199|199 | 177 | 184 | 121 | 123 | 90 | 158 | 192 | 196 | 185 274 372

8 |dowodowy 201 (205|177 191|121 {123 | 90 | 90 | 192 | 196 | 186 275 373

9 | dowodowy 201 (205|175 | 177|121 {126 | 90 | 90 | 192 | 192 | b.d. b.d. 373

10 |dowodowy 201203 | b.d.|bd.|121 {123 | 90 | 90 |b.d.|b.d.| 185 273 373

12 | dowodowy 201 203|152 | 154|121 ({125 | 90 | 167|192 | 196 | 185 274 373

13 | dowodowy 199|201 (177|191 | 119|123 | 91 | 165|190 | 196 | 185 273 373

14 | dowodowy 203 (203|152 | 154 | 123 | 125 | 90 [ 152|192 | 196 | 185 273 373

b.d. — brak danych
Kolorami wyrézniono identyczne profile genetyczne
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3.7. Identyfikacja probek drewna brzozy brodawkowatej

Z Nadle$nictwa K. przestano do Laboratorium Biologii Molekularnej IBL w Se-
kocinie Starym prébki drewna brzozowego w celu identyfikacji: materiat dowodo-
wy, zfozony z prébek pobranych z o§miu réznych wyrzynkéw z drewna stosowego
w lesie i z siedmiu desek w tartaku (ryc. 73), oraz material poréwnawczy (dziewie¢
pniakéw zabezpieczonych w lesie; ryc. 74).

Aby utworzy¢ profile genetyczne prébek drewna brzozy, przeprowadzono anali-
zy na podstawie pieciu markeréw jadrowego DNA mikrosatelitarnego: 1.2.3, 2.7,
L5.5, L7.8 i L022, wedtug procedury opisanej przez Kulju i in. (2004). Amplifikacja
markeréw DNA organellowego zostala przeprowadzona dla trzech markeréw chloro-
plastowego DNA mikrosatelitarnego: trnl, psbl i matK (Zhuk i in. 2008). Srednia
zawarto$¢ DNA w pobranych prébkach drewna brzozowego wynosita 11,04 ng/pl
+ 9,2 S.E. w 100 mg tkanki. Wyekstrahowane DNA byto dobrej jakosci, jak stwierdzo-
no na podstawie elektroforezy (ryc. 75) i analizy spektrofotometrycznej (ryc. 76 1 77).

Ryc. 74. Materiat poréwnawczy. Pniak nr 5 na zrebie w lesie (fot. M. Klisz)
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M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Ryc. 75. Elektroforegram DNA izolowanego z pierwszych 17 préb drewna brzozowego,
przestanych do analiz z Nadlesnictwa K. M — marker wielkos$ci fragmentow
DNA 1kB Ladder Plus (Fermentas). 1-17 — czasteczki DNA wyizolowane
z poszczegodlnych kawatkéw drewna (Zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 76. Oszacowanie stezenia zawartosci kwasow nukleinowych w prébach pobranych
z analizowanych kawatkow brzozy z Nadlesnictwa K. Pomiar absorpcji 10 mm przy
dtugosci fali 260 nm (zrodto: archiwum IBL)

Badane prébki drewna wykazywaly obecnos¢ zaréwno heterozygot, jak i homo-
zygot dla poszczegdlnych markeréw DNA jadrowego oraz wysokie warto$ci parame-
tréw genetycznych: $rednig obserwowana liczbe alleli na locus n, = 15,0005 srednig
oczekiwang liczbe alleli na locus n,=7,031; indeks zmiennosci Shannona 7= 2,103;
heterozygotycznos¢ obserwowana H = 0,731 i oczekiwang H, = 0,814. Srednia
heterozygotycznos¢ pieciu markeréw SSR byta wysoka i wynosita /. = 0,809 (No-
wakowska 2010).

Wszystkie markery mikrosatelitarnego DNA jadrowego (L2.3, L2.7, L5.5,
L7.8 1 L022) charakteryzowat wysoki polimorfizm, odpowiednio: PIC = 53,75%;
PIC = 81,07%; PIC = 82,13%; PIC = 84,98% i PIC = 91,02%. Sredni PIC
badanego DNA mikrosatelitarnego byt wysoki (78,59%). Zastosowane markery
SSR charakteryzowata niska wartos¢ Py = 0,0011, obliczona na podstawie wzoru
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Hedricka (2000) dla 100 losowo wybranych pniakéw brzozy na zrebie, a zatem
sita dyskryminacji uzytych do identyfikacji markeréw SSR byta wysoka — 0,9989
(99,89%).

W prébkach badanych na podstawie DNA chloroplastowego $rednia dla trzech
markeréw cpSSR byta niska: n, = 4,667; n, = 2,066; I = 0,940; H = 0,495; PIC =
44,73%. Wartos¢ P,y wyniosta 0,0389, sita dyskryminacji uzytych do identyfikacji
probek drewna markeréw cpSSR wynosita wiec 0,9611 (96,11%).

Plots Repurt | Test lype: |Nucleic Acid [2009.06-02 14:42 | [CExit |
Report Name|drewno brzoza 21-100.(2. | Max Bulfer Size| 200 | Buffar Mode M

brzoza d21 20090802
broredge | Deteun | 20090602 | 1244 |
breozad i3 Digdoun 0050602 12.4% i 007 | 00s3 | 4E nZe | s000 | 230 U347 | 0416
bromdid | Defsh | 20090602 | 1247 | 1807 | 0361 | 0244 | 148 | 045 | 5000 | 200 | 0.799 | 0400

brzoz Didsuh | F0090602 | 1248 | 707 | 0.145 | 0695 | 183 | D34 | 6000 | 230 | N | 015
brrora d 26 Dietmun 2009-06-02 1253 641 0128 iliry} 180 09 £0.00 | 2% 0438 0048
briorad g7 | Dedsdn | 20090502 | 1254 | 165 | 0033 | 0022 143 | ni2 | sap0 | 230 | o264 | oo
brroze d.28 Defoul | 20050502 | 1255 | 1768 | 0,354 | 0en | 163 047 Si00 | Z90 | 004 | 0410
briomdid Defnufl_| 20080602 | 1266 | 337 | 0067 | Qo5 | 129 021 | S000 | 230 | 0.3z | 0028 |
breorad 30 | Oleun | 20080602 | 1267 | 1070 | 0.214 | 0047 145 | 048 | Sag | #30 | 0470 | a5

breorad 31 Cietaun 2009-08-02 1258 112 0182 | 016 157 | 038 | S000 | 230 | 0474 | 0356
brrored 32 Diedaunt 2003-08-02 1259 R16 0123 | any 108 03 000 | 230 | 03@E | 0049

briored 33 Dedoul 20050502 1300 L3 003 | 0003 1.3 013 | s000 | 230 [ 02 | 0;g
briozad M4 Dedouli | 2003-06-02 130 | 033 [ 017 | ano 163 037 5000 | 230 | 0488 | 0175

briomed 35 | Defsuh | 20080602 | 1302 | K05 | 0001 | O0R3 | 160 | 03§ | SA00 | 50 | 036 | 0687

breorad 36 Delsuh | 20090502 | 1303 | 994 | 0199 | 0148 | 134 (] 5000 | 230 | 0485 | 0i/8
braotad 37 | Oetea® | 20090602 | 1304 | 721 | G044 | o8z | 137 | 035 | S000 | 30 | 0dig | 0109
Breorad 39 Dieloun | 20030602 | 1305 | 353 | G071 | 0057 | 144 0% | s000 | 230 | Oeer | 00es
buoind3) | Defwh | 0080602 | 1306 | 183 | 0906 | 0246 | 157 | 045 | 5000 | 230 | 006D | QAN |
briaea d 40 Detsah | 20080802 | 1307 | 247 | 0048 | Qo3 | 18R [t a0 | F0 |02 | a6
brroradd1 | Delsan | 20090602 | 1343 | 53¢ | 0106 | OOBY | 128 | 081 | 5000 | 230 | 0,345 | 0074
briais d 42 Detwal | 70090602 | 1314 | BI7 | 0123 | 0063 | 1.8 0 S0 | ga0 | 0487 | 0132
@ brioeadid Oiglewll_| 20090602 | 1315 | 809 | 0180 | 0428 | 140 | D035 | 5008 | 230 | 066 | 6189 | @
broznd 4 Defoul | 20080602 | 1317 | 820 | 0.84 | 0110 | 167 035 | 5000 | 230 | 057 | 0176
bromd® | Oeisul | 2005060 | 1318 | 65 | 0101 | Gose | 182 | D27 | 8agd | 2w | 677 | 67|

Ryc. 77. Zawartos¢ wyizolowanego DNA i parametry czystosci kwasoéw nukleinowych
w kawatkach drewna brzozy brodawkowatej przestanych do badan
z Nadlesnictwa K. (zrédto: archiwum IBL)

WhioskKi i opinia koricowa

Analiza profili genetycznych, przeprowadzona na podstawie pigciu markeréw DNA
jadrowego (ryc. 78-81) i trzech markeréw chloroplastowych (ryc. 82 i 83), umoz-
liwita poréwnanie materiatu dowodowego z prébkami drewna z pniakéw brzozo-
wych zabezpieczonych w terenie (materiat poréwnawczy).

Wszystkie otrzymane profile DNA materiatu dowodowego z prébek drewna
o numerach 10-24 réznily si¢ migdzy soba (tab. 7), podobnie jak profile DNA

materiatu poréwnawczego (numery 1-9).
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Ryc. 78. Profil genetyczny materiatu dowodowego (brzoza, prébka nr 23)
w mikrosatelitarnym /ocus L5.5: allele 134 i 148 pz (kolor niebieski); locus L2.7:
allele 162 i 178 pz (kolor zielony); locus L7.8: allele 295 i 307 pz (kolor czarny);
standard wielkosci — kolor czerwony (zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 79. Profil genetyczny materiatu poréwnawczego (brzoza, prébka nr 5) w locus L5.5:
allele 134 i 148 pz (kolor niebieski); locus L2.7: allele 162 i 178 pz (kolor zielony);
locus L7.8: allele 295 i 307 pz (kolor czarny); standard wielkosci — kolor czerwony
(zrodto: archiwum IBL)
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Ryc. 80. Profil genetyczny materiatu dowodowego (brzoza, prébka nr 23)
w mikrosatelitarnym locus L022: allele 189 i 195 pz (kolor zielony) i locus L2.3:
allele 201 i 211 pz (kolor czarny); standard wielkosci — kolor czerwony

(2rodto: archiwum IBL)
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Ryc. 81.

Profil genetyczny materiatu poréwnawczego (brzoza, prébka nr 5)

w mikrosatelitarnym locus L022: allele 189 i 195 pz (kolor zielony); locus L2.3:
allele 201 i 211 pz (kolor czarny); standard wielkosci — kolor czerwony

(zrédto: archiwum IBL)
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Ryc. 82. Profil genetyczny materiatu dowodowego (brzoza, probka nr 23)
w chloroplastowym locus trn1: allel 186 pz (kolor czarny); locus matK: allel 274 pz
(kolor niebieski) i locus psb1: allel 324 pz (kolor zielony); standard wielkosci — kolor
czerwony (zrédto: archiwum IBL)

150000 ~ 273.3¢

125000 ~

100000 ~

Dye Signal

75000

50000 -

< '

185.1¢ 32396

25000

|
. sige g
o ST . i PSR SPRIL ( P APYRY | S SRR SR A -

175 200 225 250 275 300 325
Size (nt)

Ryc. 83. Profil genetyczny materiatu dowodowego (brzoza, prébka nr 5) w chloroplastowym
locus trn1: allel 186 pz (kolor czarny); locus matK: allel 274 pz (kolor niebieski);
locus psb1: allel 324 pz (kolor zielony); standard wielkosci — kolor czerwony
(zrédto: archiwum IBL)
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Tabela 7. Zestawienie profili genetycznych materiatu dowodowego i poréwnawczego
badanych prébek drewna brzozy brodawkowate;j

L Typ Marker Marker Marker Marker Marker Marker Marker Marker
P- materiatu L2.3 L2.7 L5.5 L7.8 L022 trn1 psb1 matK5

1 poréwnawczy | 201|201 | 177 | 177 | 136 | 136 | 295|303 | 191 [ 199 | 186 275 b.d.

poréwnawczy | 203 | 211 [ 177 | 177 | 136 | 152 | 281 [ 292 | 183 | 193 | 185 275 325

poréwnawczy | 197 | 201 | 177 | 177 | 123 | 144 | 307 | 317 | 165 | 177 | 185 274 325

BN ISR B o)

poréwnawczy | 201|201 [ 177 | 177 | 134 | 136 | 297 | 303 | 183 | 191 | 185 273 324

6 |poréwnawczy | 201 (201|162 | 177 | 134 | 148 [ 295|307 | 183 | 191 | 185 273 325

7 | porownawczy | 201|201 | 177 | 184 | 138 | 148 | 299 | 299 | b.d. |b.d.| 185 273 325

8 |poréwnawczy | 216 [ 224 | 177 | 191 | 134 | 148 [ 301 | 301 | 179 | 191 | 186 275 322

9 |poréwnawczy | 201 (201 | 175|177 | 134 | 148 [ 285|295 | 177 | 179 | 185 273 325

10 | dowodowy 201 {211 (177|180 | 132 | 158 | 299 | 301 | 175 | 181 | 185 273 323

11 | dowodowy 191 | 197 [ 177 | 180 | 134 | 140|299 | 301 | 181 | 191 | 187 273 324

12 | dowodowy 201 {201 (160|160 | 134 | 146 | 295 | 301 | 193 | 193 | 185 274 325

13 | dowodowy 203|211 |b.d.|b.d. [ 130|138 299|309 | 187 | 191 | 185 273 324

[0} 14 |dowodowy | 201|201 | 152 | 154|138 | 138 | 209 | 305 | 179|195 | 187 | 273 | o0 @

15 | dowodowy 201|214 | 152 | 160 | 138 | 138 | 299 | 307 | 179 | 193 | 185 274 324

16 | dowodowy 203|203 | 177|180 | 138 | 138|301 (303 | 179 | 195| 185 274 324

17 | dowodowy 201 (224 (160 | 162 | 138 | 140 | 297 | 303 | 177 | 191 | 185 273 323

18 | dowodowy 201|201 [ 177 | 177 | 134 | 138 | 305 | 307 | 177 | 191 | 187 273 324

19 | dowodowy 201 (224 | 154 | 158 | 134 | 144 | 299 | 301 | 181 | 191 | 185 275 324

20 | dowodowy 197 | 201 | b.d. [ b.d.| 123 | 144 | 297 | 301 | 181 | 191 | 185 273 324

21 | dowodowy 201 (224 | 164 | 164 | 134 | 140 | 307 | 309 | 179 | 185 | 274 285 b.d.

22 | dowodowy 201 | 201|162 | 164 | 134 | 146 | 299 | 301 | 185 | 191 | b.d. b.d. 324

24 | dowodowy 201|224 | 164 | 164 | 134 | 134 | 307 | 309 | 179 | 185 | 185 274 324

b.d. — brak danych
Kolorami wyrézniono identyczne profile genetyczne

Na podstawie wzoréw alleli o§miu rodzajéw markeréw, w tym pieciu markeréw
jadrowych (L2.3, L2.7, L5.5, L7.8 i L022) oraz trzech chloroplastowych cpSSR
(trnl, psbl i matK5) stwierdzono, ze prébka drewna nr 23 (material dowodo-
wy) miata taki sam profil genetyczny (201, 211, 162, 178, 134, 148, 295, 307,
189, 195, 186, 274, 324) jak prébka drewna nr 5 z pniaka stanowiacego materiat
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poréwnawczy (ryc. 78-83). Pozostate badane prébki drewna z materiatu dowodo-
wego nie wykazaty podobieristwa do ktérejkolwiek z prébek drewna z materiatu
poréwnawczego.

Wartos¢ prawdopodobienistwa identycznoéci P, obliczona metoda Hedricka
(2000), dla wszystkich o$miu markeréw zmiennosci DNA wyniosta 0,0200. To
oznacza, ze sita dyskryminacji uzytych do identyfikacji drewna brzozy brodawkowa-
tej markeréw SSR i cpSSR wyniosta 0,98, a zatem prawdopodobieristwo, ze mate-
riat dowodowy (prébka nr 23) pochodzi z materiatu poréwnawczego (prébka nr 5)
osiagneto 98,00%. Ta warto$¢ jest wyzsza (99,89%), jesli uwzgledni si¢ wytacznie
markery mikrosatelitarne, dla ktérych P, = 0,0011.

Oto opinia koricowa: materiat dowodowy (prébka nr 23) przed rozdzieleniem
z probka materiatu poréwnawczego (prébka nr 5) stanowita jedna calo$¢ z prawdo-

podobiedstwem 99,89%.
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Szkodnictwo lesne, zwlaszcza kradzieze drewna z pnia czy tez gotowego surowca,
sa przyczyna wielomilionowych strat Skarbu Padstwa. Zmiana sytuacji na lepsza
wymaga opracowania strategii i zdecydowanych dziatari powotanych do tego insty-
tugji i formacji. Potrzebne jest poszukiwanie réznych metod identyfikacji spraw-
céw, w tym wykorzystujacych nowe technologie. Na terenach lesnych pilotazowo
wprowadzono monitoring wizyjny w miejscach zagrozonych szkodnictwem; ponad-
to analizuje si¢ zastosowanie systemu zabezpieczenia i identyfikacji metoda RFID.
W tej sytuacji za zdecydowanie trafng nalezy uznaé decyzj¢ Laséw Panstwowych
zlecenia Instytutowi Badawczemu Le$nictwa badai naukowych nad wykorzysta-
niem analizy DNA do identyfikacji drewna. Metody identyfikacji drewna oparte
na badaniu DNA stanowia nowoczesne narze¢dzie, pomocne w rozstrzygnigciu wat-
pliwosci Policji i Strazy Lesnej w sprawach dotyczacych kradziezy drewna. Moze sig
to okaza¢ szczegélnie przydatne w przypadkach zatarcia sladéw kradziezy poprzez
zniszczenie (spalenie) pniaka przez sprawcéw lub wowcezas, gdy materiatu dowo-
dowego nie wystarcza do sporzadzenia wzoru przyrostowego drzewa, czyli do wy-
korzystania mechanoskopii. Do badan DNA wystarczy niewielka ilo§¢ materiatu
organicznego, gdyz rodzaj tkanek (li§¢, igly, drewno, korzen) oraz cechy ilosciowe
drzewa (pier$nica, wysoko$¢ i miazszo$¢) nie majg tu znaczenia, poniewaz kazda
komoérka organizmu zawiera identyczny kod genetyczny. To znakomicie utatwia
identyfikacj¢ osobnikéw na podstawie DNA.

W analizach poréwnawczych profili DNA zestawia si¢ co najmniej po jednej
prébce materiatu dowodowego i poréwnawczego, podobnie jak w metodach bada-
nia DNA w celu ustaleniu ojcostwa (Bal 2006). Materialem dowodowym pobie-
ranym do analiz DNA dla potrzeb procesowych Strazy Lesnej moga by¢ wszelkie
czgsci organiczne drzewa: wyrzynki (najlepiej z tykiem) z drewna stosowego (watki,
dtuzyce itp.) czy sortymentu tartacznego, a takze igly i blaszki lisciowe. W analizach

(N T
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DNA kradzionego drewna material poréwnawczy zawsze stanowia pozostawione
w lesie pniaki.

Na podstawie badan sosny, $wierka, d¢bu, buka, olszy i brzozy wynika, ze do
pobrania materiatu poréwnawczego do analiz DNA wystarczy kilka (6-10 sztuk)
pniakéw wskazanych przez Straz Lesng w miejscu kradziezy. Materiatem dowodo-
wym moze by¢ np. watek drewna stosowego czy dtuzyca ze sktadnicy. W badaniach
laboratoryjnych osiaga si¢ wysokie prawdopodobienistwo identycznosci dzigki sto-
sowaniu markeréw wybranych zaleznie od gatunku drzewa (tab. 8).

Tabela 8. Markery DNA zalecane do precyzyjnej identyfikacji materiatu dowodowego
i poréwnawczego pochodzacego z drzew poszczegdinych gatunkow

Markery DNA
Gatunek drzewa Pr'awdopodob'le'nitwo
. mitochondrial- chloroplasto- identycznosci (%)
jadrowego
nego wego
PCP45071
PCP4113
SPAG 7.14 PCP30277
. SPAC 12.5 PCP71987
Sosna zwyczajna PITX3025 nadi PCP26106 97,20
SsrPt-ctg4363 PCP87314
Pt30204
@ Pt71936 @
SpAG-C1
A . SpAC1-H8
Swierk pospolity SpA-G2 nadi - 99,79
SpAG-D1
Dab szyputkowy MSQ4
Dab MSQ13 _ DT 9745
b:lzsz utkow ssrQrZAG7 CD ’
YPUOWY | ssrQrzAG9102
FS1-03
FS1-25 cemp4
Buk zwyczajny - ccmp? 98,78
FCM5 ccmp10
Mcf11 P
L2.3
L2.7 trn1
Olsza czarna L5.5 - matK5 99,88
L7.8 psbi
L022
L2.3
Brzoza L2.7 trn1
brodawkowata L55 - matKs 99,89
L7.8 psb1
L022
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Trwaja badania naukowe nad identyfikacja i indywidualizacja gatunkowa i jed-
nostkowg kolejnych gatunkéw drzew. Ponadto przed nauka stoja inne zadania, np.
odkrycie takich markeréw DNA sosny, swierka, debu, buka, olszy i brzozy, ktére
precyzyjnie wskazalyby miejsce pochodzenia kradzionego drewna w skali le$nictwa.
Znane s jedynie markery DNA $wierka pospolitego zdolne wykry¢, skad pochodzi
badana prébka: z pétnocnego wschodu czy potudnia Polski (Dering i Lewandowski
2009, Nowakowska 2009, 2010).

W pobieraniu prébek drewna przez pracownikéw Strazy Lesnej w terenie na-
lezy kierowad si¢ ogélnymi przepisami zabezpieczania materialu do badan DNA
stosowanymi przez technikéw Policji, uwzgledniajac ponadto kluczowe wskazéwki
wynikajace z wlasciwosci tkanek drewna.

Prawidlowa identyfikacja materiatu dowodowego i poréwnawczego wymaga od-
powiednich $rodkéw umozliwiajacych pobieranie prébek w terenie. Do pobrania
prébek stuzy zestaw podreczny IBL DNA-1, na ktdry sktadaja sie:

* pilarka spalinowa, siekierka, dtutko;

* ta$ma miernicza trzymetrowa, latarka elektryczna, aparat fotograficzny, lupa,
plastikowe pojemniki na trociny, wodoodporna tasma klejaca, rekawiczki gumo-
we, skaléwka, numerki plastikowe;

* torby papierowe, dwa wodoodporne pisaki, opakowania z folii na metryczki, lak,
sznurek pakowy, néz;

® * komplet drukéw procesowych. ®

Pobieranie probek wymaga zachowania podstawowych zasad BHP, zwlaszcza
przy odcinaniu prébek drewna za pomoca pilarki spalinowe;j, siekiery lub dluta.
Niezachowanie ostroznosci i praca niezgodna z instrukcja obstugi oraz przepisami
BHP grozi uszczerbkiem na zdrowiu osoby pobierajacej material.

Minimalna ilo§¢ materiatu umozliwiajaca analiz¢ DNA to 100 mg, co odpo-
wiada dwém iglom sosnowym lub kawatkowi drewna wielkosci zapatki. Materiat
nalezy oznaczy¢ skaléwka, nada¢ mu numer, wykonac zdjecie i wypisaé metryczke.

Prébki powinny by¢ umieszczone w kopertach papierowych opisanych wodo-
odpornym pisakiem, wraz z dokumentacja fotograficzng i opisem na policyjnych
metryczkach. Dowody rzeczowe powinny znajdowac si¢ w przeznaczonym do tego
celu magazynie. Przed wysylka najlepiej przechowywaé pobrany material w niskiej
temperaturze, np. w przeno$nym termosie z suchym lodem, unikajac przy tym wy-
sokiej wilgotnosci i ekspozycji prébek na $wiatlo stoneczne. Tak zabezpieczony ma-
terial poréwnawczy i dowodowy mozna przestaé w zaadresowanej przesylce poczta
kurierska do Laboratorium Genetyki Molekularnej.

Dtugoterminowe przechowywanie prébek — nawet do trzech — lat jest mozliwe,
ale wymaga temperatury rzedu —70°C. Wiek materiatu pobranego w terenie wynosi
do czterech lat dla drewna suchego i do paru miesigcy dla pniakéw w lesie.

Czas wykonania ekspertyzy to od trzech do pigciu dni dla pojedynczych préb.
Wigksza liczba przystanych prébek moze wymagaé nawet dwéch tygodni. Warto
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podkresli¢, ze dobrze zabezpieczony materiat roslinny gwarantuje wysoka precyzje
i krétki czas oczekiwania na wyniki badaii DNA drewna na potrzeby procesowe.

Szczegblowy instrukeje zabezpieczania w terenie probek drewna do analiz DNA
przedstawiono w wytycznych opracowanych w 2010 r. dla DGLP w Warszawie oraz
w filmie szkoleniowym Analizy DNA drewna w walce z nielegalnym obrotem drew-
nem (Nowakowska i Gérniak 2010).

‘ ‘ DNA druk.indd 116 @ 2014-05-26 09:22:44 ‘ ‘



5.

Pismiennictwo

Asif M. J., Cannon C. H. 2005. DNA extraction from processed wood: a case study for the
identification of an endangered timber species (Gonystylus bancanus). Plant Molecular
Biology Reporter 23: 185-192.

Avise ]. C. 2008. Tozsamos¢ genetyczna i pochodzenie [w: | Markery molekularne, historia na-
turalna i ewolucja. Przektad pod red. J. M. Szymury. Wydawnictwa Uniwersytetu War-
szawskiego: 149-225.

Bal J. 20006. Biologia molekularna w medycynie. Elementy genetyki klinicznej. Wydawnictwo
Naukowe PWN. Warszawa, wyd. 2.

Bowtell D. D. 1987. Rapid isolation of eukaryotic DNA. Analalytical Biochemistry 162:
463-465.

Branicki W., Kupiec T., Wolariska-Nowak P. 2008. Badania DNA dla celéw sqdowych.
Wydawnictwo Instytutu Ekspertyz Sadowych. Krakdéw: 9-10.

Bruchwald A., Rymer-Dudziiska T., Dudek A., Michalak K., Wréblewski L., Zasada
M., Tomusiak R. 2002. Tablice migzszosci grubizny drzewa oparte na Srednicy pniaka.
Sylwan 1: 5-16.

Chagné D., Chaumeil P, Ramboer A., Collada C., Guevara A., Cervera M. T., Vendramin
G. G., Garcia V., Frigerio J.-M., Echt C., Richardson T., Plomion C. 2004. Cross-species
transferability and mapping of genomic and cDNA SSRs in pines. Theoretical and Applied
Genetics 109: 1204-1214.

Csaikl U. M., Glaz L., Baliuckas V., Petit R. J., Jensen J. S. 2002. Chloroplast DNA varia-
tion of white oak in the Baltic countries and Poland. Forest Ecology Management 156:
21--222.

Dellaporta S. L., Wood J., Hicks J. B. 1983. A plant DNA minipreparation: version II. Plant
Molecular Biology Reporter 1: 19-21.

Demesure B., Sodzi N., Petit R. J. 1995. A ser of universal primers for amplification of po-
lymorphic non-coding regions of mitochondrial and chloroplast DNA in plants. Molecular
Ecology 4: 129-131.

(N T

‘ ‘ DNA druk.indd 117 @ 2014-05-26 09:22:44 ‘ ‘



I [ [ ® H - EEEN

118  Pismiennictwo

Dering M., Lewandowski A. 2009. Finding the meeting zone: Where have the northern
and southern ranges of Norway spruce overlapped? Forest Ecology Management 259:
229-235.

Doyle J. J., Doyle J. L. 1990. Isolation of plant DNA from fresh tissue. BRL Focus 12: 13-15.

Dumolin-Lapégue S., Pemonge M. H., Petit R. J. 1997. An enlarged set of consensus primers
Jor the study of organelle DNA in plants. Molecular Ecology 6: 393-397.

Dzialuk A., Burczyk J. 2005. Examination of chloroplast and nuclear microsatellite DNA
sequences for individual identification of coniferous trees. Problems of Forensic Sciences
LXIV: 395-400.

Elsik C. G., Minan V. T., Hall S. E., Scarpa A. M., Williams C. G. 2000. Low-capy micro-
satellite markers for Pinus taeda L. Genome 43: 550-555.

Galton E 1892. Finger Prints. hetp: //galton.org/books/finger-prints/.

Garrett B. L., Neufeld P. J. 2009. Invalid Forensic Science Testimony and Wrongful Convic-
tions. Virginia Low Review 95 (1): 1-97.

Girdwoyn P. 2006. Badania DNA we wspdtezesnym niemieckim procesie karnym. Studia
Turidica XLVI.

Glaz 1. 2000. Genetic cartography of oaks in Poland using PCR-RFLP markers of the chloroplast
DNA. Glas Sumary Pokuse 37: 481-487.

Grivet D., Heinze B., Vendramin G. G., Petit R. 2001. Genome walking with consensus
primers: application to the large single copy region of chloroplast DNA. Molecular Ecology
Notes 1: 345-349.

@ Gruza E., Goc M., Moszczyniski J. 2008. Kryminalistyka — czyli rzecz o metodach sledczych. @
Wydawnictwa Akademickie i Profesjonalne. Warszawa: 518-539.

Grzegorezyk T. 1998. Polskie postgpowanie karne. Wydawnictwa Prawnicze PWN. Warsza-
wa: 438-477.

Grzegorezyk T. 1998. Dowody w procesie karnym. Warszawa: 84.

Grzegorezyk T. 2004. Kodeks postgpowania karnego. Wydawnictwo Zakamycze: 564.

Grzeszczyk W. 2005. Problematyka wykorzystania analizy DNA w postgpowaniu karnym
w Swietle przepisow ustawy z dnia 17 grudnia 2004 r. Prokuratura i Prawo 2005 1.

Grzeszyk Cz. 2004. Kontrowersje w podejmowaniu opinii w kryminalistycznych ckspertyzach
pismoznawczych (pisma recznego i podpiséw). Zeszyty Naukowe Wyzszej Szkoly Handlu
i Prawa. Warszawa: 216.

Gutekunst W. 1974. Kryminalistyka. Warszawa: 62.

Gutiérez J. P, Royo L. ., Alvarez 1, Goyache F 2005. MolKin v2.0: a computer program for
genetic analysis of populations using molecular coancestry information. Journal of Heredity
96 (6): 718-721.

Hamrick J. L., Godt M. J. W., Sherman-Broyles S. L. 1992. Factors influencing levels
of genetic diversity in woody plant species. New Forests 6: 95-124.

Hanausek T. 2005. Kryminalistyka — zarys wyktadu. Wydawnictwo Zakamycze: 23.

Hedrick P. W. 2000. Genetics of population. Jones and Bartlett Publ. Boston USA.

Holyst B. 2010. Kryminalistyka. Wyd. 12. Wydawnictwo Prawnicze LexisNexis. Warszawa.

Jagielska A. 2008. Zastosowanie markerdw genetycznych w identyfkacji gatunkowej modrzewia
europejskiego (Larix decidua Mill.) i japoriskiego (Larix kaempferi Sorg.) oraz ich mieszasi-
céw. Leéne Prace Badawcze 69 (1): 21-25.

‘ ‘ DNA druk.indd 118 @ 2014-05-26 09:22:44 ‘ ‘



I [ [ ® H - EEEN

Pismiennictwo 119

Jarot W. 2006. Szkodnictwo lesne w katowickiej dyrekcji Laséw Paristwowych [w:] Proble-
matyka wspdtczesnych zagadniens szkodnictwa lesnego. Postepy Techniki w Lesnictwie 94.
Wydawnictwo Swiat, STTLID DGLP. Warszawa.

Kampfer S., Lexer C., Glossl ., Steinkellner H. 1998. Characterizarion of (GA) microsatel-
lite loci from Quercus robur. Hereditas 129: 193-196.

Kasprzak J. 2001. Biegly i specjalista przed sqdem — wybrane aspekty taktyczne. Zeszyty
Metodyczne 13: 72.

King R. C,, Stanfield W. D. 2002. Stownik termindw genetycznych. Przektad zbiorowy pod
red. W. Prus-Glowackiego. Osrodek Wydawnictw Naukowych, Instytut Chemii Bio-
organicznej PAN. Poznan.

Klejnowska M. 2006. Analiza sladéw genetycznych jako dowdd w procesie karnym. Cz. I
Problemy Kryminalistyki 252.

Konarzewska M., Spélnicka M., Sottyszewski I., Berent J. 2006. Polimorfizm locus HUM-
HUU w populacji polskiej — doniesienie wstgpne. Archiwum Medyczne Sadownictwa Kry-
minalistycznego LVI: 99-102.

Kowalczyk P. 2011. Badania DNA w orzecznictwie sqdowym w sprawach karnych. Prokura-
tura i Prawo 3.

Kremer A., Reviron M. P. 2004. Dynamics and conservation of genetic diversity in forest eco-
systems. Forest Ecology Management 197: 1-2.

Kryszkiewicz M. 2011. Sgd nie bedzie szukat dowodéw za prokuratora. Dziennik Gazeta
Prawna 246: B8.

@ Kulju K. K. M., Pekkinen M., Varvio S. 2004. Twenty-three microsatellite primer pairs for @
Betula pendula (Betulaceae). Molecular Ecology Notes 4: 471-473.

Kurylowicz M. 1995. Stownik laciriskich termindw, zwrotéw i sentencji prawniczych. Lubel-
skie Wydawnictwa Prawnicze.

Kurzegpa B. 2004. Zmiany w przepisach regulujqcych problematyke dowodéw w procesie kar-
nym w rozdziatach 19-21 kodeksu postgpowania karnego wprowadzone nowelg z 10 stycz-
nia 2003 r. [w:] Sobolewski Z., Artymiak G., Ktak C. (red.). Problemy znowelizowanej
procedury karnej. Wydawnictwo Zakamycze: 129-147.

Kwiatkowska-Darul V. 2004. Czynnosci procesowo-kryminalistyczne w polskich procedurach.
Materialy z konferencji naukowej i 1V Zjazdu Katedr Kryminalistyki. Wydawnictwo
UMK. Toruf.

Lewandowska M. 2006. Analiza DNA w swietle ustawy z dna 17 grudnia 2004 roku o zmia-
nie ustawy o Policji oraz ustawy — Kodeks postgpowania karnego. Prokuratura i Prawo 6:
115.

Lewandowski A. 2010. Materialy konferencyjne pt. ,, Potrzeby i mozliwosci zmian obszardw re-
giondw pochodzenia lesnego materiatu podstawowego oraz wykorzystania lesnego materiatu
rozmnozeniowego poza regionem jego pochodzenia”. Biuro Nasiennictwa LP, DGLE, IBL.
Sekocin Stary.

Lewontin R. C. 1972. The apportionment of human diversity. Evol. Biol. 6: 381-398.

Lisiecki M. J., Jaguszewska J. 2004. Efektywnos¢ wykorzystania sladéw kryminalistycznych
[w:] Czynnosci procesowo-kryminalistyczne w polskich procedurach. Wydawnicewo UMK.
Torun: 208-209.

Lukaszewicz A. 2011. Sprawniejsze procesy. Prawo co Dnia 296: C2.

‘ ‘ DNA druk.indd 119 @ 2014-05-26 09:22:44 ‘ ‘



I [ [ ® H - EEEN

120  Pismiennictwo

Magti D., Vendramin G. G., Comps B., Dupanloup I., Geburek T., Gdméry D., Latalowa
M., Litt T., Paule L., Roure J. M., Tantau I., van der Knaap W. O., Petit R., Beaulieu
J. L. 2006. A new scenario for the Quaternary history of European beech populations: pale-
obotanical evidence and genetic consequences. New Phytologist 171 (1): 199-221.

Morand M.-E., Brachet S., Rossignol P, Dufour J., Frascaria-Lacoste N. 2002. A generali-
zed heterogygote deficiency assessed with microsatellites in French common ash populations.
Molecular Ecology 11: 377-385.

Muir G., Schlstterer C. 2005. Evidence for shared ancestral polymorphism rather than recur-
rent gene flow at microsatellite loci differentiating two hybridizing oaks (Quercus spp.).
Molecular Ecology 14: 549-561.

Nei M. 1978. Estimation of average heterogygosity and genetic distance from a small number
of individuals. Genetics 89: 583-590.

Nei M. 1987. Molecular evolutionary genetics. Columbia University Press. New York.

Nei M., Kumar S. 2000. Molecular evolution and phylogenetics. Oxford University Press Inc.
Oxford: 87-264.

Newton A. C., Allnutt T. R., Gillies A. C. M., Lowe A. J., Ennos R. A. 1999. Molecu-
lar phylogeography, intraspecific variation and the conservation of tree species. Tree 14 (4):
140-141.

Nowak Z. 2003. Szkodnictwo lesne. Poradnik dila Stuzby Lesnej, w tym dla Strazy Lesnej, oraz
dla innych prayrodniczych stuzb ochronnych. Wydawnictwo Swiat, ZG SITLIiD: 174.
Nowak Z. 2006. Rodzaje szkodnictwa lesnego w Lasach Panstwowych [w:] Problematyka
& wspo’fcze;nyc/; zagadniers szkodnictwa lesnego. Postepy Techniki w Lesnictwie 94. Wydaw- @

nictwo Swiat, SITLiD DGLP. Warszawa.

Nowakowska J. A. 2006. Zastosowanie markeréw DNA (RAPD, SSR, PCR-RFLP i STS)
w genetyce drzew lesmych, entomologii, fitopatologii i towiectwie. Le$ne Prace Badawcze 1:
73-101.

Nowakowska J. 2007a. Zmiennosé genetyczna polskich wybranych populacji sosny zwyczajnej
(Pinus sylvestris L.) na podstawie analiz polimorfizmu DNA. Rozprawa habilitacyjna,
IBL Warszawa: 118.

Nowakowska J. 2007b. Czy istniejq réznice migdzy swierkiem pospolitym z pétnocnego i potu-
dniowego zasiggu wystgpowania w Polsce na podstawie analiz DNA? Notatnik Naukowy
IBL 2 (76): 4.

Nowakowska J. A. 2009. Mitochondrial and nuclear DNA differentiation of Norway spruce
(Picea abies [L.] Karst.) populations in Poland. Dendrobiology 61: 119-129.

Nowakowska J. 2010. Okreslenie strukiury genetycznej populacji sosny zwyczajnej i swierka po-
spolitego w wybranych regionach pochodzenia z weryfikacjq granic regionéw po uwzglednie-
niu zréznicowania genetycznego populacji. Dokumentacja naukowa z tematu badawczego
BLP-309. Sekocin Stary: 217.

Nowakowska J. A. 2011. Application of DNA markers against illegal logging as a new tool for
the Forest Guard Service. Folia Forestalia Polonica, series A, 53 (2): 142—-149.

Nowakowska J., Bastien C., Musch B. 2005. Genetic variability of Polish Scots pine
provenances assessed with microsatellite markers. Proceedings from Internatio-
nal Workshop ,Analysis of microsatellite sequences in Scots pine”. Sekocin-Las,

‘ ‘ DNA druk.indd 120 @ 2014-05-26 09:22:44 ‘ ‘



I [ [ ® H - EEEN

Pismiennictwo 121

24-27.08.2004, Nowakowska J. (red.). FRI, PROFOREST Centre of Excellence.
Warszawa: 79-88.

Nowakowska J., Gérniak A. 2010. Analizy DNA drewna w walce z nielegalnym obrotem
drewna. Film ze $rodkéw DGLP w ramach tematu badawczego BLP-333. Realizacja
Skrzat Fotografia Film Stawomir Wasik. IBL S¢kocin Stary.

Nowakowska J. A., Oszako T., Bienick J., Rakowski K. 2007. Charakterystyka genetyczna
PCR-RFLP oraz ocena zdrowotnosci wybranych populacji debu elblgskiego i krotoszyriskiego.
Le$ne Prace Badawcze 3: 33-51.

Nowakowska J. A., Oszako T. 2008. Stan zdrowotny bukéw w Nadlesnictwie Siewierz a ich
zréznicowanie genetyczne okreslone na podstawie analiz chloroplastowego DNA. Sylwan
152 (9): 11-20.

Oddou-Muratorio S., Petit R. J., Le Guerroué B., Guesnet D., Demesure B. 2001. Patterns
of seed dispersal in a scattered forest tree (Sorbus torminalis) based on multi-scale investiga-
tion of population genetic structure for chloroplast DNA [w:] Genetic Response of Forest Sys-
tems to Changing Environmental Conditions. Miiller-Starck G., Scubert R. (red.). Kluwer
Academic Publishers. Dordrecht-Boston-London 271-280.

Pasternak T. 2006a. Zarys historii Strazy Lesnej [w:] Problematyka wspdtezesnych zagadnien
szkodnictwa lesnego. Postepy techniki w lesnictwie 94, Warszawa.

Pasternak T. 2006b. Ochrona przed szkodnictwem lesnym w wybranych krajach Europy [w:]
Problematyka wspétczesnych zagadnien szkodnictwa lesnego. Postgpy techniki w lesnic-
twie 94. Warszawa.

@ Pasternak T. 2007. Ochrona laséw przed szkodnictwem lesnmym [w:] Raport o stanie laséw @
w Polsce 2006. Warszawa.

Pasternak T. 2010. Raport zwalczania szkodnictwa lesnego za 2010 rok. DGLD, www.lasy.
gov.pl.

Pasternak T. 2012. Raport zwalczania szkodnictwa lesnego za 2011 rok — czgsé analityczna.
Centrum Informacyjne Laséw Padstwowych, www.lasy.gov.pl.

Pastorelli R., Smulders M. J. M., Westende Van't W. P. C., Vosman B., Giannini R., Vettori
C. Vendramin G. G. 2003. Characterization of microsatellite markers in Fagus sylvatica
L., Fagus orientalis Lipsky. Molecular Ecology Notes 3: 76-78.

Pawelec K. J. 2010. Proces dowodzenia w postgpowaniu karnym. Wydawnictwo Prawnicze
LexisNexis. Warszawa.

Petit R. J. 1999. Diversité génétique et histoire des populations d'arbres forestiéres. Rozprawa
habilitacyjna. Université de Paris-Sud, France.

Petit R. J., Brewer S., Bordécs S., Burg K., Cheddadi R., Coart E., Cottrell J., Csaikl U. M.,
van Dam B., Deans ]J. D., Espinel S., Fineschi S., Finkeldey R., Glaz I., Goicoechea
P G., Jensen ]. S., Konig A. O., Lowe A. J., Madsen S. E, Mdtyds G., Munro R. C,,
Popescu E, Slade D., Tabbener H., Taurchini D., de Vries S. G. M., Ziegenhagen B.,
Beaulieu J. L., Kremer A. 2002a. Identification of refugia and post-glacial colonization
routes of European white oaks based on chloroplast DNA and fossil pollen evidence. Forest
Ecology Management 156: 49-74.

PetitR. J., Csaikl U. M., Borddcs S., Burg K., Coart E., Cottrell J., van Dam B., Deans]. D.,
Dumolin-Lapégue S., Fineschi S., Finkeldey R., Gillies A., Glaz 1., Goicoechea P. G,
Jensen]. S., Konig A. O., Lowe A. J., Madsen S. F, Métyds G., Munro R. C., Olalde M.,

‘ ‘ DNA druk.indd 121 @ 2014-05-26 09:22:44 ‘ ‘



I [ [ ® H - EEEN

122  Pismiennictwo

Pemonge M.-H., Popescu E, Slade D., Tabbener H., Taurchini D., de Vries S. G. M.,
Ziegenhagen B., Kremer A. 2002b. Chloroplast DNA variation in European white oaks
phylogeography and patterns of diversity based on data from over 2600 populations. Forest
Ecology Management 156: 5-26.

Petit R. J., Csaikl U. M., Borddcs S., Burg K., Coart E., Cottrell J., van Dam B., Deans
J. D., Dumolin-Lapegue S., Fineschi S., Finkeldey R., Gillies A., Glaz I., Goicoechea
P. G., Jensen ]. S., Konig A. O., Lowe A. J., Madsen S. E, Mdtyds G., Munro R. C,,
Olalde M., Pemonge M.-H., Popescu E, Slade D., Tabbener H., Taurchini D., de Vries
S. G. M., Ziegenhagen B., Kremer A. 2003. Corrigendum to ,, Chloroplast DNA variation
in European white oaks phylogeography and patterns of diversity based on data from over
2600 populations”. Forest Ecology Management 156, 157: 595-599.

Petit R. J., Pineau E., Demesure B., Bacilieri R., Ducousso A. 1997. Chloroplast DNA
Jootprints of postglacial recolonization by oaks. Proceedings of the National Academy
of Sciences USA 94: 9996-10001.

Pfeiffer A., Olivieri A. M., Morgante M. 1997. Identification and characterization of micro-
satellites in Norway spruce (Picea abies K.). Genome 40: 411-419.

Plywaczewski W., Kedzierska G. (red.). 2001. Leksykon policyjny. Wyzsza Szkota Policji
w Szczytnie. Szezytno: 321.

Provan J., Soranzo N., Wilson N. J., McNicol J. W., Forrest G. 1., Cottrell J. 1998. Gene-
-pool variation in Caledonian and European Scots pine (Pinus sylvestris L.) revealed by
chloroplast simple-sequence repeats. Proceedings of the Royal Society of London B 265:

® 1697-1705. ®

Qiagen. 2002. Genomic DNA purification. Technical hints, applications, and protocols.
www.qiagen.com.

Rajora O. P, Rahman M. H. 2003. Microsatellite DNA and RAPD fingerprinting, identifica-
tion and genetic relationships of hybrid poplar (Populus x canadensis) cultivars. Theoretical
and Applied Genetics 106: 470-477.

Raymond M., Rousset E 1995. GENEPOP (version 1.2): population genetics software for
exact tests and ecumenicism. Journal of Heredity 86: 248-249.

Robledo-Arnuncio J. J., Smouse P. E., Gil L., Alia R. 2004. Pollen movement under alterna-
tive silvicultural practices in native populations of Scots pine (Pinus sylvestris L.) in central
Spain. Forest Ecology and Management 197: 245-255.

Sambrook J., Russell D. W. 2001. Molecular Cloning. A laboratory manual. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, USA, Vol. 1, 2.

Seton C. 1988. Life for sex killer who sent decoy ro take genetic test. The Times (London).
Stawik K. 2004. Wybrane aspekty z dziatalnosci bieglych, thumaczy i specjalistéw [w:] Czynnosci
procesowo-kryminalistyczne w polskich procedurach. Wydawnicewo UMK. Torun: 47.
Stawik K. 2005. Kryminalistyka w zwigzku z procesem karnym, kryminologia i wiktymologiq.

Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu Szczecifiskiego. Szczecin: 174-176.

Stawik K. 2010. Prawno-kryminalistyczne srodki przeciwdziatania zagrozeniom (zwlaszcza
056b starszych). Wydawnictwo Naukowe Semper, Warszawa.

Sottyszewski 1. (red.). 2007. Badania kryminalistyczne. Wybrane aspekty. Olszeyn: 11-34.

‘ ‘ DNA druk.indd 122 @ 2014-05-26 09:22:44 ‘ ‘



I [ [ ® H - EEEN

Pismiennictwo 123

Stojanowska W. 2000. Uwagi do Rekomendacji Komitetu Ministrow Rady Europy Nr (92) 1
z 10 lutego 1992 r. w sprawie wykorzystania analizy DNA w postepowaniu karnym. Prawo
i Medycyna 5.

Soranzo N., Alia R., Provan J., Powell W. 2000. Patterns of variation at a mitochondrial
sequence-tagged-site locus provides new insights into the postglacial history of European
Pinus sylvestris populations. Molecular Ecology 9: 1205-1211.

Soranzo N., Provan J., Powell W. 1998. Characterization of microsatellite loci in Pinus syl-
vestris L. Molecular Ecology 7: 1260-1261.

Sperisen C., Biichler U., Gugerli E, Mdtyds G., Geburek T. 2001. Tandem repeats in plant
mitochondrial genomes: application to the analysis of population differentiation in the coni-
fer Norway spruce. Molecular Ecology 10: 257-263.

Steinkellner H., Fluch S., Turetschek E., Lexer C., Streiff R., Kremer A., Burg K., Glossl J.
1997. Identification and characterization of (GA/CT)  — microsatellite loci from Quercus-
petraea. Plant Molecular Biology 33: 1093-1096.

Sutkowska M., Kowalczyk J., Przybylski P. 2008. Zmiennos¢ genetyczna i ekotypowa buka
zwyczajnego (Fagus sylvatica L.) w Polsce. Le$ne Prace Badawcze 69 (2): 133-142.

Szyp-Borowska 1., 2005. Mapowanie loci cech ilosciowych jako nowe narzedzie w hodowli
selekcyjnej drzew lesnych. Lesne Prace Badawceze 1: 99-107.

Taberlet P, Gielly L., Pautou G., Bouvet J. 1991. Universal primers for amplification of three
non-coding regions of chloroplast DNA. Plant Molecular Biology 17: 1105-1109.

Tibbits J. E G., McManus L. ]., Spokevicius A. V., Bossinger G. 2006. A rapid method for

@ tissue collection and high throughput of genomic DNA from mature trees. Plant Molecular @
Biology Reporter 24: 1-11.

Tomaszewski T. 1998. Dowdd z opinii bieglego w procesie karnym. Krakéw: 112.

Vendramin G. G., Lelli L., Rossi P, Morgante M. 1996. A set of primers for the amplification
of 20 chloroplast microsatellites in Pinaceae. Molecular Ecology 5: 595-598.

Vettori C., Vendramin G. G., Anzidei M., Pastorelli R., Paffetti D., Giannini R. 2004.
Geographic distribution of chloroplast variation in Italian populations of beech (Fagus
sylvatica L.). Theoretical and Applied Genetics 109: 1-9.

Vornam B., Decarli N., Gailing O. 2004. Spatial distribution of genetic variation in natural
beech stands (Fagus sylvatica L.) based on microsatellite markers. Conservation Genetetics
5: 561-570.

Waits L. P, Luikart G., Taberlet P. 2001. Estimating the probability of identity among geno-
types in natural populations: cautions and guidelines. Molecular Ecology 10 (1): 249-256.

Weising K., Gardner R. C. 1999. A set of conserved PCR primers for the analysis of simple
sequence repeat polymorphism in chloroplast genomes of dicotyledonous angiosperms. Genome
42:9-19.

Widacki J. (red.). 1999. Kryminalistyka. Wydawnictwo C.H. Beck, Warszawa: 16; 157;
236; 290 i nast.

Wéjcikiewicz ]. 2004. ,, Tratowanie” w polskim procesie karnym (art. 192a k.p.k.) [w:] Czyn-
nosci procesowo-kryminalistyczne w polskich procedurach. Wydawnictwo UMK. Torusi: 60.

Wojcikiewicz J. 2008. Badania DNA dla celow sqdowych. Wydawnictwo Instytutu Ekspertyz
Sadowych. Krakéw.

‘ ‘ DNA druk.indd 123 @ 2014-05-26 09:22:44 ‘ ‘



I [ [ ® H - EEEN

124  Pismiennictwo

Wunsch A., Hormaza J. 1. 2002. Molecular characterisation of sweet cherry (Prunus avium L.)
genorypes using peach (Prunus persica (L.) Batsch) SSR sequences. Heredity 89: 56—63.
Wysocka J., Kapiriska E., Cybulska L., Rebata K., Szczerkowska Z. 2008. Identyfikacja osob-
nicza w oparciu 0 analizg 11 polimorficznych loci DNA typu STR. Badania populacji Polski
pbtnocnej z wykorzystaniem zestawu AmpFISTR® SEfiler™ kit. Annales Academiae Medi-

cae Gedanensis 38: 91-96.

Yazdani R., Scotti L., Jansson G., Plomion C., Mathur G. 2003. Inberitance and diversity
of simple sequence repear (SSR) microsatellite markers in various families of Picea abies.
Hereditas 138: 219-227.

Yeh E C., Boyle T. J. B. 1997. Population genetic analysis of co-dominant and dominant mark-
ers and quantitative traits. Belgian Journal of Botany 129: 157.

Zalgski A., Zajaczkowska B., Matras J., Sabor J. 2000. Lesna regionalizacja nasienna dla
nasion i sadzonek w Polsce. Centrum Informacyjne Laséw Parstwowych, DGLE, IBL.
Warszawa.

Zhuk A., Veinberga I., Daugavietis M., Rungis D. 2008. Cross-species amplification of Betula
pendula Rozh. Simple sequence repeats markers in Alnus species. Baltic Forestry 14(2/27):
116-121.

Zielski A., Krapiec M. 2004. Dendrochronologia. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warsza-
wa: 328.

‘ ‘ DNA druk.indd 124 @ 2014-05-26 09:22:44 ‘ ‘



6.

Stownik pojec¢ genetycznych i prawniczych

a contrario (fac.) — wnioskowanie z przeciwienistwa; prowadzi do wnioskéw przeciwnych
w poréwnaniu z wnioskowaniem z analogii

allel — jedna z mozliwych, réznigcych si¢ budowa — DNA form genu

amplifikacja — namnazanie fragmentu — DNA z jednej nici (matrycy) do wielu tysiecy
kopii

CCTV (ang. Closed Circuir TeleVision) — telewizja przemystowa, monitoring; system nadzo-
rowania obszaru za pomocg kamer w celu zwigkszenia bezpieczeistwa; podglad z kamer
zwykle jest udostgpniany wylacznie na stanowiskach ochrony w celu monitorowania
potencjalnie niebezpiecznych zachowan

czynnosci sprawdzajace — formalne czynnosci organéw uprawnionych podejmowane
przed wszczgciem postgpowania w celu ustalenia, czy popelniono przestgpstwo, i zebra-
nia dowodéw

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy, substancja chemiczna bedaca nos$nikiem informacji
genetycznej, wystgpujaca we wszystkich zywych organizmach w jadrze komérkowym
(DNA jadrowe) i w organellach (— DNA organellowe); taricuch DNA tworzy podwdj-
na, skrecong ni¢ — podwdjna helis¢, zbudowana z wielu pojedynczych par zasad A, T,
CiG

DNA organellowe — DNA zawarte w chloroplastach i mitochondriach

dochodzenie — forma prowadzenia postgpowania przygotowawczego w sprawach o prze-
stgpstwa niezakwalifikowane do prowadzenia w formie — $ledztwa; wszczynane przez
prokuratora, policj¢ lub inny uprawniony organ; nie wymaga sporzadzenia postano-
wienia o przedstawieniu zarzutéw ani o zamknigciu dochodzenia (jesli podejrzany nie
jest zatrzymany ani tymczasowo aresztowany); jego cele to: ustalenie, czy przestgpstwo
zostalo popelnione; wyjasnienie okolicznosci sprawy, wykrycie i (w razie potrzeby) ujgcie
sprawcy; zebranie informacji o podejrzanym oraz utrwalenie dowodéw dla sadu

ex officio (tac.) —z urzedu

(N T
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fenotyp — zespdt cech morfologicznych pojedynczego organizmu

genom — calo$¢ informacji genetycznej organizmu zawartej w — DNA jadrowym i organel-
lowym (w chloroplastach i mitochondriach)

genotyp — charakterystyka genetyczna osobnika zawicerajaca informacjg genetyczng pocho-
dzaca od obydwojga rodzicéw

Gy Fg — wspotezynniki zmiennosci genetycznej, wyrazajace stosunek — zmiennosci mie-
dzypopulacyjnej do — zmiennosci catkowitej

haplotyp - kombinacja — alleli na poziomie pojedynczej liczby chromosoméw,
np. w = mtDNA

b Nei — heterozygotycznos¢ danego — locus, okreslona metoda Nei (1987)

H

s
H. — catkowita — zmienno$¢ miedzypopulacyjna

— $rednia — zmienno$¢ wewngtrzpopulacyjna

in dubio pro reo (fac.) — domniemanie niewinnosci: zasada, wedtug kedrej watpliwosci
nalezy rozstrzygad na korzy$¢ oskarzonego

locus (Yac., |. mn. loci) — region/regiony (miejsca) = DNA, w ktdérych wystgpujg — allele

marker genetyczny — fragment — DNA wykorzystywany do identyfikacji gatunkéw, osob-
nikéw i populacji

migracja elektroforetyczna (elektroforeza) — rozdzial ujemnie natadowanych czasteczek
— DNA umieszczonych w zelu i poddanych migracji w polu elektrycznym

mikrosatelitarne DNA (ang. Simple-Sequence Repeat) — sekwencje krétkich powtérzen par

@ zasad nukleinowych w taiicuchu — DNA ®

modus operandi (tac.) — sposdb postgpowania; charakeerystyczny, powtarzajacy si¢ sposdb
dzialania sprawcy przy popelnianiu przestgpstw, a takze przed jego popelnieniem oraz
po nim; poznanie takiego samego sposobu postgpowania w wypadku kilku przestgpstw
utatwia wykrycie sprawcy

mtDNA — mitochondrialne DNA

mutacja genowa — zmiana w budowie faicucha DNA; moze by¢ korzystna, niekorzystna
lub oboj¢tna, dziedziczna lub niedziedziczna

PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) — reakcja taficuchowa polimerazy, metoda ampli-
fikacji polimorficznych sekwencji — DNA, polegajaca na powieleniu odcinka DNA
bez klonowania, umozliwiajaca jego szybkie zwielokrotnienie i skracajaca tym samym
czas badai DNA; jej zastosowanie pozwala na okreslenie — genotypéw — loci, nawet
w wypadku bardzo starych i niewielkich §ladéw biologicznych; do analizy wykorzystuje
si¢ np. krew, $ling, wlosy z cebulkami, kosci i zgby

postepowanie przygotowawcze — faza postgpowania karnego obejmujaca — sledztwo lub
— dochodzenie, czynnosci niecierpiace zwloki oraz przygotowanie i wniesienie do sadu
aktu oskarzenia. Jest wszczynane, jedli istnieje podejrzenie popelnienia przestgpstwa,
w celu: ustalenia, czy zostal popelniony czyn zabroniony i czy stanowi on przestep-
stwo; wykrycia i w razie potrzeby ujecia sprawcy; zebrania danych o nim; wyjasnienia
okolicznosci sprawy; zabezpieczenia i utrwalenia dowodéw. Obejmuje m.in. przestu-

chania i opinie bieglych, zakonczone skierowaniem akt sprawy do sadu (wraz z aktem

‘ ‘ DNA druk.indd 126 @ 2014-05-26 09:22:44 ‘ ‘



I [ [ ® H - EEEN

Stownik pojeé genetycznych i prawniczych 127

oskarzenia) lub umorzeniem postgpowania, prowadzone przez prokuratora, a w pew-
nym zakresie takze przez inne organy (np. przez straznikéw lesnych na podstawie ustawy
o lasach)

PIC (ang. Polymorphism Information Content) — procent — loci — polimorficznych, miara
przydatnosci danego — markera do badan poréwnawczych

polimorfizm — wystgpowanie réznych form — alleli w danym — /locus; szerzej — zmiennos¢
genetyczna gatunku

pz — pary zasad, jednostka dtugosci fragmentéw — DNA

RFLP (ang. Restriction Fragment Length Polymorphism) — — polimorfizm dtugosci frag-
mentéw restrykeyjnych, czyli sekwencji — DNA, ktére sg rozpoznawane i cigte przez
specyficzne enzymy (restryktazy)

sad meriti — sad wlasciwy do rozpoznania sprawy

sekwencja DNA — fragment — DNA zlozony z par zasad A (adenina), T (tymina), C (cy-
tozyna) i G (guanina)

SSR (ang. Simple-Sequence Repear) — — mikrosatelitarne DNA

starter nukleotydowy — niewielki fragment jednoniciowego — DNA, komplementarny
do DNA matrycy, od ktérego bierze poczatek — amplifikacja taricucha DNA w reakeji
— PCR

STS (ang. Sequence-1agged-Site) — miejsca znaczone sekwencyjnie; fragmenty — DNA réz-
nicujace osobniki na podstawie obecnosci lub braku kilkunastu par zasad

@ $ledztwo — forma prowadzenia postgpowania przygotowawczego w sprawach o najpowaz- @

niejsze przestgpstwa (okreslonych w art. 309 § 1 pkt 1 do 5 k.p.k.), np. zbrodni i wy-
stepkéw, gdy osobg podejrzang jest sedzia, prokurator, funkcjonariusz Policji, ABW, AW,
CBA, SG, ZW, finansowych organéw dochodzenia lub nadrzednych, a takze innych,
uznanych przez prokuratora za sprawy zawile lub o duzej wadze

$rodki odwotawcze — $rodki stuzace kontroli nieprawomocnych orzeczen, zarzadzen lub
czynno$ci procesowych, obejmujace §rodki zwyczajne (apelacja, zazalenie, sprzeciw od
wyroku nakazowego) i nadzwyczajne (kasacja, wznowienie postgpowania)

zabezpieczenie majatkowe — $rodek karnoprocesowy stuzacy zapewnieniu wykonalnosci
przyszlego orzeczenia w zakresie kar i srodkéw karnych o charakterze majatkowym lub
roszczert o naprawienie szkody; $rodek przymusu stosowany wobec osoby podejrzanej
lub oskarzonej o popelnienie przestgpstwa lub wykroczenia przeciwko mieniu, polega-
jacy na ograniczeniu mozliwosci dysponowania majatkiem przez podejrzanego (zabez-
pieczenie mienia), tak aby nie mégt si¢ go pozby¢ i uniemozliwi¢ wykonanie orzeczenia

zmienno$¢ miedzypopulacyjna — wystgpowanie réznych form — alleli réznicujacych dane
populacje

zmienno$¢ calkowita — zmiennos§¢ fragmentéw — DNA w obrebie danej populacji
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