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Abstrakt

Tato prace se zaméfuje primarné na moznosti vyuziti molekularnich markert
k identifikaci komodit podl€hajicim umluvé CITES. Nelegalni obchod s témito artikly
je b&zny i v Ceské republice. P¥ehled nejvyuzivangjsich metod by mohl usnadnit boj s
timto druhem kriminality. Molekularni markery jsou ideélni pro identifikaci druhu a
jinych taxonomickych jednotek, protoze na rozdil od morfologické identifikace
nevyzaduji neporuSené¢ vzorky. DNA Ize ziskat z vysoce zpracovanych a

degradovanych produktt, které se bézné vyskytuji na trhu.

Klic¢ova slova: CITES, wildlife crime, identifikace, DNA, PCR, amplifikace, marker

Abstract

This thesis is focused primarily on the possibilities of using molecular markers
to identify the commodities subject to CITES. lllegal trade with these articles is
common even in the Czech Republic. Overview the most used methods could facilitate
the fight against this kind of crime. Molecular markers are ideal for the identification
of species and other taxonomic units, because unlike the morphological identification
does not require intact specimens. DNA can be extracted from highly processed and

degraded products which are commonly found on the market.

Key words: CITES, wildlife crime, identification, DNA, PCR, amplification, marker
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1 Uvod

Nase planeta pro nas piedstavuje zdroj vSeho, co je pro nasi existenci nezbytné.
Najdeme zde vodu, vzduch, ptidu, slunecni svétlo a mnoho dalsiho, co ¢lovek ke
svému zivotu vice ¢i méné potiebuje. Disponuje nepiebernym bohatstvim organismi
od nejnizsich aZ po ty ndam nejpodobngjsi. Clovék se naudil je vyuzivat stejné tak jako
vSechny ostatni ,,zdroje*. Jen stézi bychom dnesniho pokroku dosahli bez prvnich
ochoCenych zvifat, at mame na mysli zvifata hospodarska nebo napf.
nepostradatelného psa domaciho (Canis lupus familiaris, Linnaeus 1758). Dnes je ale
situace ponc¢kud odlisnd. VétSinu zdrojii drancujeme neuvazenym zplisobem bez
ohledu na budouci generace. Se vzacnymi druhy manipulujeme jako se zbozim za
ucelem zisku, aniz bychom zauvazovali nad tim, jaky dopad to miiZe mit na Zivotni
prostiedi i na nas samotné. Jiz ted’ nékteré druhy viddme pouze v zoologickych a
botanickych zahradach, zanedlouho je miizeme znét uz jen z encyklopedii. Tato hrozba
dala vzniknout nejvétsi mnohostranné dohodé€ o ochrané druhti regulujici mezindrodni
obchod s vice nez 30.000 druhy rostlin a Zivo¢icht prostfednictvim systému povoleni.

Védomi, Ze mezindrodni obchod muze piedstavovat rostouci hrozbu pro
mnoho druhii volné zijicich zivocicht a plané rostoucich rostlin podnitilo konani
konference vladnich ¢initel v roce 1973 ve Washingtonu, ktera vyustila ve vznik
timluvy CITES (Umluva o mezindrodnim obchodu s ohrozenymi druhy volné Zijicich
zivocichu a plané rostoucich rostlin, jez nabyla platnosti v roce 1975). Jejim cilem je
regulace obchodu s vybranymi druhy a jejich derivaty pfes hranice statl tak, aby to
bylo v souladu se zasadou trvale udrzitelného rozvoje. Druhy jsou uvedeny v
ptilohéch, na zékladé kterych jsou na riznych Grovnich provadény obchodni kontroly
(viz tabulka 1). Pilohy I, IT a III v zasad¢ odpovidaji dodatktim v evropském Wildlife
Trade nafizeni €. 338/97, jehoz prostfednictvim je tato umluva také realizovdna v

ramci Evropské unie (Cooper a Rosser, 2002).



Tabulka 1: Znéni jednotlivych piiloh umluvy CITES (http://www.cites.org/)

PRILOHA ZNENI

| Zahrnuje vSechny druhy ohroZené
vyhynutim, které jsou nebo mohou byt
obchodem nepfiznivé  ovliviiovany.
Obchod s exemplafi téchto druhi musi
byt pfedmétem zvlast’ ptisnych opatient,
aby nebylo ohrozeno jejich preziti, a
povolen je pouze ve vyjimeénych

ptipadech.

I Zahrnuje vSechny druhy, které nejsou
bezprostiedné ohrozeny vyhubenim, ale
tato situace muize nastat, pokud obchod s
exemplaii téchto druhti nepodléha piisné
regulaci, aby nebyly vyuzivany
zptisobem neslucitelnym s jejich

prezitim.

i Zahrnuje vSechny druhy, které jakakoliv
smluvni strana identifikuje jako
podléhajici regulaci v rdmci své
jurisdikce za G¢elem zabranéni nebo
omezeni vyuzivani. Pfi kontrole
obchodu je nutna spoluprace ostatnich

smluvnich stran.

Pii odhaleni nelegalniho obchodu s druhy nemusi byt ale vzdy jednoduché je
urcit a s jistotou tak prokazat, ze jsou zahrnuty v imluvé CITES. Obchod se netyka
totiz pouze zivych ¢i nezivych exemplaii snadno identifikovatelnych podle

viditelnych morfologickych znakl. Zminit mizeme napf. vyrobky tradi¢ni asijské a
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orientalni mediciny, jako jsou rizné smési bylin nebo samostatné ¢asti zivocisnych tél
(oddélené rohy, kize, kosti, zluéniky apod.). V takovychto ptipadech je vizualni
identifikace velice obtizna ba dokonce nemozna. V poslednich letech se tedy hleda;ji
jiné zpusoby, jak jednotlivé organismy nebo jejich ¢asti s jistotou urcovat.

V této praci se zamétuji na identifikaci rostlinného a zivocisného materialu
podléhajici amluvé CITES pomoci DNA technologii. Téma jsem zvolila jako zajimavé
a ptinosné jiz z toho diivodu, Ze i pies velikost Ceské republiky je zde nelegalni obchod
s témito artikly pomérné bézny (viz Kapitola 2) a znalost DNA technologii muze
zjednodusit a zefektivnit prdci mnoha organi a Ciniteld zabyvajicich se touto
problematikou. Metody navic nemusi nalézt uplatnéni pouze v tomto konkrétnim
sektoru. Vyznam maji 1 pro ve&deckou vefejnost, jelikoZ mnoho druhii si je
morfologicky velmi podobnych a mohou byt vzijemné zaménovany. Jako piiklad
muzeme uvézt rejnoka hladkého (Dipturus batis, Linnaeus 1758), u kterého doslo
v poslednich letech k dramatickym poklesim v populacich, jelikoz byl nespravné
oznacovan za druh jiny, a az molekularni analyzy prokazaly dva zieteln¢ odlisné klady
(Griffiths a kol., 2010). Taktéz vyuziti napf. pii detekci falsovani zeméd&lskych
komodit a rostlinnych potravin (vCetn¢ kofeni) neni zanedbatelné (Dhanya a

Sasikumar, 2010).

Cil prace: Vypracovat podrobnou literarni reSersi k problematice detekce rostlinného
a zivo€iSného materidlu podléhajici imluvé o mezinarodnim obchodu s ohroZenymi
druhy volné Zijicich Zivocichii a plan€ rostoucich rostlin (CITES) pomoci DNA

technologii.

! oznadeni pro monofyletickou vyvojovou vétev zahrnujici spole¢ného predka a viechny z ngho vzeslé
potomky.
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2 Situace v Ceské republice

2.1 Legislativa a kontrola zaji§tujici dodrzovani CITES v CR

V otazce CITES Ceskéa republika postupuje podle nafizeni (ES) &. 338/97
a podle dalsich predpist. Zakladnim z nich je samoziejmé jiZz vyse zminénd Umluva o
mezinarodnim obchodu s ohrozenymi druhy volné zijicich zivo€ichti a plané
rostoucich rostlin. Dale miiZzeme zminit zakon ¢. 100/2004 Sb. o ochrané druht volné
zijicich zivoc€ichii a plané rostoucich rostlin regulovanim obchodu s nimi a dalSich
opatienich k ochrang téchto druhi a o zméné nékterych zékont (zakon o obchodovani
s ohrozenymi druhy), ve znéni pozd¢jSich piedpisti, Zakon €. 114/1992 Sb., o ochrané
ptirody a krajiny, ve znéni pozd&jsich piedpist a jiné. Podrobnéji zminuji v Tab. 2.

Tabulka 2: Piehled nejdulezitgjsich legislativnich piedpistt CR ve véci CITES, stav ke dni 5. 2. 2015
(MZP, 2015)

NAZEV PREDPISU C. CELEX *) POZNAMKA

Umluva o 21973A0303(01) Utedni véstnik L 384,
mezinarodnim obchodu 31/12/1982 str. 7 -54;
ohroZenymi druhy zvlastni vydani v ceském
volné zZijicich Zivo¢ichi jazyce 2004, kapitola 11,
a plané rostoucich svazek 15, str. 48-9
rostlin

nafizeni Rady (ES) &. 31997R0338 Utedni véstnik L 61,
338/97 ze dne 9. 03/03/1997 str. 1- 18;
prosince 1996 o ochrané zvlastni vydan i v ceském
druhi volné Zijicich jazyce 2004, kapitola 15,
Zivocichi a plané svazek 03, str. 136- 150,
rostoucich rostlin ,hatizeni Rady*“- zdkladni
regulovanim obchodu predpis;- novelizovano

s nimi (ve znéni podle 32009R0398 (¢l. 4, 5,7,
narizeni Evropského 15, 18, 19 a 21)- piilohy
parlamentu a Rady A az D se seznamy

(ES) €. 398/2009) chranénych druht byly jiz
n¢kolikrat novelizovany

11



Narizeni Komise (EU) 32014R1320
¢.1320/2014 ze dne 1.
prosince 2014, kterym
se méni narizeni Rady
(ES) ¢. 338/97 o ochrané
druht

volné Zijicich Zivocichi
a plané rostoucich
rostlin regulovanim
obchodu s nimi
Narizeni Komise (ES)
¢.865/2006 ze dne 4.
kvétna 2006 o
provadécich pravidlech
k narizeni Rady (ES) ¢.
338/97 o ochrané

druhit volné Zijicich
Zivocichi a plané
rostoucich rostlin

32006R0865

regulovanim obchodu s
nimi

Provadéci narizeni 32014R0888
Komise (EU) ¢.

888/2014

ze dne 14. srpna 2014 o

zakazu dovozu

exemplaii nékterych

druhii volné Zijicich

Zivo€ichu a plané

rostoucich rostlin do

Unie

Utedni véstnik L361,
17/12/2014, str. 1- 93, -
kompletni novela ptiloh
A, B, C a D k nafizeni
Rady (ES) ¢. 338/97 se
seznamy chranénych
druhil Zivocichi a rostlin
-platnost od 20. 12. 2014
-nahradilo pfedchozi
32013R0750

Utedni véstnik
L166,19/06/2006 str. 1-69
-,,harizeni Komise*
-hlavni provadéci predpis
-platnost od 9. 7. 2006
-nahradilo pfedchozi
32001R1808
-novelizovano
32008R0100
-novelizovano
32012R0791
-novelizovano
32012R0792

Utedni véstnik L
243,15.8.2014 str. 21-38
-,,zakazové nafizeni*
seznam druhil z

priloh A a B, jejichz
dovoz do EU je zakazan
podle ¢l. 4 odst. 6
narizeni ¢. 338/97;
-platnost od 4. 9. 2014;
-nahradilo pfedchozi
32013R0578

Kontrolnim organem ve véci CITES je podle zakona &. 100/2004 Sb. Ceska
inspekce Zivotniho prostfedi (CIZP), ktera je rozd&lena na hlavni feditelstvi sidlici
V Praze a deset oblastnich inspektorat (Praha, Brno, Plzen, Ceské Bud¢jovice, Usti n.
L., Liberec, Hradec Kralové, Havli¢kiav Brod, Olomouc a Ostrava). V roce 2003 se
zde CITES stal samostatnym ttvarem, ktery se vénuje pouze problematice ochrany
ohrozenych obchodovanych druhlt Zivocichli a rostlin. V soucasné dobé je zde

zaméstnano sedm inspektort, ktefi zajistuji provoz detaSovaného pracovisté na
12



mezinarodnim letisti Vaclava Havla Praha, provad¢ji kontroly na vyclivaci posté
Vv hlavnim mésté, vénuji se mezinarodni spolupraci a také poskytuji odborny a
metodicky servis ostatnim inspektortim. Inspekce provadi ro¢né celkem cca 700 — 900
kontrol v oblasti této problematiky (Kucera a kol., 2010).

DalSimi neméné dilezitymi organy, které jsou dle nafizeni (ES) ¢. 338/97 a
zakona ¢. 100/2004 Sb. také opravnény provadet kontrolu exemplait pfi celnim
dohledu v okamziku dovozu, vyvozu, zpétného vyvozu a tranzitu jsou organy celni.
Ve spolupraci s veterinarni spravou nebo organem rostlinolékaiské péce kontroluji,
zda exemplaf odpovida udajim uvedenym na dokladech a stanovenym veterinarnim a
rostlinolékaiskym podminkam. V dobg, kdy Ceska republika nebyla jesté ¢lenem
Evropské unie (EU), provadély se kontroly i na pozemnich hrani¢nich pfechodech.
V ramci zavedeni pravidel spolecného trhu EU byly vSak zruSeny a hlavni objem
¢innosti je tedy soustfedén na letist¢ Vaclava Havla Praha, kde nalezneme detasované
pracovisté CIZP — oddéleni kontroly CITES (Kudera a kol., 2010).

Dovozy a vyvozy probihaji v jakoukoli denni ¢i no¢ni dobu, inspektofi drzi
pohotovost na daném telefonnim ¢isle. Praimémé je roéné zaznamenano cca 100
konzultaci a 20 mimofadnych vyjezdi. Kontrolovany jsou u nas téz chovatelska a
péstebni zafizeni, prodejny, sklady, vystavy, burzy aj. Inspekce spolupracuje s
krajskymi ufady, v jejichz kompetenci je registrace exemplait a vydavani vyjimek ze
zakazu obchodovani. K obtiznym ptipadim mohou byt posléze pfizvany celni organy
(skupiny mobilniho dohledu nebo utvary patrani, které maji v ramci trestniho fizeni
nekteré pravomoci, jako policie) nebo policisté. Naopak inspektofi se ucastni jako
odborni konzultanti akci vedenych celnimi organy ¢i policii pfi jejich vySetfovani
nezékonnosti proti chranénym druhiim. Pro Ucely trestnich fizeni specializovani
inspektofi zpracovavaji analyzy zajist€éné dokumentace, posuzuji zabavené exemplare
apod. P¥i podezieni na poruseni zakona ma CIZP pravo exemplate Zivo¢ichti ¢ rostlin
zadrZet. Pokud se poruseni prokaze, dojde k zabaveni a je ulozena pokuta (dle zakona
¢. 100/2004 Sb. ve znéni novely ¢. 346/2009 Sb. az do vyse 1 500 000,- K¢). Pii
vykonu své pracovni ¢innosti mohou inspektofi vstupovat do objektt, chovatelskych
¢1 péstebnich zatizeni, na pozemky, kontrolovat identifikacni oznaceni exemplafi,
odebirat vzorky (napf. pro zjiStovani paternity analyzou DNA), zajiStovat doklady

apod. (Kucera a kol., 2010).
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Kazdoro¢né jsou stanoveny specialni prioritni ukoly, v ramci kterych se
celorepublikoveé systematictéji fesi urcité vytipované problémy. V poslednich letech
byla napf. provedena kontrola viech orli skalnich chovanych na tzemi CR spojend s
odbéry vzorkil pro DNA analyzy, detailn€j$i pozornost byla vénovana znaceni ptakt
pomoci krouzkl, byly kontrolovany sokolnické exhibice, celorepublikové byl
mapovan a kontrolovan chov ocelotil, systematicky byly sledovany burzy exotickych
ptaki, byl pribézné monitorovan ¢esky internetovy obchod s ohrozenymi druhy atd.
Celkem se v Ceské republice ochrané ohrozenych druhi vénuje cca 15 inspektori, coZ
se jevi na G¢inny boj s nelegalnim obchodem jako zoufale nedostacujici. Je proto nutné
zapojovat i dal3i represivni slozky, tj. Celni spravu CR a Policii CR, které disponuji
mnohem vétSim poctem zaméstnancti 1 t€innéjS§imi pravomocemi. Tyto organy ¢inné
v trestnim fizeni maji moznost vySetfovat neopravnéné nakladani s ohrozenymi druhy
zivocichu a rostlin podle trestniho zakona, za coz hrozi odnéti svobody az na 8 let,
penézity trest €i zdkaz ¢innosti. Nelegalni obchod s ohrozenymi druhy je vSak bohuzel
stdle povazovadn za minoritni a nedilezitou problematiku vedle jinych druht
kriminality. Policii i celnikim také mnohdy chybi odborné zazemi a vybaveni. Piesto
jsou vsak snahy tento pfistup zménit (Kucera a kol., 2010).

Velmi dilezita je téz zahranicni spoluprace, jelikoz tento typ kriminality
nabyva mezinarodniho charakteru. Ceska republika ma proto svého zastupce ve
specidlni skupiné Interpolu pro vySetfovani kriminality tykajici se ohroZenych druht
(Interpol Wildlife Working Group), Gcastni se i jednani obdobné Skupiny pro
prosazovani CITES pii Evropské Komisi (EU CITES Enforcement Group), aktivné se
podili na Celoevropském systému vymény informaci o nelegalnim obchodu s
ohrozenymi druhy (EU-TWIX), o Gspé&$nych zasazich vydava informacni materialy

,,CITES news* atd. (Kucera a kol., 2010).

2.2 Nelegalni obchod s exempla¥i uvedenych v p¥ilohach CITES v CR

Mohlo by se zdat, ze v Ceské republice vzhledem k jeji velikosti a poloze, neni
nelegalni obchod s ohroZzenymi a vzdcnymi druhy velkym problémem. Nicméné opak
je pravdou. I pies veskera jiz zminéna zakonna a kontrolni opatieni se ob&ané Ceské
republiky podileji na tomto druhu kriminality.

Podle statistiky kontrolnich organt EU je mezindrodni leti§t¢ Vaclava Havla

Praha druhym letistém v Evropé (prvni pficku zaujima Schiphol v Amsterodamu) s
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nejcastéj$imi zachyty nelegalné dovazenych zivoc€ichi, rostlin ¢i vyrobku z nich
(Kuéera a kol., 2010). Cesti obéané ma taktéz jiz dlouhou dobu ,,dobré jméno* ve
sveété nelegalniho obchodu s exemplaii CITES. Tuto skuteCnost si mizeme
demonstrovat na nékolika zpravach vyskytujicich se v tisku. Napf. jiz v roce 1997 lze
nalézt tiskovou zpravu Ministerstva Zivotniho prostiedi CR o obvinéni nékolika
¢eskych obcant v cizin€ v souvislosti s paSovanim zvirat. Cituji: ,,Dne 26. zari 1997
zadrzeli holandsti celnici na letisti Schiphol v Amsterodamu triadvacetiletého ceského
obcana a zabavili mu celkem 26 opicek (15 zvirat bylo jiz mrtvych), 15 kajmanii a 62
zelv. Cech, ktery cestoval z Peru do Ceské republiky, byl v Holandsku uvéznén a
obvinén z porusovani zakona CITES a trestného cinu tyrani zvirat.* Déle:* Dne 18.
zari 1997 byl na letisti v Limé zadrzen Cesky turista z Ostrova nad Ohri, v jehoz
zavazadlech odhalila peruanska policie 13 Zivych opicek, jednoho tukana a 7 plazii.
Zvirata byla zabalena do plastovych pytli a uspdina omamnymi ldatkami.” (Lenz,
1997).

V roce 2009 se objevila tiskovd zprava Celni zpravy Ceské republiky
informujici o rozkryti mezindrodni sit¢ paserdki ohrozenych ptakl, ve které byli
zainteresovani i c¢esti obcané. Cituji: ,,V ramci mezinarodni spoluprdace s Federal
Police Department, Head of enviromental Crimes Division, Brasilia, stat Brazilie,
Celni spravy Ceské republiky a Ceské inspekce Zivotniho prostiedi zacal v druhé
poloviné brezna 2009 zasah proti paserdckému gangu, ktery se zabyval nelegalnim
dovozem ohrozenych druhii Zivocichii uvedenych v Umluvé o mezindrodnim obchodu
s ohrozenymi druhy volné Zijicich Zivocichii a rostlin (umluva CITES). Hlavni
organizdator pasovani zvirat (Tomds Novotny) byl zatcen v Brazilii. V Indonésii byl
zadrzen dalsi z clenit skupiny (Ludék Hovorka).*“ V ramci tohoto Setieni bylo organy
zabaveno celkem 9 exemplait ohrozenych druhti papousku, kteti byli prevezeni do
zachrannych center. Celkova hodnota zajisténych exemplait ¢inila nejméné 550.000,-
K¢ (Bartak, 2009).

Tyto konkrétni pfipady zafazuji zejména pouze pro ilustraci, ve snaze ukazat,
Ze tato problematika u nds rozhodné neni zadnou ,,novinkou®. V ramci zachovani
aktudlnosti prace se nyni omezim na informace zvefejiované od roku 2010 do

soucasnosti.
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2.2.1 Rok 2010
V grafu 1 (Obr. ¢. 1) vidime piehled pasovanych nezivych exemplait a graf 2 (Obr. €.

2) nam demonstruje exemplate Zivé.

Pfehled pasovanych nezivych exemplatfa v roce 2010

568 masti (prevainé
pijavka lékafska, Cistanche

deserticola, medvéd,
6 uhynulych Ziv. (sovy,

jeseteroviti)
papouici, Zelvy)
H bezobratli 3 prepardty (opice, vydra)
2 kozky (medvéd)
uryby 9 ¢asti tél (slonovina, los)
TCM

. . 6 preparatd (tetfivek, sovy)
B uhynuly exemplar

3 wyrobky z kliZe (had, krokodyl)
1 plaz v alkoholu {moisky konik)

savci

W ptaci
259 schranek (ulity, lastury)

m plazi 12 Hippocampus
+ 1,356 Kg kaviaru

Obrazek €. 1: Piehled paSovanych nezivych exemplait v roce 2010 (upraveno dle:
http://www.cizp.cz/CITES/Statistika)

Pfehled pasovanych Zivych exemplard v roce 2010
25
22
20
15 12 7elvy
10teju
10
7
4 papousci
5
3 sovy
0
savci ptaci plazi rostliny bezobratli

Obrazek ¢. 2: Prehled pasovanych zivych exemplai v roce 2010 (upraveno dle:
http://www.cizp.cz/CITES/Statistika)

V tomto roce muzeme reflektovat nc¢kolik vyznamnych zachyti. Napi. v
kvétnu bylo zadrZzeno 5 vzacnych kakadu arovych (Probosciger aterrimus, J. F.
Gmelin 1788) nelegalné dovazenych ¢eskym obéanem z Ruska.

Zadrzeni byli téz ceSti lovci pfivazejici ze Slovenska maso nelegalné

ulovenych medvédi.
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Nejvyznamnéj$im piipadem vSak byl zachyt extrémné vzacnych papouska
druhu ara kobaltovy (Anodorhynchus leari, Bonaparte 1856). Jedna se o jeden z
nejohrozenéjsich druhui svéta, jehoz v piirodé zbyva cca jen 750 jedinci. V zajeti
prakticky neni chovan a cena ptakt je nevycislitelna. Tti exemplafi byli ¢eskymi
oblany nelegalné dovezeni do CR. Pii naslednych domovnich prohlidkach byli
zadrzeni i dalsi vzécni papousci, napt. arové hyacintovi. Akci predchéazelo nékolikaleté
Setfeni, v jehoz ramci bylo zjisténo, Ze nelegalni obchod s papousky je velmi
sofistikovand a dobfe organizovana ¢innost, kterd ma mezinarodni charakter. Pfipad
byl té7 Siroce medializovén a to i na mezinarodni trovni a Ceska inspekce Zivotniho
prostiedi a Celni sprava CR naslednd obdrzely od Sekretariatu Umluvy CITES
prestizni vyznamenani za ptikladnou praci v oblasti prosazovani umluvy (CIZP,

2010).

2.2.2 Rok 2011

Na Obr. €. 3 a 4 opét vidime piehled paSovanych komodit v tomto roce.

Pfehled pasovanych nezivych exemplard v roce 2011

15 preparéti (krokodyl)
1vyrobek z kiiZe (had)

m plazi
6 plazi v alkoholu (mofsky konik)
m bezobratli — 1 rostlina (Panax -kofen)
Tem 11 éastitél
m rostliny (slon, mroZ, kytovec)

savci

B uhynuly exemplaf

13 exemplaia (Zelvy)

25 masti (Aquilaria, Saussurea costus)
191 schrének (koraly, ulity, lastury) 35 pilulek (Saussurea, kobra, Hoodia)

27 preparatd (motyli)

Obrazek €. 2: Piehled pasovanych nezivych exemplata v roce 2011 (upraveno dle:
http://www.cizp.cz/CITES/Statistika)

40 37 (Zelvy)

35
30
25
20
15

10
6

5 2 (papousci) 1 kaktus - 5 orchideje
—

Obrazek ¢. 1: Piehled paSovanych zivych exemplait v roce 2011 (upraveno dle:
http://www.cizp.cz/CITES/Statistika)
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CIZP se v tomto opét vyrazné podili na rozkryvani nelegalniho obchodovani

se vzacnymi druhy papouska, ktery je v CR Setien jiz nékolik let (CIZP, 2011).

2.2.3 Rok 2012

Grafy 5 a6 (Obr. €. 5, 6) nam opét ilustruji situaci s pasovanim exemplafa.

Pfehled pasovanych nezivych exemplafl v roce 2012

167 schranek (koraly)
14 preparatd (mot\?li)|

~._.___________.
= ryby
18 globuli (mo3us)
W ptaci | 4masti (Saussurea costus)
25 pilulek (Hoodia, Orchis
m bezobratli mascula)
TCM
11 preparath (krokodyl)
W plazi — 27 wyrobk( z khze
. (krokodyl, had)
m savci
2 preparaty (opice, vydra)
u uhynuly exemplar - — 1koika (vik)
‘________--—'-'?_ 13 gasti tél (slonovina, mroZ)

16 preparatd (dravci, sovy)
27 vyrobki z pefi (papousci).

» 55 Hippocampus
3 ks kaviaru

— 3 rostliny (kaktusy)

Obrazek ¢. 3: Piehled paSovanych nezivych exemplait v roce 2012 (upraveno dle:
http://www.cizp.cz/CITES/Statistika)

Prehled pasovanych zZivych exemplari v roce 2012
100 700
638
90
600
80
— 463 kaktusy
60 400
50
40 300
30 — 175 orchideje 200
20 17 (papousci)
. v lOO
10 3 (Zelvy)
0 | 0
savci ptaci plazi rostliny bezobratli

Obrazek €. 4: Piehled paSovanych zivych exemplait v roce 2012 (upraveno dle:
http://www.cizp.cz/CITES/Statistika)

Ze zajimavych pfipadi mizeme v tomto roce zminit napf. zachyt 5
starozitnych sosek ze slonoviny dovazenych ze spojenych statii. Zbozi bylo zakoupeno
pies portal eBay a nékteré bylo prodejcem zakaznikovi prezentovano jako vyrobek

Z hoveézich kosti. K zasilce nebyly pfipojeny zaddné dokumenty a byla zabavena.
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V dubnu pak CIZP zabavilo lebku lachtana Forsterova (Arctocephalus forsteri, Lesson
1828), putujici z Nového Zélandu do Ceské republiky a dovozce byl nélezité

pokutovan (Environmental Inspectorate, 2012).

224 Rok 2013

Ptehled miry pasovani Zivych a nezivych exemplaiti v tomto roce je patrny na
Obr. ¢. 7a8.

Prehled pasovanych neZivych exemplafl v roce 2013

125 masti (kobra, krajta, medvéd)
4 globule (mosus)
146 pilulky (saiga tatarica, Hoodia, Cibotium,
Gastrodia, Cistanche deserticola, tuled, tygr)
9 jeseter (kaviar)
24 Hippocampus
1 preparat (kockoviti)
2 kozky (levhart, vik)

m bezobratli 3 asti tél (tygr, makak, lachtan)
u ryby

- 2 preparaty (dravci, sovy)
T 1 preparat (Zelva)
savci ia\j{obkv z kiiZe (krokadyl,
| ptaci
m plazi 269 schranek (korély, ulity)

15 preparat( (motyli)

Obrazek €. 5: Prehled pasovanych nezivych exemplait v roce 2013 (upraveno dle:
http://www.cizp.cz/CITES/Statistika)

Prehled pasovanych Zivych exemplara v roce 2013
20
18 16 (kaktusy)
16
14
12
10
3 7 (Zelvy)
6 5 (papousci)
4
z L
0
savci ptaci plazi rostliny bezobratli

Obrazek ¢. 6: Piehled paSovanych zivych exemplaii v roce 2013 (upraveno dle:
http://www.cizp.cz/CITES/Statistika)

Celnici a inspektoti CIZP v &ervnu tohoto roku na prazském letisti kontrolovali
zasilku exportovanou Vietnamci, zijicimi v Ceské republice, do Vietnamu. Ta byla
hlasena jako hrnce, panve, sklenicky, hudebni ptehravace a dalSi osobni véci.
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Kontrolni organy nalezly dvé kompletni kostry tygra (Panthera tigris, Linnaeus 1758)
ukryté uvniti hudebnich reproduktorii. Na misté byly zbytky seschlych tkani a krve.
Kostry velmi siln¢ pachly. Plastové pytle s kostmi byly pokryty parfémovanymi
ubrousky, pravdépodobné aby bylo zabranéno moznému odhaleni cvicenymi psy. Byl
to jiz druhy podobny piipad zabaveni tygii kostry v tomto roce v Ceské republice
(Environmental Inspectorate, 2013).

Operace RHINO- pripad "pseudo lovu' nosoroZcii- zari

Kauza s rohy nosorozct tuponosych (Ceratotherium simum simum, Burchell
1817) je jedna z nejvétsich v Cechach na poli tohoto druhu kriminality. Vysetfovéni
trva jiz dva roky a stale pokracuje.

Rohy mély byt importovany do CR z Jihoafrické republiky v podobé trofeji
pro osobni tc¢ely (mozno lovit v ramci povolenych kvoét a netfeba dovozni povoleni do
zemi EU) a odtud dale prodany do Vietnamu (zde je po rozich nepiedstavitelna
poptavka, v disledku vzniku ,,uméle” vytvoiené famy, Ze roh tohoto zvifete funguje
mimo jiné jako prevence rakoviny).

Pravé vyjimka pro trofejni lov je v CR hojné zneuzivana. Organizatofi byli
propojeni se zdejsi vietnamskou komunitou, najimali lovce (Ceské obcany zijici
vétSinou ve stejném meéste), kteti nebyli profesionalnimi odborniky, neméli opravnéni
K drZzeni zbrang, ani nebyli ¢leny zadného loveckého sdruzeni. Uhradili potiebné
vydaje (cestovné, ubytovani a povoleni k odstielu zvifete), vyménou za podepsany
souhlas, Ze se doty¢ny vzdava naroku na dany exemplaf, ale bude uveden jako majitel
trofeje, ktera poputuje do CR. Podezielé navic bylo, Ze vétsina nosorozcli byla lovena
na farmé jistého Dawie Groenewalda, ktery je nyni podeziely z nezakonného zabijeni
a obchodu s nosorozci.

Celkem bylo v obdobi vysetiovani dovezeno do CR 24 podezielych zasilek
s nosoroz¢imi rohy. Ceska inspekce Zivotniho prostiedi z nékterych odebrala vzorky a
poslala je na univerzitu v Pretorii a Sasa Wildlife forenzni odd¢leni ve Velké Britanii,
kde byla provedena analyza DNA.

Nyni se inspekce snazi sestavit kompletni seznam jmen ceskych obcand,
podilejicich se na nelegalnim lovu v JAR (na listin€ je prozatim cca. 50 jmen).
Nicméné v tomto rozsahlém piipadu existuje stale mnoho nevyjasnénych okolnosti

(Environmental Inspectorate, 2013).
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2.25 Rok 2014
V soucasné dobé nebyla jesté Ceskou inspekei Zivotniho prostiedi zvefejnéna
vyrocni zprava za uplynuly rok 2014. Nicméné¢ stale je u nas aktualni nelegéalni obchod

s nosoroz&imi rohy, slonovinou, tygiimi kostmi apod. (Rihova, 2014).
2.2.1 Nejcastéji obchodované komodity v obdobi 2010-2014

Na otazku jaké jsou tedy u nas nejcastéji obchodované komodity CITES a do
jaké miry je situace zdvazna, neni snadné¢ odpovédét. Na tuto skutecnost ma vliv
n&kolik faktort jako napf. sezona, soucasny trend, zajem mezi lidmi aj. CIZP uvadi,
ze celkem stabilné je u nas zajem o rizné druhy papouski, suchozemskych zelv a
jinych i vzacngjsich plazi. Se vstupem CR do Evropské unie se usnadnil nelegalni
obchod s ostatnimi ¢lenskymi staty, nebot’ se systematicky kontroluje jiz jen vyvoz a
dovoz ptes vnéjsi hranice. Zminit mizeme napf. lahve alkoholu s nalozenymi hady,
koraly, lastury, krunyte Zelv, vycpaniny a vyrobky z kizi. Zavazny je také problém s
¢izbou ptaka pro kulinaiské ucely a jejich vyvozem do stati zapadni Evropy, zejména
Italie (Kucera a kol., 2010).

Na grafu €. 9 (Obr. €. 9) mizeme vidét, Ze v prubéhu let u nés stoupa pasovani
spiSe nezivych exemplail, coz miize byt spojeno s jejich lepsi prenositelnosti apod.
Graf €. 10 (Obr. ¢. 10) udava pouze pro zajimavost jakysi souhrn aktivity odboru
CITES CIZP.

Pfehled pasovani exemplard béhem let 2001 az 2013

©
@
N
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MOSESTIT | [UUSURD  RURRN | PPN PRVITRRART  CEEXRLEE-CARELE &
........... PR
............. nv
<;>
I II ; M
| -

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
I nelivé exemplare I ivé exemplafe

“““““ Linearni (neZivé exemplafe) «=+«:+==« Linedrni (7ivé exemplaie)

Obrazek €. 7: Pocet zivych a nezivych exemplait pasovanych v letech 2001- 2013
(upraveno dle: http://www.cizp.cz/CITES/Statistika)
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Obrizek & 8: Prehled ¢innosti odboru CITES CIZP v obdobi 2010- 2013 (upraveno dle:
http://www.cizp.cz/CITES/Statistika)

V soucasné dob¢ je nejaktualnéjsi problematika zachytl a identifikace riznych
zivociSnych a rostlinnych materiald, které pouzivaji obCané vietnamské narodnosti
jako tradiéni medicinu. Jedna se pievazné o tygii kosti, vousy, tlomky zub, ovaiené
tkané opic, opracované zuby riiznych savcu, kofeny zensenu. Stale zGstava aktualni
identifikace vzorki nosorozé&ich rohti. V CR je také hlaseno nékolik vétsich zachytd
slonoviny, kde je potieba zjistit alespont ramcovou geografickou piislusnost tj. z které

zemé &i oblasti pochazeli upytladeni sloni (Rihova, 2014).

22



3 Metody determinace komodit nevyuZzivajici molekularni
techniky

Ackoliv se moje prace zaméfuje primarné na vyuziti molekularnich technik
k ur¢ovani CITES komodit, zafazuji i kratkou kapitolu metod, které je nevyuzivaji, a

to z diivodu ¢tenatfova uceleného nahledu na danou problematiku.

3.1 Determinace na zakladé morfologickych znaki

Mezi Casto zadrzované komodity patii bud’to celi exemplaii zivoc¢icht a rostlin,
jejich Casti nebo jednotlivé samostatné fragmenty (kosti, zuby, srst, kofeny, listy
apod.). Takovéto ptipady lze velmi dobie urcovat na zdkladé morfologickych znakt
daného druhu. Metody jsou zaloZeny na anatomické identifikaci tkani nebo télesnych
prvki a vyzaduji znaéné znalosti srovnavaci anatomie na makroskopické a
mikroskopické trovni (Bell, 2011).

Nékdy lze pomoci morfologickych znakl ur€it vék- u ptaki dle peti, behaka,

o¢ni duhovky, u Zelv podle piirtistkil na krunyti (Rihova, 2014).

3.1.1 Vyuziti muzejnich sbirek

Muzea mohou poskytovat obrovské ulozisté exemplaii k porovnavani a
odborného personalu, ktery je schopen nabidnout své sluzby.

Jen kuptikladu zoologické sbirky Narodniho muzea tvoii pies dva miliony
predméti. Nejpocetnéji zastoupeny jsou nékteré skupiny bezobratlych (korali, Cervi,
méekkysi, pavouci, ostnokozci) a vSechny tiidy obratlovcti. Sbirky jsou rozdéleny do
Sesti referatli: evertebratologie (vyjma hmyzu), ichtyologie, herpetologie, ornitologie,
mammalogie a samostatnd sbirka savc€ich kosti a koster (osteologie). Sbirka hmyzu
neni souc¢asti fondu zoologického oddéleni, ale spravuje je samostatné entomologické
oddéleni Narodniho muzea (http://www.nm.cz).

Sbirky botanického odd¢leni obsahuji v soucasné dobé témét 2 miliony
herbarovych polozek cévnatych rostlin, mechorostl a fas. Herbat cévnatych rostlin je

rozdélen na tzv. ¢eskoslovensky a svétovy (http://www.nm.cz).
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3.1.2 Osteologie

Hrubé osteologie vyuziva pro identifikaci jedinecny vzhled a morfologii prvkt
jelikoZ jsme zde nuceni brat v tvahu fadu vn¢ a vnitrodruhovych rozdila (Bell, 2011).

Existuje jiz fada klich pro identifikaci kosternich pozistatkl napt. pro medveédy
¢i kockovité selmy (The Forensic Working Group, 2014).

Pokud mame k dispozici celé nebo dil¢i kosténé fragmenty, mizeme jako
diagnostické znaky vyuzit klouby, celkovou velikost a tvar, ¢i umisténi Gpond vazi.
Je-li pfitomen chrup, Sance na spravné uréeni se vyrazné zvysuje, jelikoZ ten je pro
vétsinu druhti charakteristicky. ldentifikaci jediného kosterniho prvku, jako je,
feknéme pravy proximalni femur, pak lze vyuzit napt. pro odhad minimalniho poctu
jednotlivel v ptipadech, kde je shromazdéno mnoho ¢asti tél (napt. pii pieprave) a
vyzaduje odhad mnozstvi zvitat. (Bell, 2011).

V piipad¢ ptacich koster 1ze urcovat témét vzdy alespon na urovni celedi, a to
1 za pouziti izolovanych kosternich prvkl. Nicméné, presnéjsi identifikace zavisi na
pfitomnosti charakteristickych ryst kosti, a ne vSechny prvky jsou stejné¢ dobie
pouzitelné. Vhodnymi subjekty byvaji hlavni kosti konéetin, lebka, panev, hrudni kosti
a pletenec. Dokonce i netplné piiklady téchto kosti mohou piinést dobré vysledky
(The Forensic Working Group, 2014).

Pro prosté urcovani do celedi ¢i druhu byva osteologické vySetieni postacujici,
nicméné pokud potfebujeme bliZze specifikovat, je lepsi zvolit identifikaci pomoci
DNA. V ptipad¢ nelegdlné obchodované slonoviny totiz pomoci osteologie naptiklad
nerozliSime africky a asijsky druh, nicméné oba jsou uvedeny v seznamech CITES,
tudiz i neuplna identifikace mtze byt dostacujici (The Forensic Working Group,
2014).

3.1.3 Determinace ptacich vajec

Dle The Forensic Working Group (2014) je sbér pta¢ich vajec spise neobvykly
v oblasti wildlife crime a je obvykle motivovan spiSe potifebou osobniho ocenéni nez
pro finanéni motiv. Identifikace ptacich vajec mize byt ¢asové ndrocny a obtizny
proces. Kromé& zdkladnich otazek, existuje celd fada predmétli souvisejicich se
ziskavanim vajec, které mohou byt uzite¢né pti identifikaci. Napt. vybaveni pro sbér;

nastroj na vyprazdnovani vnittku (obsahu) vajec (obecné znamy jako blowing kit viz
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Obr. ¢. 11); provéfovani poznamek, dokumenti a kdédovanych spist; Srovnani
zabavenych fotografii s vejci apod.

Referencni sbirky v muzeich a tamni specialisté jsou schopni poskytnout téz
cenné znalosti. Tyto kolekce byvaji doplnény archivem dokumentti zahrnujici datové
karty a poznamky sbératelll. Proto je mozné je vyuzit nejen k identifikaci vzorkd, ale
mohou také poskytnout informace o ptivodu materialu. Ten byva dilezitou otazkou,

jelikoZ neni trestnym cinem vlastnit vejce, kterd nejsou zanesena v pravnich

-~

A4

piedpisech (The Forensic Working Group, 2014).

Obrazek ¢. 9: Souprava blowing kit, véetné trubky, pinzety a malych
vrtaki. Sipky ozna¢uji mista, ze kterych byly nakonec odebrany vzorky
DNA ptakt (The Forentic Working Group, 2014).

3.1.4 Urcovani vyrobki z kiiZe plazii.

Obchod s plazimi kiizemi je zna¢na souc¢ast mezinarodniho trhu a dopad je
znatelny. Miliony plazi zahynou kazdy rok i pfes mezinarodni a narodni usili o
kontrolu obchodu. Jednim z nastroju potfebnych k boji proti vykofistovani druhi je
spolehliva metoda, jak je uréovat. Nicméné pokud jsou ktze jakkoliv opracovany a
pfeménény v konkrétni vyrobek, mnoh¢ z identifikacnich morfologickych znak, které
se diive pouzivaly u konkrétniho druhu, jiz na daném pifedmétu nemusime vibec
nalézt (Martin v Huffman a Wallace 2011).

Tradi¢ni metody pouzivané herpetology K ur¢ovani jsou klice a katalogy druht
s globalnim, kontinentdlnim ¢i regiondlnim rozsahem. V takovychto ptipadech
potfebujeme znat alespon geograficky piivod zvifete. Tyto piirucky navic Casto
pouzivaji morfologické znaky, které jak jiz bylo zminéno, nemusi byt soucasti
analyzovaného dikazu (Martin v Huffman a Wallace 2011).
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Identifikace nebo taxonomie druhti plazu je historicky zaloZzena na morfometrii
a kvantifikaci pozorovatelnych atributli na celych exemplatich. Konkrétné se jedna o
standardizované méfeni téla, morfologii lebky a chrupu, morfologii hemipenisu?,
pocet Supin ¢i tvar a rozméry kresby téla. Existuje nékolik pfirucek, které jsou
specialné navrzeny tak, aby feSily problém nedostatku spolehlivych informaci o
geografii druhu, a zamétuji se na morfologické vlastnosti zvifete (napt. Charette 1999,
McCloud 2008). Ovsem pro identifikaci zelv, jeStéra a hadt jsme jiz omezeni kli¢em,
ktery obsahuje jen nckolik komercné€ vyuzivanych druhti plazi. Navic je zde
vyuzivana ponékud zastarala taxonomie (Martin v Huffman a Wallace 2011).

Navzdory témto nedostatkim tyto prameny poskytuji nékteré z mala
dostupnych udajit o morfologickych rysech kiize plazili, které mohou byt uzitecné pfi
identifikaci nabizenych produkti. Vy¢inéné kozené vyrobky byvaji totiz zpravidla
nevhodné pro genetickou analyzu v disledku degradace materidlu diky chemickému
zpracovani béhem vyrobniho procesu (Martin v Huffman a Wallace 2011).

Rihova (2014) podotyka, Ze na kozené vyrobky se neuZivaji pouze plazi kiize,
ale také kozky obojzivelnikd (velké druhy ropuch), paryb (nejéastéji rejnoci), ptakt
(pouze pstros) a savci (kopytnici, sloni).

Zvlastnim piipadem jsou potom luskouni (Pholidota, Weber 1904), u kterych
se celé kozky vétSinou nepouzivaji, nicméné samostatné Supiny jsou velmi zadané na
dekorace a Sperky. Tato zvifata jsou udajné vybijena vice neZ nosoroZci €i tygfi
(100 000 za rok), coz ma za nasledek, ze vSech osm druhti je ohrozenych (z toho 2
asijské druhy kriticky). K vzestupu nelegalniho obchodu s timto zvifetem ptispiva i

fakt, Ze luskouni jsou v Asii vitanou delikatesou (Kehoe, 2015).

3.1.5 Determinace rostlin na zakladé vegetativnich znaku apod.

Na svété existuje cca 400.000 druhti kvetoucich rostlin, z ¢ehoz ptiblizné
30.000 je zaneseno v umluvé CITES. To je 5x tolik nez pocet zivocichii na téchto
seznamech. Pfipady, kdy je vyzadovano jejich uréeni, jsou rtizné. Casty je dovoz

rostlin lidmi z rekreaci v zavazadlech. Kontrolovany jsou téz slozky olejl, parfému a

2 Hemipenis je ¢ast sam&i pohlavni soustavy plazi. Pohlavni organ samci plazii se skladd ze dvou
hemipenisi, které jsou ukryty v kapsach za kloakou smérem k ocasu. Jedna se o duté, tupé zakonéené
utvary s charakteristickym ¢lenitym povrchem
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lé¢iv, Mize byt nutna i identifikace velkych zésilek importovanych specidlnimi
obchodniky pro kvétinové vystavy nebo pro komeréni ucéely (The Forensic Working
Group, 2014).

Jedna z kliGovych charakteristik potiebnych k uréeni je struktura kvétu.
Nicméné pii kontroldch nemusime narazit vzdy jen na rostlinu v tomto stavu.
V takovém piipad¢ je mozné porovnat dalsi charakteristiky, jako je Stavba kotene,
listu, stonku, nebo DNA (popftipad¢ i chemické slozeni) se vzorky referencnich sbirek
apod. Odbornici se znalostmi o0 urcité skuping rostlin, mohou byt schopni identifikovat
rostlinu na trovni druhu, i kdyz rostlina neni zrovna ve fazi kvétu (The Forensic

Working Group, 2014).

3.2 Determinace pomoci mikroskopie

Mikroskopicka identifikace je mozna, pokud izolujeme dil¢i material, ze
zadrzenych rostlinnych ¢i zivoc€isnych vzorkl. Existuje mnozstvi literatury, kterd nam
mize byt napomocna. Zminit Ize Hillier a Bell (2007), kde jsou popsany rizné
mikroskopické morfologické prvky lisici se od sebe u zvirat a ¢lovéka (Bell, 2011).
Hlavnim omezenim této techniky je fakt, ze lze sice vyluCovaci metodou zatadit
identifikovany predmét do uzsi skupiny, nicméné zpravidla nedosdhneme konkrétni
identity. Haverstv systém, ktery se napf. uziva pii determinaci a 0 némz je znamo, ze
se lisi ve velikosti a frekvenci mezi druhy, téz neni zcela smérodatny. U nekterych
druhti se tyto metriky totiz ptekryvaji. Dal$im problémem mize byt pfistup k
referenénim idajim pro druhy volné Zijicich zivocichti. Pokud jsou k dispozici, byvaji
rozptyleny ve védeckych pracich v ¢asovém horizontu vice nez 150 let, a ¢asto navic
pouze v nékolika jazycich (Bell, 2011).

Jinym typem tkéané, kterou miiZzeme mikroskopicky identifikovat, je tkai zubni
(napf. pomoci svételné nebo elektronové mikroskopie). Opét ale nastdva problém
s nedostatkem referencniho materidlu. Nicméné tato metoda se Gspé€$né pouziva k
identifikaci slonoviny. Jedna se totiz o formu dentinu, jez disponuje jedine¢nou
mikrostrukturou znamou jako Schregerovy linie, jejichz tihly jsou zietelné a méfitelné.
Bylo prokazano, ze se navic lisi u vsech tfi druht (africky, asijsky i mamut), bez

prekryvu (Bell, 2011; Singh a kol., 2006).
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Elephant uniquely characteristic Schreger
angles is 115 degrees or more.

$

Obrizek & 10: Rez slonovinou, na kterém jsou patrny charakteristické
Shregerovy linie pod tthlem 115° a vice (Rihova, 2014)

3.2.1 Trichologie a determinace peri

Tato determinacni technika vyuzivé jedine¢né vlastnosti chlupti (popft. vlasi).
Je totiz obtizné je znicit, zlstavaji zachovany, dokonce jsou-li vystaveny vihkosti a
rozkladu doprovodné tkan¢. Jeji historie saha do 19. stoleti, nicméné teprve
s pfichodem skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) se detailnéji podatilo pochopit
morfologii téchto koznich derivati. Sledovana je fada faktort, véetné barvy, textury,
rozlozeni granuli, primér chlupu, vahy a pfitomnosti ¢i nepfitomnosti dfené (Knecht
in Huffman and Wallace, 2011).

Pro porovnavani vzorku existuje napf. databaze (www.iamaweb.com)
s fotografiemi zvifecich chlupt ze SEM a Gonzalez a Miller (2010) vyvinuli
HAIRbaseTM, (http://web.me.com/kwpmiller / HAIRbase / Welcome.html), ktera
ukazuje variabilitu a jemnost struktury srsti (Knecht v Huffman a Wallace, 2011).

V Ceské republice existuje digitdlni atlas zvifecich chlupi zpracovany
Kriminalistickym ustavem (tzv. T-DIAT), obsahujici 314 druht (72 celedi) s
fotografiemi chlupii pomoci optického mikroskopu a mikroskopu elektronového
(Rihova, 2014).

Pokud se zaméfime na pefi, je mozné ho identifikovat bud’to jiz pohledem na
velikost, tvar a zbarveni a porovnat s referenénimi sbirkami. V pfipadech, kdy vsak
nemame k dispozici pero celé, je vhodné zvolit mikroskopické vysetieni, které miize

byt uzitecné pro detekci malych odchylek kresby péfovych struktur mezi ¢eledémi.
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Technika funguje nejlépe na prachovém materialu, protoze na letkach Casto
chybi diagnostické konstrukéni detaily. Dokonce 1 malé mnozstvi takového pefi mize
byt obvykle identifikovano na trovni Celedi. Pfesnéjs$i ureni az druhu je mozné

pomoci DNA technik (The Forensic Working Group, 2014).

3.2.2 Determinace dieva

Jedna se snad o nejslozitéjsi identifikaci, ke které je nutny opravdovy znalec a
srovnavaci vzorky. Sleduje se uspotfadani, pocet a primér pori, nebo napi. stavba
parenchymu. Nédpomocné ale mohou byt 1 dalsi charakteristiky jako hustota pii 12%
vlhkosti, hotlavost, lesk (u mahagonu), chut’ (cedr hotky) &i viné (Rihova, 2014).

Urcovat miizeme pouhym okem (k makroskopickému ur¢eni potteba vétsiho
vzorku), lupou, mikroskopem (obvykle staci vzorek do 1 cm?), chemickou analyzou,
DNA a nové je zkoumana i moznost vyuziti isotopt, které by mohly pomoci uréovat
zdroje dfeva. Barveny a lakovany povrch identifikaci zt&Zuje (Rihova, 2014).

K porovnavani vzorku slouzi databaze CITESwoodID (Richter a kol., 2008).

3.3 Determinace pomoci chemické analyzy

3.3.1 Toxikologie

Dle Bella (2011) ve forenzni toxikologii obvykle mtizeme rozlisit dvé odvétvi:
zaprvé, identifikace chemickych sloucenin, které byly syntetizovany ze zvifat
nelegaln¢; a za druhé, urceni otrav. Analyzy obvykle zahrnuji chromatografii na tenké
vrstvé (TLC) nebo vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).

Tato metoda se velmi dobte osvédcila v ptipadech zabijeni medvédi pro jejich
zluénik. V Asii je zlu¢ povazovana za ucinny lécebny prvek v tradi¢ni ¢inské medicing.
P#i determinaci je opét hlavni otdzkou o jaky se jedna druh a odkud pochazi. Zlu¢ové
kyseliny: ursodeoxycholova (UDCA), chenodeoxycholova (CDCA), a cholova (CA),
jsou povazovany v lékaftstvi za u¢inné latky. Obsah UDCA ve zlu¢i mezi druhy kolisa.
U medvédu je vSak koncentrace UDCA zvySena v pribéhu hibernace. Tato skute¢nost
pouZiti této metody jako validni identifikace ponc¢kud stézuje (Bell, 2011).

Rihova (2014) zmifuje také pouziti téchto metod u rostlin (zji§tovéni
specifickych latek napt. saussuriny a kostunolidy u Saussurea costus), determinace
pravosti kaviaru (podle slozeni bilkovin) apod.
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3.3.2 Radioaktivni datovani

Tato metoda vyuziva sledovani stabilnich lehkych izotopt (u ¢lovéka a savci),
které zustavaji v geografickém prostoru. Potencial téchto poznatkd ve wildlife crime
je ziejmy, jelikoz muze pomoci vyiesit otazku, odkud dany subjekt pochazi (Bell,
2011).

Hlavnim geoloka¢nim nastrojem této techniky je stabilni izotop kysliku (6*80),
ktery muize byt ziskavan jako biomarker z jakékoliv tkan¢. 1zotop pochazi hlavné z
piijmu pitné vody v prubéhu celého zivota savce, kde se ustali ve tkdnich. Nicméné
pitna voda je odvozena z vody atmosférické, ktera se méni frakéni destilaci izotopti
180 /180 a jako systém pocasi cestuje napfic¢ krajinou. S kazdym destém jsou hodnoty
vyjadieny jako zmény v poméru 0*80. Tyto tdaje o sraZeni byly mapovany na celém
svété v pribehu desetileti (Gnip databaze [www-naweb.iaea.org]). Existuje vsak fada
faktortl Zivotniho prostedi, o nichZ je znamo, Ze frakéni destilaci 20 / 1°0 ovliviiuji.
Napt. vznik pocasi samotného, orografie, teplota, vlhkost, a kontinentalni oteplovani.
Tento fakt mtize zpochybnit pouziti tohoto izotopu jako validniho dikazu (Bell, 2011).

Jiné stabilni izotopy jsou €asto oznaCovany jako ,,potravinové® a zivo€ichové
je ziskavaji troficky skrze potravni fetézec. Tohoto faktu vyuzila Schmied a kol. (2011)
ve své praci, ktera fesi otazku obchodované slonoviny- konkrétné, zda mizeme urcity
vyrobek z této komodity oznacit za staroZitny, ¢i nikoliv.

Obchod se slonovinou podléha riznym omezenim a ptedpisim ve vSech
zemich (které podepsaly CITES umluvu) Nicméné na starozitnosti 3v ramci EU nejsou
uplatiiovany. Predméty vyrobené pied danym datem, diky kterému je mizeme nazvat
starozitnymi, tedy nepodléhaji pfedpisim. Metoda popsana Schmied a kol. (2011)
uréuje, zda slon zahynul pfed rokem 1955, stanovenim radionuklida **C a %Sr z
artefaktti slonoviny. Oba se vyskytuji v biosféte diky jadernym testim v letech 1945 a
1980. 14C se vyskytuje piirozeng, ale *°Sr se v biosféfe objevil az na zac¢atku jaderného
testovani. Tudiz teoreticky, slonovina ziskana pted rokem 1955 by méla obsahovat

ptirozenou hladinu 14¢, ale ne sr.

3 Starozitnosti, dle definice, jsou produkty vyrobené pied datem 1. 6. 1947. (Schmied a kol., 2011)
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Spolehlivost této metody se vyrazné zvysuje dvojitou analyzou radionuklidd,
a proto je vhodna pro soudni znalecké posudky. Datovani jedné nuklidové baze mize
totiz poskytovat nespravné zavéry. Je-li, napiiklad, vzorek fosilniho uhliku

kontaminovan formou lepidla z divodu opravy.

3.4 Forenzni entomologie a parazitologie

Forenzni entomologie pfedstavuje pouziti hmyzu z zivych ¢i mrtvych lidi a
zivocCicht, jako forenznich dikazl. Ptipady, kdy mizeme tuto metodu vyuzit je
kuptikladu vrazda, zanedbavani v ob¢anskych vécech (napf. napadeni potravin nebo
zanedbani povinné péce). U soudnich liceni je forma diikazi tohoto typu velmi dobie
pfijimana, coz je pievazné zpusobeno dlouhou historii pouziti entomologického
materialu. Prvni piipady se datuji do t¥inactého stoleti (Cina). VySetfovani, pii némz
jsou pouzivani ¢lenovci, je obvyklejsi v lidské kriminalistice, nicméné uziti u zvitat se
rychle rozmaha (Tomberlin a Sanford v Huffman a Wallace, 2011).

Podstata této metody spociva v rizném zastoupeni druhit hmyzu béhem fazi
rozkladu (mtizeme oznacit t€Z za sukcesi saprofagnich organismi). Kdy se tyto druhy
na téle exemplafe stfidaji v tzv. sukcesnich vinach (Stefan a Hladik, 2012).

Konkrétné Anderson (1999) pouzil entomologii k ur¢eni ¢asu nezakonného
usmrceni dvou mladych medvidat. Dvé mlad’ata byla nalezena zasttelena a vyvrzena
s odejmutymi Zlu¢niky. V pozistatcich se vyskytovaly pouze dospélé mouchy z celedi
bzucivkovitych (Calliphoridae) s vajicky. Védci zaznamenali dobu vylihnuti a hmyz
byl dochovan k dospélosti. Spolu s identifikaci druhu, makro a mikro Klimatem a
laboratornimi tidaji o vyvoji byla pouzita k urc¢eni doby usmrceni.

Pokud se zaméfime konkrétné na hmyz paraziticky, druhy které jsou obligatné
Krev sajici (napf. vS§i, $ténice, klist'ata a komaii) mohou slouzit i jako rezervoar DNA.
To mize byt uzito k identifikaci druh zvifat, na nichZ c¢lenovci parazitovali
(Tomberlin a Sanford v Huffman a Wallace, 2011).

Rihova (2014) také poukazuje na moznost pouziti paraziti k rozlideni, zda je
dané zvife z volné piirody ¢i z chovu. Parazitické druhy jsou totiz ¢asto vdzany na
specifické podminky (teplota, vlhkost apod.) a po ptfenosu do odlisného prostiedi
hynou. Zvitata odchovavana v zajeti navic nemivaji pfili§ mnoho parazitti (zvlasteé ne

tropickych druhti), jelikoz byvaji pravideln€ podrobena veterinarni péci.
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4  Molekularni metody determinace organismu
Identifikace pomoci molekularnich metod je dnes jednim z nejnovéjsich a
nejucinnéjsich trendd, které ovlivituji moderni kriminalistiku 1 objastiovani zlo¢ini

pachanych na volné Zijicich organismech (wildlife crime).

Molekularni markery jsou ideélni pro urceni druhti i konkrétnich exemplait
(individui) na trovni zivych organismil ¢i preparovanych/herbafovanych vzorki a
produktt ziskanych z volné Zijicich organismu, jelikoz na rozdil od identifikace
pomoci morfologickych znakd nevyzaduji neporuSené vzorky. DNA lze extrahovat i
z vysoce degradovanych a opracovanych produktt, které se na trhu bézné vyskytuji.
Ptikladem mize byt vafené a susené maso, samostatné drapy, susené zralo¢i ploutve,
vajecné skotapky, zviteci chlupy, kosti, slonovina, rohy nosorozcii, pefi ¢i rybi Supiny

(Alac a kol., 2010).

Variabilitu daného organismu lze studovat v rtiznych typech DNA s vyuzitim
Siroké Skaly markert. Na Obr. €. 13 jsou uvedeny nejcastéjsi moznosti analyzy DNA
u rostlinnych a zivocisnych vzorkt vcetné piikladt jednotlivych markert. Pro ucely
této prace bylo zvoleno funkéni rozdéleni na zédklad€ urcovani jednotlivych kategorii

nelegélné obchodovanych produkti.

podle
pouzité
DNA
1
S m— pr——
N
jaderna DNA mitochondrial plastidova
(nDNA) ni DNA DNA (pDNA)
(MtDNA)
4 \ s \ P r ‘
short tandem
repeats (STRs), cytochrom B (cyt b), matK, rbcl, rpoB,
interphotoreceptor cytochrgm N omdg’za, kompletni sekvenovani rpoC1, atpF-atpH,
P (COl), mitochondridlni
retinoid-binding kontrolni region (CR) DNA trnH-psbA a psbK-
protein (IRBP), single 125, 165 / psbl
nucleotide
polymorphysms
(SNPs)

Obrazek €. 113: Aplikace molekularnich markeri dle pouzité DNA; modfe vyznaceny konkrétni
ptiklady markert.
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4.1 Zakladni ¢lenéni technik molekularnich markeru

Techniky molekularnich markert 1ze z pohledu historického vyvoje délit na
techniky zalozené na hybridizaci bez pouziti PCR reakce (napf. RFLP) a dale na
techniky zaloZené na PCR reakci, které hraji v souc¢asné dob¢ majoritni roli v oblasti
molekularni biologie vcetné¢ forenznich analyz. V nékterych piipadech dochézelo
Vv ramci jednotlivych metod k postupnému vyvoji a tudiz je 1ze fadit do vice kategorii.
V nize uvedeném piehledu jsou zahrnuty techniky a molekuldrni markery, které jsou

nejéastéji aplikované k ucelim identifikace CITES organismu (viz Tab. 3).

Tabulka 3: Deskripce jednotlivych typt markert

MARKER ZDROJOVA POUZITI MARKERU VYHODY A NEVYHODY POUZITI

DNA
RFLPs NDNA -identifikace Siroké skaly -rychla, levna metoda; vSechny vzorky mohou
druhti pomoci byt metodé podrobeny bez jakychkoliv
predchozich ptedpokladii zalozenych na
modifikované techniky morfologické identifikaci; pomaha fesit problém
PCR-SSCP falesné negativnich vysledku pti druhové
specifické PCR reakci bez potieby doplnit dalsi
fragment pro kontrolu uspé$nosti metody; jediny
pozitivni vysledek metody piimo identifikuje
cilovy druh; pfi tomto testu lze snadno rozlisit
smés riizné DNA, pokud se objevi vice SSCP
vzort
AFLPs nDNA -vhodnéjsi pro detekci -metoda se jevi jako neucinna v piipadé
hybridnich jedinct diky stopového mnozstvi vzorkd nebo degradovaného
jejich biparentalnimu materialu
zpusobu dédi¢nosti
VNTRs nDNA -vhodné k identifikaci -roz$ifena diky své velké diskriminaéni sile
konkrétnich exemplara
-nutné pouziti alespon 3 riznych enzymi->
neuplné specifické databaze pro jednotlivé
ptipady
-praktickd omezeni: neschopnost analyzovat
vzorky ve stejnou dobu jako vzorky referen¢ni
pro srovnani, velké mnozstvi relativné
neporusené DNA a vysoce komplexni vyklad
IST rRNA -nejcastéji pouzivané -snadna amplifikace vzhledem k vysokému
region jaderné markery pro poctu kopii genového klastru; pouziti vysoce

fylogenetické analyzy u
mnoha eukar. Skupin
veetné vétsiny rostlinnych
celedi
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konzervativnich primerti a nizkonakladovych
metod; silna variabilita mezi blizce pfibuznymi
druhy



cytb

COl

125 a 16S

D- loop

SNPs

STRs

mMtDNA

mtDNA

mMtDNA

mtDNA

NDNA

nDNA

-identifikace druhti u
rostlin, vyuziti ve
fylogenetickych studiich

-identifikace druhtd
s vysokou jistotou

-pouzity ve studiich
zamétenych na vyssi
kategorialni tirovné (kmen,
Celed,...)

-§iroce pouzivéana na intra-
a inter specifickych
fylogenetickych studiich

-k identifikaci druht, bez
nutnosti Gplného
sekvenovani

-statistické analyzy pro
uréeni ptivodu jedincti na
zaklad¢ porovnani jejich
AFPL profilu a
mikrosatelitd
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-problémem je odli$na schopnost diskriminace
danych markeri v riznych taxonomickych
skupinach (stupen hybridizace, polyploidie, typ
rozmnozovani rostliny, zivotni historie druhu ¢i
historie druhu jako takového)

-sekvence COI je lemovana oblastmi
konzervovanych sekvenci -> pomérné snadna
izolace a analyza; velmi nizka sekvenéni
variabilita -> pfesna identifikace druht

-v nekterych skupinach, v§ak COI neni
efektivnim markerem a je nutné pouzit jinou
standartni oblast

-vyhodné u blizce pfibuznych linii, ale né prilis
pro identifikaci druhu, z divodu zpétné a
paralelni mutace

-jejich testovani -> fada vyhod: pf. vyskyt
variaci vétsinou jen jednoho paru bazi;
schopnost rozlisit DNA ve smési vzorkl
(posuzovani smési srsti, lebek nebo lastur); pfi
identifikaci druhti ve smési tradi¢nich 1é¢ivych
piipravka

-problém nastava, kdyz jsou vzacné druhy
nahrazeny témi, které nejsou na seznamu CITES

-nevyhodou je rovnéz nutnost pouziti
specifickych primert pro kazdy testovany druh,
kdyz ho nemame, druh nebude detekovan

-velmi piesné v piipadé€, kdy byly odebrany
vzorky ze vSech potencialnich zdroji populact,
popula¢ni hranice jsou jasn¢ definované, odbér
vzorku je ndhodny a v populaci existuje H-W
rovnovaha

-tyto pfedpoklady pro vétSinu populaci neredlné
-> pokud nemame jasn¢ definované hranice,
osvedcily se metody shlukovani



4.1.1 Techniky zaloZené na restrik¢nim Stépeni a hybridizaci bez pouziti PCR
Tento typ analyzy DNA vyuziva polymorfismu délky restrikénich fragmentt
(RFLP), vyplyvajici z pfitomnosti ¢i nepfitomnosti restrikéniho mista. Pfi této technice
se pouziji enzymy Kk rozstépeni DNA v konkrétnim misté (tzv. restrikéni misto) a
Southern blot hybridizace jadernych multi-locusovych sond (MLPs). Pokud se takové
misto v sekvenci nachazi, dojde ke $tépeni vysokomolekularni molekuly DNA za
vzniku menSich fragmentii. V ptipad¢ ze nikoliv, zlistane molekula DNA nestépena.
Vzniklé fragmenty jsou separovany pomoci gelové elektroforézy, pieneseny na
membranu a hybridizovany se specifickou sondou. Vznikly profil fragmentt o rizné

délce (tzv. polymorfni fragmenty) je druhové charakteristicky (Alac a kol., 2010).

Metoda RFLP je dnes vseobecné nahrazovana technikami zalozenymi na PCR,
mezi jeji nevyhody patii znand pracnost a vysoké naroky na kvalitu, Cistotu a
mnozstvi analyzované DNA. Problematicka mize byt rovnéz interpretace vysledki ve
smési vzorkl, kdy zejména v piipadé¢ pouziti degradované DNA mohou byt
generovany i prekryvajici se restrikéni vzorce. (Tobe a kol., 2010). Navic je tfeba pro
tuto techniku velké mnozstvi DNA (pfiblizné 10 ng) a i pfes to mizeme ziskat

vysledky nizké statistické vyznamnosti (Wilson-Wilde, 2010).

e RFLPs

Oliveira a kol. (2010) vyvinuli napt. molekularni test na zaklad¢ zjisténého
polymorfismu na malém fragmentu jaderného genu (221 bp na IRBP -
Interphotoreceptor retinoid-vazajici protein exonu 1) pro identifikaci 16 druht
Selem jihozapadni Evropy. SSCP (Single-Strand Conformational polymorfismus)
technika gelové elektroforézy byla také optimalizovana tak, aby umoznovala
jednoduché a levné uplatiiovani tohoto molekularniho testu. Sekvence a SSCP profily
byly konzistentni v identifikaci celkem 387 vzorku, vCetné trusu (172) a srsti (17)
ziskanych neinvazivnim zpisobem. Vzhledem ke své nizké cené, jednoduchosti a
Siroké Skale identifikovatelnych druhti, miZe tento test znamenat pfislib v usnadnéni
studia molekularni ekologie, ochranaiské genetiky i forenzni analyzy.

Diky jednoduché¢ analyze PCR a SSCP gelu mlize byt soucasné porovnavano
minimalné 40 vzorkl v zavislosti na pouzitém pfistroji elektroforézy, coz umoziuje
petkrat snizit naklady oproti pfimému sekvenovani. Cely proces je také jednodussi nez
kuptikladu metoda RFLP, jez vyzaduje nékolik kroki (Oliveira a kol., 2010).
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Prestoze se vétSinou v podobnych piipadech vyuzivd mitochondridlni DNA,
IRBP jaderny fragment prokazal vysokou miru amplifikace, jak v ptipadé vzorka trusu
(pramérné 81,13%) tak srsti (100%). Autofi soucasné poukazuji jesté na nékolik
dalsich potencialnich vyhod: (1) vSechny vzorky mohou byt sekvenovany nebo
podrobeny PCR-SSCP bez jakychkoliv piedchozich piedpokladi zalozenych na
morfologické identifikaci (coz je Casto vyuzivano u neinvazivné ziskanych vzorki
pfed samotnym PCR, z dtvodu snizeni nakladd a ¢asu); (2) pomaha fesit problém
fale$né negativnich vysledki pii druhové specifické PCR reakci bez potieby doplnit
dalsi fragment pro kontrolu usp&$nosti metody; (3), zatimco v druhové specifickych
testech negativni vysledky pro cilovy druh neumoznuji okamzité zjisténi skutecné
Selmy a jsou nutné dalsi experimenty, zde jediny pozitivni vysledek PCR-SSCP ptimo
identifikuje cilovy druh a (4) pfi tomto testu lze snadno rozlisit smés rizné DNA (na
rozdil od pfimého sekvenovani), pokud se objevi vice SSCP vzora. (Oliveira a kol.,
2010).

4.1.2 Techniky zaloZené na principu polymerazové retézové reakce (PCR)

Objeveni polymerazové fetézové reakce vytesilo mnohé z problémi technik
zalozenych na restrikénim Stépeni a hybridizaci DNA. Jednd se o metodu
amplifikace/kopirovani DNA. Dvousroubovici DNA nejprve zahfejeme na urcitou
teplotu, aby se vlakna oddélila (denaturace), poté ochladime (opé€t na danou teplotu),
kdy se ptidané kratké useky DNA (primery) vazou (annealing) na specifické sekvence.
Aby mohl byt kazdy tisek DNA analyzovan, jsou zapotiebi dva primery (jeden z
kazdého pfipojeni po obou stranach v konkrétnim misté molekuly DNA). Pfi tieti
specifické teploté enzym znamy jako Taq polymeraza umoznuje kopirovani DNA
pfidanim komponentt tak, aby se kazdé vlakno prodlouZilo pomoci GC, AT parovani.
Na konci prodluzovaciho procesu se komplementarni jednotetézcové fragmenty DNA
spoji (Wilson-Wilde, 2010).

Opakovéanim vyse uvedenych krok mize byt DNA replikovana exponencidlné
in vitro. Lze tedy pouze z n¢kolika kopii vytvofit dal$i miliony nebo miliardy piesnych
replik (Wilson-Wilde, 2010).
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K PCR mtzeme vyuzit bud'to nuklearni ¢i organelovou DNA. Nékteré postupy,
jako je sekvenovani, mohou byt aplikovany na oba typy, zatimco jiné techniky jsou
specifické pro jaderné DNA (Wilson-Wilde, 2010).

4.1.2.1 Technika zaloZen4 na restrik¢énim Stépeni a nasledné PCR amplifikaci
e AFLPs

Tato technika vytvaii fragmenty DNA ruzné délky, které se lisi mezi
jednotlivci a druhy, a mohou byt po elektroforetické separaci zobrazeny jako profil
»prouzku“. Genomova DNA je rozs§tépena v urcitych mistech pomoci dvou
restrikénich enzymu a vytvaii stovky fragmentd. Podskupina z nich je poté specificky
amplifikovana a oznaCena fluorescencnim barvivem, coz umoziuje jejich detekci
pomoci laseru pti gelové elektroforéze.

Alacs a kol. (2010) zmituje, Ze ve srovnani s analyzou mitochondridlni DNA,
jsou AFLP markery vhodnéjsi pro detekci hybridnich jedinci diky jejich
biparentalnimu zptsobu dédicnosti. Tato metoda se ale bohuzel jevi jako neti¢innd v
ptipad¢ stopového mnozstvi vzorki nebo velmi degradovaného materialu (potieba
alespon 50 az 100 ng DNA s vysokou molekulovou hmotnosti). Hlavnimi zdroji chyb
pfi stanoveni genotypu AFLP mohou byt rozdily ve velikosti pikli jednotlivych lokusi,
coz lze minimalizovat genotypizaci replikati na 5-10% vzorkt a normalizaci vysky

pikt vici jejich primérné intenzité.

4.1.2.2 Detekce pomoci klasické PCR
¢ VNTRs
Pokrok v analyze RFLP znamenalo objeveni nekddujicich oblasti DNA, které
obsahuji opakujici sekvence, jeZ jsou vysoce polymorfni. Nazyvame je minisatelity
(VNTRSs). Skladaji se ze zakladnich jednotek opakujicich se v tandemu (délku alely
urcuje, kolikrat se opakuje jednotka jadra) a dodrzuji prisné vzory dédi¢nosti, diky
cemuz vykazuji vysoky stupeni variability mezi jednotlivci. Z tohoto divodu jsou
vhodné k identifikaci konkrétnich exemplara (Wilson-Wilde, 2010). Na zakladé
analyzy VNTR - satelitt byla vyvinuta technika DNA fingerprintingu (Kirby, 1990).
Po objevu PCR a nasledné separace pomoci gelové elektroforézy se VNTRs

zacaly detekovat i timto zptisobem (McGraw a kol. v Huffman a Wallace 2011)

37



Nekodujici oblasti DNA mutuji snadnéji nez oblasti kodujici, proto zde
neocekavame obecné zadné fatalni dusledky mutaci. RFLP-VNTRS byly nejprve
analyzovany na jednom mist¢ a poté na multi lokusech, coz vyustilo v obraz ve stylu
¢arového kodu. Single locus VNTR typizace se stala pomérné rozsitenou diky velké
diskriminacni sile, nicménég, problém je mozné spatfovat v pouzivani alespoil tii
riznych enzym, coz mlize mit za nasledek netplné specifické databaze pro jednotlivé
ptipady. Navic k nejednotnosti analyzy prispéla ¢etna prakticka omezeni, jako napf.
neschopnost analyzovat vzorky ve stejnou dobu jako vzorky referen¢ni pro srovnani,
velké mnozstvi relativné neporusené DNA a vysoce komplexni vyklad. (Wilson-

Wilde, 2010).

e STRs/SSRs

Jedna se 0 kratké sekvenéni motivy dlouhé 1-6 nukleotidii (napf.
ATATATAT), které maji vysokou rychlost mutace pfevazné v dusledku prokluzu
polymerazy béhem replikace DNA. To vede k prodlouzeni nebo zkraceni poctu
opakujicich se jednotek. Mikrosatelity pfedstavuji kodominantni markery, ve kterych
jsou pomoci PCR amplifikovany genové varianty (alely) zdédéné po obou rodi¢ich a
nasledné vizualizovany. Homozygotni jedinci maji stejné velikosti STR repetic,
naopak jedinci heterozygotni maji velikosti repetic rizné. Na rozdil od AFLPs se jedna
0 markery, kde alela bud’to je pritomna nebo chybi (Alacs a kol., 2010).

V dnes$ni dobé se také Casto pouziva sada statistickych analyz pro uréeni
puvodi jedinct na zékladé porovnavani jejich AFLP profilu a mikrosateliti. Velmi
pfesné je to v piipadé, kdy byly odebrany vzorky ze vSech potencidlnich zdroji
populaci, popula¢ni hranice jsou jasné definované, odbér vzorkl je ndhodny, a v
populacich existuje Hardy-Weinbergova rovnovaha. Nicméné, tyto predpoklady jsou
pro vétSinu populaci neredlné. Pokud neméame jasné definované hranice, osvédcily se
metody shlukovéni. V takovém ptipadé mizeme snadnéji urcit pocet populaci (tj.
klastry) na zakladé multilokusovych genotypi jedincti nez podle ptedem stanovenych
hranic. Jednotliveim pak pfitadime uréené populace, vCetné téch, které nebyly ve

vzorku zastoupeny (Alacs a kol., 2010).
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e SNPs

Jednonukleotidové polymorfismy (SNP) jsou nej€astéjsi pti¢inou variability v
DNA. Jedna se o zachyceni zmény jednotlivych part bazi v sekvenci rtiznych jedinct.
Kazdy nukleotid v daném lokusu miize mit teoreticky 4 varianty (zmény v adeninu,
thyminu, cytosinu a guaninu), nicméné vétSinou vyrazné prevazuji bialelické SNP
(napf. kdyz se adenin méni na thymin) nazyvame je proto baialelickymi markery (maji
pouze dv¢ alternativy). SNP se bézn¢ vyskytuji v kodujicich oblastech, diky ¢emuz
maji relativn€ nizkou rychlost mutace. Vzhledem k jejich bialelické povaze disponuji
nizkou diskrimina¢ni hodnotou, pokud ale kombinujeme velké mnozstvi SNP, mtze
byt tato hodnota vyssi (Wilson-Wilde, 2010).

Testovani jednonukleotidovych polymorfismi ma fadu vyhod. Jednou z nich
je vyskyt variaci vétSinou jen jednoho péru bazi. Cilova sekvence pro analyzu je tedy
relativné kratkd, coz umoziluje vyuzit analyzu pro uspéSnou identifikaci
degradovanych vzorkl (Tobe a Linacre, 2010). SNPs mohou byt také ptimo pouzity k
identifikaci druht, bez nutnosti uplného sekvenovani, za pouziti mnoha technik, které
jsou nékladové efektivnéjsi (Ogden a kol., 2009). Hlavnim pfinosem je ale
pravdépodobné schopnost rozlisSit DNA ve smési vzorkii. Tobe a Linacre (2010) ale
poukazuji na fakt, ze tuto skute¢nost neni mozné vyuzit pti posuzovani smeési srsti,
lebek nebo lastur. Nicméné uzite¢né by to mohlo byt zejména v piipad¢ identifikace
tradi¢nich l1écivych ptipravki (TCM), kde miiZe byt v jednom vzorku pfitomno mnoho
druhti. Napft. v ¢astech jihovychodni Asie se béZzné distribuuji produkty, které udajné
obsahuji jeden nebo vice druhlt uvedenych v ptiloze CITES (levhart, tygr, medvéd,
jelen, kabar apod.). Je velmi pravdépodobné, Ze v takovémto pfipadé bude DNA z
nékterého z téchto druhi pfitomna pouze ve stopovém mnoZstvi, coZ by nahravalo
pouziti pravé SNPs. Nicméné problém nastava v okamziku, kdy budou vzacné druhy
nahrazeny témi, které nejsou na seznamu CITES. Je béZnou praxi totiZ napt. tygii kosti
nahrazovat kravskymi apod. (Tobe a Linacre, 2010).

Detekovat jednonukleotidové polymorfismy v genomu studovaného
organizmu Ize bud’ experimentalng, nebo in silico s pouzitim sekvencnich databazi.
Pro organismy u kterych neni znama sekvence genomu, se nejcastéji vyuziva databazi
tzv. EST (expressed sequence tag) sekvenci, které pochazeji z exprimované casti
genomu a jsou tak obohaceny o genové oblasti (Christelova, 2011). V

experimentalnim pfistupu miZeme jmenovat riizné metody napt. pfimé sekvenovani
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¢i AFLP a RFLP, kdy ptevadime jiny typ markeru na SNP pomoci SNP specifickych
primert (Christelova, 2011).

Zpusobu stanoveni genotypu pomoci SNP markerd je rovnéZz nékolik.
Christelova, (2001) zminuje napi. alelové specifickou AS-PCR, kdy za pouziti
specidlnich primert dochazi k amplifikaci pouze jedné z variant. Dal§im zpisobem
muze byt prodlouzeni specifického primeru o jeden nukleotid v mist¢ SNP, ktery
ozna¢ime pomoci fluorescence. Nasledné¢ podle tohoto znacleni identifikujeme
konkrétni variantu SNP. SNP mohou byt analyzovany také pomoci pyrosekvenovani
(Wilson-Wilde, 2010). Dle Wilson-Wilde (2010) muze byt k detekci SNPs
kombinovana i real-time gPCR-HRM k tvorbé rychlé a efektivni analyzy, aniz by bylo

nutné pouzit gelovou elektroforézou.

Nutnost pouziti specifickych primert je pravdépodobné nejvétsi nevyhodou
této metody. Pro kazdy testovany druh je potieba konkrétni DNA primer a v piipade,
Ze jej nezname, pak nebude detekovan. Proto bychom méli do testu zahrnout vSechny
potencidlni druhy, které jsou s nejvetsi pravdépodobnosti ve smési pfitomny.
Nejidealnéjsi je tato metoda pro jasné definovanou skupinu druhd (Tobe a Linacre,
2010). Aby byl test SNP co nejefektivnéjsi, musi pracovat navic v§echny primery pii

teplotach, pfi nichz maji podobné vazebné afinity (Tobe a Linacre, 2010).

¢ ITS region

Ribozomdlni RNA genovy klastr se skladd ze sedmi casti: 5’ external
transcribed spacer, 18S rDNA exon, ITS region 1 (ITS1), 5.85S rDNA exon, ITS region
2 (ITS2), 28S rDNA exon a 3’ external transcribed spacer. rDNA exony jsou vysoce
konzervativni napfi¢ eukaryotickymi organismy, ale regiony ITS se lisi v délce v
dusledku bodovych mutaci a inzerce ¢i delece bazi DNA. ITS1 a ITS2 jsou nejéastéji
pouzivané jaderné markery pro fylogenetické analyzy u mnoha eukaryotickych skupin
véetné veétSiny rostlinnych celedi. Mezi vyhody jejich pouziti patfi: 1) snadna
amplifikace vzhledem k vysokému poctu kopii genovych klastrii, 2) pouziti vysoce
konzervativnich primerd a nizkonakladovych metod 3.) silna variabilita mezi blizce

ptibuznymi druhy (Edger a kol., 2014).
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Snad nejcastgji se k identifikaci vyuziva mitochondrialni DNA (viz Obr. ¢. 14).
Duivodt je hned nékolik. Pfedné je mnohem jednodussi ji ziskat z vysoce zpracované
a degradované tkan¢, jelikoZ mitochondrie jsou pfitomny V buiice ve vice kopiich.
Disponuji navic vlastni tuhou membranou s vysokym obsahem bilkovin, kterd je
chrani pfed poskozenim. Doba vyvoje metod je také obvykle podstatné kratsi,
z divodu existence univerzalnich mtDNA primert, které jsou k dispozici pro
amplifikaci informativniho segmentu mtDNA pro celou fadu taxonil (Alac a kol.,
2010). Wilson-Wilde (2010) jako negativum pouziti zmifiuje, Ze analyza je Casové
naro¢na a nakladnd, predevsim vzhledem k mnoha opatfenim nutnych k minimalizaci
kontaminace (ke které mize dojit pravé diky existenci vice nez 1000 kopii na buiiku).
Vzorky by mély byt analyzovany jeden po druhém za dikladného ¢isténi. Nicméné
takovyto proces je velmi zdlouhavy. V mnoha zemich je tedy mtDNA analyzovana
dvakrat za uvedeni souhlasnych vysledkd. Zanedbatelny neni ani vyskyt
heteroplazmie®, kde miize byt vidét vice neZ jedna alela v pofadi na urcitém misté a v
nékterych ptipadech mize jedinec zobrazovat rizné alely v urcitém misté v zavislosti
na testovaném biologickém materidlu. Tento fakt vede k problémim pii vykladu,
pokud se jedna napt. o smési vzorki. Statistickd sila mtDNA navic neni tak vysoka
jako u jaderné DNA. Mnoho profilti je v nékterych populacich relativné béznych
vzhledem k pfimé dédicnosti mtDNA podél mateiské linie a hodnota i vzacnych
typizaci je omezena velikosti dostupnych databézi.

Uspésna identifikace zavisi na izolaci a analyze markerd, které ukazuji rozdily
mezi druhy, ale také jsou obvykle v ramci druhu konzervovany. U zivocCicht jsou za
téchto podminek nejcastéji pouzivany cytochrom b a cytochrom c oxidazy 1 (COI),
nebot’ jejich rychlost mutace se zhruba shoduje s rychlosti evoluce druhi (Ogden a
kol., 2009).

Vysledna sekvence mitochondridnich lokust ziskand z ptedloZenych vzorki
musi byt poté porovnana s referencni sekvenci DNA. Za timto u¢elem byly vytvoieny
DNA databaze, jako GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), BOLD
(http://www.boldsystems.org/index.php/databases) apod. V mnoha piipadech byla
GenBank obrovskym piinosem, protoze piedstavuje rozsahlé ulozisté sekvencnich dat.

U druhu které, jsou zastoupeny v takovychto vetejnych databazich, mizeme bézné

4 Stav, kdy butika obdrzi smés normalnich a mutovanych mitochondrii.
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narazit na 100% shodu mezi neznamym vzorkem a referencnim druhem. Nicméné,
vzhledem k sekven¢nim variacim v ramci druhid, nemusime vzdy pozorovat piesny
soulad a vysledkem muze byt i identifikace druhli na zakladé napf. 98,5% shody
(Ogden a kol., 2009). Nevyhodou, kterou je tfeba si uvédomit je omezena regulace
databazi, coz maze znamenat vyskyt i chybnych sekvenci. V takovém piipad¢ je
zapotiebi zkuSen¢ho analytika s pfisluSnymi odbornymi znalostmi, aby disledné
kontroloval kvalitu dat (Johnson a kol., 2014).

K omezeni vzniku nespravné identifikace v disledku konkrétnich chyb
v databazich vyvinuli Lammers a kol. (2014) aplikaci s nazvem ,,HTS barcode checker
pipeline* pro automatizované zpracovani soubori sekvenci, kdy je mozné urcit, zda se

jedna o sekvence ziskané z druhti uvedenych v ptilohach CITES.

D-LOOP |
o0, LSP.

Complex 1 (NADH
dehydrogenase-ND)

Complex Il
(Ubiquinol:cytochrome
¢ oxidoreductase-CYTB)

Complex IV
(Cytochrome c oxidase-COX)

Complex V
(ATP synthase-ATPase)

Ribosomal RNAs (rRNA)

=
]
[]
[]
&=
[

Transfer RNAs (tRNA)

ATPase8 :ATPaseS
Obrazek ¢. 14: Savci mtDNA je dvouvlaknova molekula sloZena ze H (t€zkého)
vlakna a L (lehkého) vlakna a je velka pfiblizng 16,5 kb. Pocatek pro H-vlakna

replikaci(OH) a HSP a LSP transkrip¢ni promotory jsou umistény v D-loop. Pocatek
pro L-vlakna replikaci (OL), se nachazi ve vzdalenosti asi dvou tietin genomu od D-
smyc¢ky. MtDNA koduje tiinact proteint elektronového transportniho fetézce (ETC).

Dvanact gent se nachazi na H-vlaknu a pouze jeden gen je umistén na L-vlaknu.

MtDNA ma také 22 tRNA a 2 rRNA zapojenych do mtDNA vyroby a zpracovani

piepisu (St. John a kol., 2004).
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e Cytochrom b

Cytochrom b je jeden z 37 gent uvnitt kruhového mitochondridlniho genomu, ktery je
idedlni pro identifikaci druht, jelikoz vykazuje omezenou vnitrodruhovou variabilitu

a mnohem v¢tsi rozdily mezi jednotlivymi druhy (Cainé a kol., 2006).

e Cytochrom c oxidaza I (COI)

Jiz v roce 2003 skupina zoologl z Guelphské univerzity v kanadském Ontariu
navrhla koncept tzv. ,,carového kodu zivota® (DNA Barcoding of Life) jako zptlisob
identifikace organisml vyskytujicich se na nasi planeté. Idealni piedstavou bylo
vytvofit jakési zafizeni, do kterého bychom mohly vlozit vzorek zkoumaného
organismu a vysledkem by byla pfesnd identifikace druhu, jeho zatazeni, geografické
rozsifeni apod. (Zaveska Drabkova, 2012) USA s Japonskem udajné jiz navrhlo
kuftikovy DNA analyzator (DNA mobile unit), ktery byl testovan v terénu a je schopen
poskytnout vysledky do 25 min. (Rihova, 2014; http://phys.org/news/2012-11-nec-
dna-nearly-instant-results.html). Nicméné produktem snazeni je oficialné prozatim
vefejn¢ pfistupnd on-line databaze, kterd umoziiuje jednoznacné srovnani druhii
zalozené na digitalni identifikaci, kterd je mnohem piesnéjsi nez dosud pouzivany
analogovy postup urcovani pomoci slov, tvart a barev.

V ramci tohoto projektu vzniklo v kvétnu 2004 Konsorcium pro Barcode Life
(CBOL), které nyni zahrnuje vice nez 120 organizaci ze 45 zemi. CBOL je iniciativa
podporujici rozvoj mezindrodnich vyzkumnych alianci potfebnych k vybudovéani
,knihovny ¢arovych koda*“ pro vSechny eukaryotni organismy na Zemi, v prubéhu
piisStich 20 let (Ratnasingham a Hebert, 2007).

Jako nejvhodnégjsi oblast pro identifikaci byla vybrana "Folmer oblast" na 5’
konci cytochromu c oxidazy I pro téméf vSechny skupiny vysSich Zivocichi. U vétSiny
je dlouha 648 nukleotidovych parti bazi a lemovana oblastmi konzervovanych
sekvenci, coz napomaha jeji pomérné snadné izolaci a analyze. Rostouci pocet studii
ukazal, Ze sekvencni variabilita u COI je velmi nizka (obvykle méné€ nez 1 az 2%), a
ze sekvence 1 blizce piibuznych druhii se lisi o n€kolik procent, coZ umoziiuje
identifikovat druhy s vysokou jistotou. Pro ty skupiny, ve kterych je COI schopen urcit
rozdily na trovni druhu, CBOL doporucuje pouziti ptidavné oblasti genu. V nékterych
skupinach, v§ak COI neni efektivnim markerem a je nutné pouzit jinou standardni

oblast. Ve vsech ptipadech je vSak projekt DNA c¢arovych kéda zaloZen na pouziti
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kratkého regionu, ktery umoziluje cenové efektivni identifikaci druhu

(http://barcoding.si.edu/Originalindex.html).

e Useky 128 a 16S rDNA

Mitochondrialni 12S a 16S rDNA byly vétSinou pouzity ve studiich
zaméefenych na vyssi kategorialni urovné, jako je napt. kmen nebo celed’, nicméné
uzite¢né byly i pfi odvozovani sttedné dlouhé doby divergence. Gen 16S rRNA koduje
u zivoc¢icht velké ribozomalni podjednotky v mitochondriich (mt LSU), a byl Siroce

pouzivan k prozkoumani fylogenetickych vztahli u Clenovcl na vétSiné urovnich

(Panday a kol., 2014).

¢ Kontrolni region (CR)

Kontrolni region (CR) neboli D smycka (D- loop) ma u cloveéka dvé
hypervariabilni oblasti (HV1 a HV2) s centralni oblasti umisténou mezi nimi. Na D
smycku se vazi proteiny zodpovédné za replikaci a transkripci. Nicméné u zvitat se
CR sklada ze tii domén, véetné domén ETAS (rozsifené spojené terminacni sekvence),
centralni domény a domény CSB (konzervovany sekven¢ni blok). Nicméné napi. u
tygra byl rozdé€len do péti ¢asti: hypervariabilni oblast I (HVI), opakovaci sekvence 2
(RS 2), konzervovana kontrolni oblast (CCR), opakovaci sekvence 3 (RS 3), a
hypervariabilni (HVII ) oblast II (Panday a kol., 2014).

CR se klene mezi tRNAP"™ a tRNAP® geny a obsahuje iniciaéni mista pro
transkripci obou fetézci. Tato oblast je obvykle povazovana za nejrychleji se
rozvijejici ¢ast genomu a z tohoto diivodu se Siroce pouziva intra- a inter specifickych
fylogenetickych studiich. To je vyhodné v blizce pifibuznych liniich, ale pro

identifikaci druht ne pfilis, z divodu zpétné a paralelni mutace (Panday a kol., 2014).
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Senzace v podobé& carového kodu (DNA barcoding) oslovila i botaniky.
Nicméné¢ schopnosti identifikace daného lokusu pomoci ¢arového kédu se u rostlin
ukazuji mnohem slozitéj$i nez u Zivo¢ichi. Rostlinné genomy jsou totiz komplexné&jsi
a hranice mezi jednotlivymi druhy hiife definovatelné. COI napf. neni mozné vyuzit,
protoze rostlinny mitochondrialni genom (viz Obr. €. 15) je nedostatecné mezidruhové
variabilni. Jako vhodna alternativa byl vybran genom chloroplastti. Chloroplastova
DNA se totiz vV bunce vyskytuje téZ ve vice kopiich (Zaveska Drabkova, 2012). Na
zakladé této skute¢nosti doporu¢ilo CBOL dvé kombinace markert rbcL (ribuloso-
1,5-bisfostatkarboxyldza) a matK (maturaza K) jako pragmatické feseni kompromisu
mezi univerzalnosti, kvalitou sekvence, mirou diskriminace, a pozadovanymi naklady
(Maia a kol, 2012). Oba se bézné& pouzivaji ve fylogenetickych studiich rostlin. Celkem
bylo Uspé&sné testovano 7 Gsekl (geny matK, rbcL, rpoB a rpoCl, nekodujici useky
atpF-atpH, trnH-psbA a psbK-psbl) pro 400 druhd vysSich rostlin a nejvyssi
rozliSovaci schopnost mély nekodujici oblasti psbK-psbl a trnH-psbA (68 a 69 %
spravné urenych druht), dale geny matK (66 %), rbcL (61 %) nasledované genem
rpoCl 43%). Pii vétsim poctu zvolenych lokust vzrostla i rozliSovaci schopnost
(Zaveska Drabkova, 2012).

Cela situace ovSem neni tak jednoducha. V riznych taxonomickych skupinach
je totiz schopnost diskriminace danych markert rizna. Faktory, které mohou
ovliviiovat variabilitu useki, jsou stupen hybridizace, polyploidie, typ rozmnozovani
rostliny, zivotni historie druhu ¢i historie druhu jako takového (Zaveska Drabkova,
2012).

Obrazek €. 15: Diagram kruhové DNA chloroplastu puskvorce
obecného (Acorus calamus) znazoriuje rozmisténi usekd pouZivanych
pro DNA barcoding (Zaveska Drabkova, 2012)
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Na problémy zmiflované¢ Zaveskou Drabovou (2012) upozoriiuje i kolektiv
autort Maia a kol. (2012), ktery testoval u¢innost navrhovanych markert v identifikaci
pro 46 vzorku z Celedi Bromeliaceae. Prestoze autofi ziskali kvalitni sekvence S
navrhovanym primery, uspé$nost diskriminace druhii byla v datovém souboru pouze
43,48%. Ani s pouzitim dopliikového lokusu (tak jak je doporuc¢ovano), trnH-psbA
nevzniklo vyznamné zlepsSeni (pouze 44,44%).

Vysvétleni miizeme spatfovat napi. v nejasnych hranicich mezi druhy.
Taxonomii skupiny navic komplikuje mezidruhova hybridizace, vyskyt pohlavniho i

nepohlavniho rozmnozovani a druhova divergence (Maia a kol., 2012).

4.1.2.3 Technika zaloZen4 na PCR kvantifikaci v redlném case

Oproti tradicni PCR, kdy je kone¢ny produkt (amplikon) detekovan az po
ukonceni reakce, kvantitativni PCR umozinuje stanovit tvorbu produktu v pribéhu
reakce, a to 1 v ranych fazich. Prdvé méfeni kinetiky v brzkych fazich reakce

piedstavuje zasadni vyhodu v porovnani s tradiéni PCR (Hrstka a kol., 2014).

Vysoce citlivy, druhové specificky real-time PCR test byl vyvinut napf. pro
detekci a kvantifikaci mitochondrialni DNA z vysoce zpracovanych vzorka Loxodonta
africana, Elephas maximus a Mammuthus primigenius. Tento test je uzite¢ny zejména
tam, kde nenalézdme zadné charakteristické morfologické znaky k identifikaci
zivo€iSného druhu. Pomoci druhové specifické TagMan sondy zaméfené na oblast
mitochondrialniho cytochromu b, vznikl test, ktery lze pouzit k pozitivni identifikaci
vzorkli obsahujicich DNA slona, nebo mamuta rychleji a efektivnéji nez tradi¢ni
metody sekvenovani (Wozney a kol., 2012).

Zaveéry studie ukazaly, Ze real-time PCR ptredstavuje rychlou a nékladové
efektivni metodu. Na rozdil od tradi¢nich zptsobu identifikace slonoviny, mtze byt
potencialné pouzita i k ur€ovani druha ze vSech slonich tkani, vCetné klize a srsti.
Pozitivni vysledky navic 1ze ziskat z malého vzorku za pomérné kratkou dobu. Kratsi
doba zpracovani zvySuje vahu vysledki, jelikoZz se snizuje moZnost potencialni
kontaminace, stejné jako vyrazné klesaji naklady spojené s analyzou DNA (Wozney a
kol., 2012).
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4.2 Konkrétni aplikace molekularnich markeri ve wildlife crime

4.2.1 Identifikace druhu

Béznou diive pouzivanou identifika¢ni metodou byla Ouchterlonyho dvojita
difaze, ktera funguje na principu reakce protilatky (antigenu) v gelovém prostredi.
Tato technika byla napft. aplikovana pii detekci medvédi zluci pouzivané v tradi¢ni
¢inské medicing (TCM), kdy svétova spolecnost na ochranu zvitat (WSPA) vyvinula
imunotest pro zjistovani medvédiho proteinu ve vyrobcich, které udajné tento
biologicky material obsahuji (Tobe a kol., 2010). Nicmén¢ v dusledku miry ztraty
biologické aktivity proteinti a izkych parametrti pro optimalni detekei je tento test ve
své aplikaci znacné¢ omezen. Kromé toho je nutnym piedpokladem pro pouziti této
metody dostupnost specifickych antigent, coz znamena, Ze metoda je k dispozici pro
velmi omezeny pocet druhti (pfiblizné 10). Pro srovnani a nasledné vyhodnoceni jsou
navic tieba téz kontrolni vzorky krve pro kazdy druh (Wilson-Wilde, 2010).

Z téchto diivodl je v soucasnosti stale vétsi pozornost vénovana metodam
zalozenych na analyze DNA a vyvoji druhové specifickych markert.

V nasledujicim piehledu jsou uvedeny metody molekularnich markert, které
jsou nebo byly pouzivany pro identifikaci voln¢ Zijicich organismu v kontextu wildlife

crime.

Moore a kol. (2003) zvolili RFLP markery pro identifikaci vajec a masa
moiskych Zelv (identifikovano 11 z 12 ptedloZenych vzorkl). Poukazuji na to, ze
technika je velice uspornd a ze v tomto piipadé nebyly zjist€ny Zadné nové RFLP
haplotypy. Pokud by se tak stalo, zjisténi by mohlo byt povazovano za neprukazné a
bylo by nutné pro ptesveédc¢ive)si identifikaci ptistoupit k sekvenovani.

AFLP profilovani bylo pouzito ve wildlife napt. pro identifikaci druht
zakonem chranénych sov a jejich kiizenct (Alacs a kol., 2010), kdy autofi zkoumali
moznost konkurence pustika prouzkovaného (Strix varia, Barton 1799) s pustikem
zapadnim (S. occidentalis caurina, Merriam 1898), ktery je jiz podle amerického
zakona o ohrozenych druzich (ESA) veden jako ohrozeny. Vzhledem k béznému
ktizeni obou sov byla potfeba forenzni identifikace jejich kiizencl zna¢nd. Autofi
pouzili mitochondridlni kontrolni oblast DNA a prav€é zminénou metodu analyzy
AFLP k posouzeni mateiského a biparentalniho genového toku v procesu hybridizace.

Sekvence mitochondrialni DNA ukazala mezi obéma druhy znac¢né rozdily (13,9%).

47



Bylo také patrné, ze vytvorily dva odlisné klady bez znamek piedchozi introgrese
%(Haig a kol., 2004).

Cytochrom b vyuzil napt. Barker a kol. (2014) k identifikaci né€kolika
ohrozenych druhii velryb, které byly uloveny v kontroverznim védeckém programu
v Japonsku, ale maso z téchto zvifat bylo prodano do sushi restauraci v USA a Jizni
Koreji. Konkrétné se jednalo o druhy plejtvak mySok (Balaenoptera physalus,
Linnaeus 1758), plejtvak sejval (Balaenoptera borealis, Lesson 1828) a pletvak maly
(Balaenoptera acutorostrata, Lacépéde 1804). Profil plejtvaka mySok prodavaného v
Soulu tvotil navic shodu s vyrobky zakoupenymi v Japonsku jiz diive, coz potvrdilo
neopravnény obchod mezi témito dvéma zemémi. Po identifikaci byly vyrobky
pfedany ptisluSnym organim k dalSimu Setieni. Nelegalni obchod s chrdnénymi druhy
velryb se zde rozsifil pravdépodobné na zakladé vnitrostatniho povoleni pro védecky
vyzkum a je aktudlni pfipominkou o potiebé robustniho sledovani jakéhokoliv
budouciho lovu.

Ciavaglia a kol. (2014) ve své studii popsal univerzalni test zalozeny na
cytochromu b k identifikaci krajt rodu Python, které jsou bé&zné¢ nelegalné
obchodovany. Autofi Cerpali z pfedchozich praci a na zakladé podobnosti uvedeného
278 bp regionu vhodného pro rozliSovani druhti rodu Morelia, zkonstruovali
identifikacni test pro vSechny krajty rodu Python. Dale byl vyvinut a validovan PCR
primer (MSFCB), ktery je schopen amplifikovat vétsi oblast mitochondrialniho
cytochromu b, ¢imz byla ziskana 300 bp sekvence zahrnujici doporuc¢enou oblast pro
identifikaci kyZenych druhti. Fylogeneticka analyza nového vétsiho mitochondrialniho
useku produkuje vysSi statistickou podporu nez mensi DNA segment. Autofi
poukazuji na fakt, ze ve vét§iné piikladi se vysledné sekvence pouze porovnavaji
s referencnimi. Nicméné umisténi sekvencniho haplotypu do referen¢ni sady pomoci
sekvenéniho sladéni a nasledna fylogeneticka rekonstrukce se zda byt vyhodnéjsi
metodou, jelikoz jednotlivé druhy mohou byt identifikovany na zakladé vztahu
k ostatnim referenénim druhiim a mizeme zde také posoudit statistickou podporu.
Vysledky naznacuji, ze druhy které nejsou zaneseny v databazi, mohou byt ptesto

presné umistény vzhledem k uzce ptibuznym druhiim, které se v databazi objevuji.

% Vneseni genti jednoho druhu do genomu jiného mezidruhovym a naslednym zp&tnym kiiZzenim.
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Tato metoda je vhodnd pro identifikaci vzorki, které obsahuji nizkou
koncentraci DNA a degradovanych vzorki, s limitem detekce 30 FG a kratkych
cilovych amplikont (Ciavaglia a kol., 2014).

V roce 2013 Gentile a kol. publikoval studii, ve které popsal identifikaci Ctyt
druhil voln¢ zijicich leguanti na Galapagach pomoci cytochromu b, které¢ nelegalné
prevazel turista v roce 2012. Za ucelem rychlé repatriace se kromé taxonomické
identifikace stanovil i zemépisny puvod. Fylogeneticka analyza sekvenénich dat
ptispéla k molekularnimu oznacéeni Ctyi zabavenych leguand, z nichz kazdy patiil k
druhu C. subcristatus, Gray 1831. Geneticka data navic jednoznac¢né ukazala, ze
vsichni jedinci pochazely z téze populace. Témeét okamzitych vysledkt bylo mozno
dosahnout také diky velké genetické databazi, jez je pro galapazské leguany K
dispozici.

Znacény piinos v boji proti nelegalnimu obchodu s ohrozenymi druhy
predstavuje vyuziti cytochromu b pii identifikaci produktti ze slonoviny. Tento artikl
je totiz zddany témét neustdle a vyjimkou neni ani internetovy prodej. Ptipad
s vyuzitim tohoto markeru byl publikovan v roce 2013 v Journal of Forensic and Legal
Medicine, kde autofi identifikovali opracovanou slonovinu ve formé peceti (9 kusu),
jez pachatel zakoupil pies internetovou nabidku v sousedni zemi. Amplifikované
produkty a nukleotidové sekvence mitochondridlniho cytochromu b byly z téchto
vzorkll uspésné ziskany pomoci PCR. Nésledné byly vSechny sekvence setazeny
(pomoci MEGA 5.0 softwaru), z toho 8 vzorki o velikosti 357 bp a jeden vzorek o
velikosti 297 bp (u néz se nepodafila ziskat sekvence pozadované velikosti). Bylo
detekovano Sest haplotypii, které byly porovnany pomoci databaze BLAST. Ve
vysledku sekvence ziskané ze sedmi vzorkl vykazovaly 99.7% homologii s L. cyclotis,
Matschie 1900. Druha polozka vykazovala 99,7% homologii s L. africana,
Blumenbach 1797. Tteti polozka se shodovala na 100% s E. maximus, Linneaus 1758,
jez je od roku 1986 dle IUCN Kklasifikovan jako ohrozeny. L. africana je oznacovan
jako druh zranitelny. E. maximus a L. africana (s vyjimkou populaci v Botswang,
Namibii, Jihoafrické republice a Zimbabwe, které jsou zatazeny v ptiloze II), jsou
uvedeny v pfiloze I mezinarodni tmluvy CITES. Zaroven s identifikaci pomoci
cytochromu b byl testovan i zemé&pisny puvod vzorkl s vyuzitim D-smycky (Lee a

kol., 2009).
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Nicmén¢ identifikace druhti na zakladé mitochondrialni DNA u Elephantidae
ukdzala jako problematicka, jelikoz samice po narozeni zlstavaji se svou matetskou
skupinou, kdezto samci od nativniho stada disperguji a zprostiedkovavaji tak tok
nuklearniho genu mezi stady. Pfedpoklada se, ze tyto rozdily mezi pohlavimi umoznily
pozorovany fylogeograficky nesoulad v mito-nuklearnich vzorcich. Ve forenznim
vySetiovani, kde se obvykle setkavame s malym mnozstvim pouzitelné DNA, je
metoda pro identifikaci pomoci analyzy mtDNA béznou praxi. Pokud bychom ale za
téchto okolnosti pouzili nuklearni markery, které jsou schopny detekovat DNA i z
nizké kvality nebo mnozstvi templatu, bylo by mozné ziskat presnéjsi vysledky (Lee
a kol., 2013). Podobna studie s vyuzitim cytochromu b byla autory publikovana jiz
v roce 2009, kdy vyuzili strategii vnofené PCR amplifikace. Usp&$nost identifikace (z
celkového poctu 382 zkoumanych vzorki) byla v koneéné fazi 84.3%, z toho 97,9%
zabavenych vzorkt slonoviny pochdzelo z africkych druhii slont (Lee a kol., 2009).

Stejn¢ zaddanou komoditou jako slonovina jsou nosoroz¢i rohy v jakékoliv
podob¢ (viz Kapitola 2). Ur¢ita DNA sekvence (v tomto piipadé konkrétné 402 bp
fragmentu cytochromu b) miZe nejen pomoci pii identifikaci neznamého vzorku, ale
dokaze objasnit i fylogenetické vztahy jednotlivych druhi (Hsieh a kol., 2003)

Jedna z prvnich studii kanadského zoologa Paula Heberta ukazala, Ze je pomoci
cytochrom c¢ oxidazy I mizeme rozeznat vSech 260 ptacich druhti, které byly do
studie zatazeny. Mezi dal$imi skupinami, kde je COl vhodnym markerem, mizeme
jmenovat ryby a motyli. U skupin s nizkou sekven¢ni variabilitou (napf. korali a
moiské sasanky) je urCovani stale problematické. Nelze u nich totiz blizce piibuzné
druhy spolehlivé odlisit. Podobné je tomu s kiizenci ¢i s druhy nové vzniklymi
(Zaveska Drabkova, 2012).

Podobné zavéry piedklada studie z roku 2007, ktera si kladla za cil ovéfit
pouziti cytochromu c oxidazy I pii genetické identifikaci druhti. Byla zkoumana
reprodukovatelnost metody, heteroplazmie, smiSenda DNA, koncentrace templata,
chemické oSetfeni, zména substratu, podminky Zivotniho prostiedi a parametry
termocyklovani. Vysledky vyhledavani pomoci databazi GenBank, BLAST a BOLD
ukazaly, ze tento marker pevné urcuje druhy, tam kde existuji ovéfené referencni
sekvence dat. Pokud v nékterém piipadé doslo k nespravné identifikaci, pfic¢inou byla
bud’to chybna referencni sekvence, se kterou byl vzorek srovnavan, nebo nedostatek

specificnosti pouzitého primeru. Piestoze u nékterych vzorkit bylo pozorovéano selhdni
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amplifikace, neexistuje zadny dukaz o ekologicky vyvolané mutaci sekvenci, jez byly
generovany (Dawnay a kol, 2007).

Pouziti univerzalnich primert je nezbytné pro retrospektivni identifikaci
druhti, nebot’ umoznuji amplifikaci v Sirokém taxonomickém rozmezi. Nicmén¢ tato
vlastnost komplikuje ur€eni spravnych druht, pokud jsou vzorky smichany nebo
kontaminovany. Vysledky testli smési, koncentrace templati a experimenty v oblasti
zivotniho prostiedi upozoriuji na piipadnou potiebu alternativnich primert pro pouziti
napi. k amplifikaci mens$ich fragmentt aj. (Dawnay a kol, 2007).

Pokud bychom chtéli zminit konkrétni pouZiti cytochromu ¢ oxidazy I ve
wildlife crime, pak napt. Liu a kol. (2013) mapovali druhovou skladbu trhu se Zralo¢im
masem na Tchaj-wanu. Tento ostrov se totiz pys$ni 4. mistem v komerénim lovu
zraloktl na svété, coz piedstavuje téméf 6% celosvétovych tdaji. Odhaleni diverzity
zralokti zde spotfebovavanych hraje dilezitou roli pfi planovani jejich ochrany.
Vzhledem k tomu, Ze ploutve tvoii méné nez 5% z celkové télesné hmotnosti zraloka,
a jejich téla jsou na trhu prodavany jako filé, je téméf nemozné uréit druh podle
morfologickych znakl. Z téchto diivodu byl pro identifikaci vybran 391 bp velky
fragment mitochondrialni cytochromu ¢ | oxidazy (COI). Mezi 548 vzorky odebrané
tkané bylo podle fylogenetické analyzy ziejmych 20 hlavnich klastrd, z nichz kazdy
obsahuje jednotlivce, ktefi patii ke stejnému druhu (coz odpovida 20 druhiim Zraloki).
80% vzorkd bylo identifikovano jako Alopias pelagicus, Nakamura 1935,
Carcharhinus falciformis, Miiller & Henle 1839, Isurus oxyrinchus, Rafinesque 1810,
a Prionace glauca, Linnaeus 1758. Tyto druhy zde mohou byt tedy silné
konzumovany. Pfiblizné 5% tkani pouzitych v této studii byly urCeny jako druhy
uvedené Vv ptiloze CITES II, véetné dvou druhti rodu Sphyrna, C. Longimanus, Poey
1861) a Carcharodon Carcharias, Linnaeus 1758.

Vysledky identifikace pomoci genetickych c¢arovych kodid jsou podobné
seznamu druhti lovenych béhem roku. Deset z 11 uvedenych dominantnich druhti jsou
na seznamu identifikovanych, vyjimkou je Carcharhinus obscurus, Lesueur 1818.
C. galapagensis, Snodgrass & Heller 1905. Je zde tedy vysoka pravdépodobnost, ze
jsou tyto dva druhy snadno zaménovany (Liu a kol., 2013).

Jiny druh uplatnéni naléza COI v identifikaci muzejnich vzorkl. Obecné je

obtizné rychle a levné obnovit sekvence ¢arovych kodli muzejnich exemplait, které

51



jsou vice nez deset let staré, protoze jejich DNA je siln€ se degradovéna. V disledku
toho, jak jiz bylo feceno, tento projekt v soucasné dobé zamétuje na analyzu noveé
odebranych vzorki nebo téch, které byly chranény pied degradaci zmrazenim,
etanolem, nebo jinou konzerva¢ni metodou. Nicméné, bude nakonec nutné, sekvence
z Cerstvych vzorkt porovnat se sekvencemi z miliont starSich muzejnich exemplar.
Takové srovnani je dilezité, odhalujeme-li pomoci barcodingu nékolik kryptickych
druhti v ramci téch, které byly povazovany za jeden druh, a neni morfologicky ziejmé,
ktery z nich odpovida holotypu (Hajibabaei a kol., 2006).

Jelikoz se jednalo o staré degradované vzorky, autofi pouziti kratSich sekvenci
pro identifikaci takovych exemplait (tj. ~100 bp - s jednim PCR cyklem). Kratké
¢arové kody byly ucinné pti identifikaci exemplait Gzkych taxonomickych skupin,
coz potvrzuje jejich uplatnéni v situacich, kdy jsou kompletni ¢arové kody pftili§ drahé.
Avsak volba délky a polohy kratkych sekvenci je dualezita pro jejich schopnost
rozliSovat mezi druhy (Hajibabaei a kol., 2006).

Jak jiz bylo zminéno, Konsorcium navrhlo i pro skupiny, ve kterych je COI
doporuceni tedy vyuzily nékteré nasledujici studie.

Napt. D'Amato a kol., (2013) kombinuje pro identifikaci autenti¢nosti masa na
africkém trhu cytochtom c¢ oxidazu 1 a cytochrom b. Byly ziskany DNA sekvence ze
146 vzorki (14 z hovéziho a 132 z divokych zvirat), k naslednému srovnéani byla
vyuzita databaze BLAST. Kombinované pouziti markerd se pii identifikaci druhi
osvéd¢ilo. Vzorky masa z divokych zvirat se ukazaly byt ze 76,5 % nahrazeny fadou
domacich druht (skot, kun, prase, ovce aj.). Pravdépodobné nejvyraznéjsi omezeni
ovlivitujici vSechny metody vcetné této je neuplné zastoupeni druhli a taxonil v
databazich. Pfesto ze Afrika vykazuje nejvétsi rozmanitost kopytnikii na planeté,

mnoho druhi je slabé zastoupeno v databazich.

Ptipad podobny piedchozimu bylo testovani vyskytu nepravého cerné¢ho
kaviaru na trhu v New Yorku a nasledné vyhodnoceni, zda imluva CITES pfispéla
k omezeni nelegalniho obchodu s timto artiklem (vzorky byly odebrany v obdobi
(1995-1996 a nasledn¢ v dobé fungovani CITES 2006- 2008). Vyuzita byla ovSsem
kombinace markerii cytochromu b a D-smycky (D-loop). Vysledky ukazaly pozitivni
vysledek funkce CITES jako nastroje k omezeni nelegalniho obchodu s kavidrem (z

pivodnich 19% klesl v obdobi 2006- 2008 vyskyt na 10%), Nicméné tato metoda
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nespravné detekuje hybridy, které jsou ve volné ptirod¢ vzacni, ale jejich vyskyt se
zvySuje s odchylkami v oblasti zivotniho prostfedi (napt. fi¢ni piehrady) a
S vypousSténim nepuvodnich  druhd, které je v  akvakultufe béZzné.
K celkovému zdokonaleni metody by tedy mohlo pfispét zahrnuti markerti pro
oznaceni kaviaru z hybridnich druht, testovani ptivodu populaci a odliseni jedincti

z farmového chovu od volné Zijicich (Phaedra a kol., 2012).

Shukla a kol. (2001) zvolil jako marker k molekularni a fylogenetické
identifikaci muntzaka sudského (Muntiacus muntjak, Zimmermann 1780) 12S rDNA.
Caste¢na sekvence 16S rRNA byla pro zménu pouzita k identifikaci druhti krokodyl
v Indii (Panday a kol., 2014). Bylo téz prokazano, Ze napt. u druhti obojzivelnikt je
pro identifikaci vhodné&jsi sekvence 16S rRNA nez COIl. Amplifikace pro 16S bylav
podmnozing Cerstvych a dobfe zachovalych vzorkd madagaskarskych zab 100%,
vysokou variabilitu mezi obojzivelniky a to jak na irovni skupin tak i izce ptibuznych
druht (Vences a kol., 2005). Taktéz SNPs maji Siroké uplatnéni. Kitpipit a kol. (2011)
je pouzil k identifikaci a ovéfeni jedenacti tygfich poddruhti. Byly ziskany
mitochondridlni DNA sekvence Etyt z péti dochovanych domnélych poddruhii tygra a
kombinovany se sekven¢nimi daty ze 492 jedinct a 349 dal$ich druht savct. Celkem
bylo identifikovano jedenact SNP lokust, z toho Sest pro tygii poddruhy. Tti byly
specifické pro Panthera tigris sumatrae, Pocock 1929 a tii pro Panthera tigris Tigris,
Linnaeus 1758. Dalsich pét bylo identifikovano jako haplotypy specifické pro v§echny
tygti poddruhy, jez nejsou k dispozici u jinych druhti savet. I kdyz nékteré druhy saveu
v urc¢itém SNP vykazuji stejné nukleotidové baze jako tygfi, 1ze je rozlisit pomoci téch
zbyvajicich. V konecném diisledku byl test schopen spolehlive identifikovat 15 vzorkt
potvrzenych jako tygr a zatadit je ke kyZzenym poddruhtiim (viz Obr. ¢. 16).
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Tiger species specific SNPs P. t. tigris specific SNPs P. t. sumatrae specific SNPs
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Obrazek €. 16: Elektroforeogram ukazuje SNP ¢&tyt existujicich tygiich poddruha (P. t. Tigris, P. t.
Sumatrae, P. t. Corbetti, a P. t. Altaica) (Kitpipit a kol., 2011).

4.2.2 Identifikace geografického ptivodu

V mnoha piipadech obchodu s ohrozenymi druhy zivocichu a rostlin je tieba
stanovit zemépisny puvod. To lze pouze v ptipadé, ze zname genetickou strukturu v
oblasti zajmu za pouziti fylogeografie nebo metod piifazujicich populace.
Fylogeografické studie posuzuji geografické rozlozeni genetickych linii na zakladé
specifickych MtDNA haplotypti spojenych s Sirokymi zemépisnymi regiony (Alacs a
kol., 2010).

Jemngj$i genetické rozdily mohou byt detekovany pomoci piidélovani
populace srovnavané s fylogeografickou analyzou. Tyto metody jsou zalozeny na
alelickych rozdilech hypervariabilnich nDNA genetickych markerti mezi skupinami
jedincti (populace). Pouzity mohou byt napt. k odhadu pravdépodobnosti, Ze jedinec
patii do kazdé z téchto domnélych populaci, nafez je pak pfidélen k té
nejpravdépodobnéjsi. Naopak, vylucovaci metodou mizeme zamitnout hypotézy, ze
vzorek pochazi z urité konkrétni populace. Hypervariabilni markery nejéastéji
pouzivané pro pridéleni nebo vylouceni populace jsou AFLP a mikrosatelity (Alacs
a kol., 2010).

U populaci v nichz nedochazi k vyméné genetického materialu, se postupné
hromadi genetické rozdily v pribéhu evoluce az do bodu, kdy ¢lenové izolovaného

regionu, sdili stejné typy genetického markeru (alely) v rdmci své populace, ale maji
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rizné alely ve srovnani s ostatnimi. Markery, které vykazuji tyto diskrétni zmény, jsou
velmi uzite¢né pro identifikaci populace. U velmi odlisnych populaci miize byt pouzita
také jiz zminéna hypervariabilni kontrolni oblast mtDNA, nebo D-smy¢ka (Ogden a
kol., 2009).

4.2.3 Individualni identifikace

Identifikace jednotlivych zivoCichti a rostlin je zpravidla pro ochranu
ohrozenych druht méné vyznamna, nicméné v otdzce napt. pytlactvi, miize byt nutna,
pokud je tfeba prokazat, ze roh, kel, kosti nebo kize pochazi z konkrétniho
upytlaceného jedince. Muze také poskytovat ovéieni kradeze zvitrat apod. (Ogden a
kol., 2009).

Pro identifikaci jednotlive mizeme pouzit analyzu mikrosatelitii (SSR,
STR, resp. PCR VNTR), coz byla pivodné metoda aplikovana na kodujici oblasti
DNA, nicmén¢ se brzy rozsifila i na ty nekodujici. Oproti systému RFLP-VNTR ma
mnoho vyhod, véetné moznosti ziskat vysledky i z malého mnozstvi DNA (mén¢ nez
5 ng ve srovnani s vice nez 50 ng pro analyzu RFLP) a dokonce i z degradovanych
vzorkd. Proces je také rychlejsi a cenové vyhodné;jsi.

Pro identifikaci jednotlivei jsou uzitecné, protoze pro kazdého jedince je profil
repetitivnich sekvenci — satelitii/mikrosatelitti unikéatni. SSR/STR jsou hypervariabilni
repetice, které prevladaji v genomu a jsou snadno amplifikovany pomoci PCR.
Vzhledem k malé citlivosti na degradaci vzorku, jsou ve wildlife crime velmi uzite¢né.
Spolehlivé vysledky miizeme ziskat jiz z méné nezZ 2 ng.

Analyza mikrosatelitd disponuje jesté jednou velkou vyhodou oproti klasické
analyze VNTRs. Pomoci tzv. "multiplexni" PCR miize byt dosazeno analyzy
vicenasobnych mikrosatelitnich lokusii v jedné reakéni nadobé&, pokud jsou pouZity
sady primeri, které funguji za stejnych podminek. Tim se vyrazné snizuje celkovy Cas
analyzy a naklady. Pfed objevem reakce tohoto typu bylo nutné provést pro analyzu
vice mikrosatelitovych lokust kazdou reakci zvlast’ (pokud bylo tieba zanalyzovat 10
lokust, bylo nutné provést 10 PCR). S multiplexni PCR lze analyzovat vSe najednou.
Cim vys3i je navic po&et lokusti, tim vyssi je rozliSovani vykon systému a silngji pak

rozliSuje mezi jednotlivei (Wilson-Wilde, 2010).

55



4.2.4 Urcovani pribuznosti

Pfinos identifikace urovné ptibuznosti spociva predevsim v diferenciaci mezi
exemplafi chovanymi Vv zajeti a volné zijicimi zvifaty ziskanymi nelegalni cestou.

Pti této identifikaci vyuzivame skuteCnosti, ze genetické markery se dédi z
generace na generaci, coz nam umoziuje pouzit DNA profily k ovéfeni ptibuzenskych
vztahll mezi potencionalnimi rodi¢i a potomky. Alely pfitomné v profilu jednotlivce
musi byt také pritomny u domnélych rodi¢i. Jsou-li pozorovany alely, které
neodpovidaji tém v rodi¢ovskych profilech, pak je mozZnost jednotlivce jako jejich
potomka vyloucit. Tento zplsob vyvraceni piibuznosti nevyzaduje data z Sirsi
populace a je tedy relativné snadno pouzitelny. Nicméné, vysledky tohoto
vyluCovaciho zptisobu nejsou tak definitivni jako sestaveni individualniho profilu k
vylouéeni pfibuznosti a vyzaduji dal$i vyklad. Zakladem variability genetického
markeru je totiz vyskyt dédi¢nych mutaci, kde se zména 1 alely pienasi mezi dalsi
generace. Takovato udalost se sice zfidka kdy vyskytne, nicméné stale tato moznost
existuje, coz muze zpusobit nesoulad mezi profily rodict a potomkd. V idedlnim
ptipadé by tedy u kazdého markeru méla byt do analyzy rodi¢ovstvi zahrnuta rychlost
mutace. Rada systémi profilovani forenzni DNA byly vyvinuty specialné pro ovéfeni
rodic¢ovstvi (Ogden a kol., 2009).

K analyze matefské linie mizeme dle Wilson-Wilde (2010) pouzit mtDNA,
jelikoz jak jiz bylo fe¢eno, se dédi pouze od matky jedince. Naproti tomu markery
sam¢iho pohlavniho chromozomu mohou byt pouZzity pro testovani otcovstvi. V
posledni dobé vznika fada STR markeru, které byly vyvinuty za timto ucelem. STRS
chromozomu Y jsou analyzovany stejnym zptsobem jako jaderné STRs. Hlavnim

cvwr

(na rozdil od jadernych STR).
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Uspé&sné byla tako metoda vyuZita v p¥ipadu prokazani nelegalniho obchodu
s zelvami Testudo graeca, Linnaeus 1758. Sest jedincti bylo udajné ukradeno
soukromému chovateli a nasledné¢ udajnym pachatelem nabizeno k prodeji na
internetovém inzertnim portalu. Zelvy byly tedy zabaveny a k uréeni genotypu pouzit
soubor 14 autosomalnich mikrosatelitnich lokustd. Do testu bylo zahrnuto i deset
jedinct, které poskozeny legalné vlastnil. Analyza spolehlivé prokézala vztahy mezi
vlastnénymi a ukradenymi Zelvami (viz Obr. ¢. 17). Piibuznost byla identifikovana u

Ctyf ze Sesti ukradenych Zelv (Mucci a kol., 2014).
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Obrazek ¢. 17: Rodokmen z Zelv z této studie. Tt jedinci pochézeli od jednotlivet Tgrl a Tgr3, zatimco
zbyvajicich osm z Tgr2 a Tgr3. Jedinci Tgr5 a Tgr6 nevykazovali rodicovstvi (Mucci a kol., 2014).
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5 Diskuse

Ackoliv se to mize zdat prekvapivé, Ceska republika je i pres svou velikost
vyznamnou zemi zapojujici se do nelegilniho obchodu s ohrozenymi druhy
organismd. Z tohoto divodu pfistoupila 1. 1. 1993 (respektive 28. 5. 1992 jeste jako
byvala CSFR) k imluvé CITES, jejimZ cilem je ochrana volné Zijicich druht Zivodicht
a plan¢ rostoucich rostlin, které jsou ohroZzeny vyhubenim zejména z divodu jejich
nadmérného vyuzivani pro komerc¢ni acely. Nicméné abychom mohli cokoli efektivné
chrénit, musime to nejdiive naprosto spolehlivé determinovat.

Tato prace se primarné zabyva identifikaci pomoci molekuldrnich metod,
avSak nemohu si odpustit, zafadit kapitolu pojednavajici i o metodach, které
molekularni markery nevyuzivaji. Diivodi je hned nekolik. Zaprvé tyto techniky staly
Vv prvopocatku samotné identifikace, jesté pred tim nez byla samotna DNA objevena.
Diky této dlouhotrvajici historii se podafilo nashromazdit obrovské mnozstvi
referencnich sbirek, at’ minime herbatfové, ¢i preparované polozky nebo napf. i
osteologicky materidl. V neposledni fad¢, pokud to Ize, a disponujeme-li potfebnymi
znalostmi, mize byt pro nds pomérné jednoduché exemplar identifikovat na zakladé¢
morfologickych znak.

Identifikace pomoci molekularnich metod je dnes jednim z nejnovéjsich a
nejucinnéjsich trendil, které napomahaji objasnovani zlo€inii pachanych na volné
vzdy tfeba. Obzvlasté zaméfime-li se na skladbu nelegalniho obchodu s komoditami
podléhajicimi CITES v Ceské republice, ktery hodnotim v druhé kapitole.

Z uvedenych dat si mizeme povsimnout, Ze skladba trhu s t€émito komoditami
je viceméné podobnd s tim, ze se konkrétni Cisla méni, pravdépodobné na ziklade
mnoha faktorti (sezéna, momentalni trendy apod.), které nejsme schopni piredem
odhadnout.

»Stalicemi® mezi nezivymi exemplafi jsou: TCM, kaviar, vyrobky z plazi kize,
preparaty a ¢asti tél (kozky, kosti apod.). Mezi Zivymi pak prevazné vidime papousky,
sovy, zelvy a ostatni druhy plazi a z rostlin pak kaktusy a orchideje. Pro tyto komodity
by tedy mohlo byt vhodné pouzit n¢kterou ze jmenovanych molekularnich metod.

U TCM by bylo nasnad¢ vyuzit napi. markery SNPs, které jsou schopné rozlisit
DNA ve smési vzorkli a to 1 ve stopovém mnozstvi. Nicméné problém nastava v
okamziku, kdy budou vzacné druhy nahrazeny témi, které nejsou na seznamu CITES.
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Je béZnou praxi totiz napt. tygii kosti nahrazovat kravskymi apod. (Tobe a Linacre,
2010).

Nevyhodu mitize pfedstavovat nutnost pouziti specifickych primert, kdy pro
kazdy testovany druh je potieba konkrétni DNA primer a v piipadé, Ze jej nezname,
pak nebude detekovan. Je tedy nutné do testu zahrnout vSechny potencidlni druhy,
které jsou s nejvétsi pravdépodobnosti ve smési pritomny (Tobe a Linacre, 2010).

V kombinaci s rostlinnym materidlem, ktery se v TCM hojné vyskytuje, by
(matK, rbcL, rpoB apod.), jejichz diskriminaéni sila je v riznych taxonomickych
skupinach odlisna. Faktory, které mohou ovliviiovat variabilitu usekt, jsou stupen
hybridizace, polyploidie, typ rozmnozovani rostliny, zivotni historie druhu ¢i historie
druhu jako takového (Zaveska Drabkova, 2012).

Nicméné Rihovéa (2014), poukazuje na fakt, e pokud jsou produkty TCM
radn€ oznaceny (Stitky se slozenim apod.), k zabaveni a ulozeni pokuty je dostacujici
nalézt kyzenou polozku na etiketé a neni jiz tfeba zkoumat, zda ji preparat skute¢né
obsahuje.

K detekci kaviaru by bylo mozno pouzit kombinaci mitochondrialnich markert
(napt. cytochrom b a D-loop), jako v ptipadé studie Phaedra a kol. (2012). Ackoliv
tato metoda dle autori nespravné detekuje hybridni jedince, jejich vyskyt ve volné
ptirod¢ neni pfili§ Casty.

Podivame-li se v§ak na urCovani vyrobk z plazich kiiZi, narazime na problém.
Vy¢inéné kozené vyrobky totiZ byvaji zpravidla nevhodné pro genetickou analyzu v
disledku degradace materidlu diky chemickému zpracovani béhem vyrobniho procesu
(Martin v Huffman a Wallace 2011). K ur¢ovani tedy nezbyva nez sahnout po
metodach vyuZivajici morfologické znaky.

Artikl jako slonovina ¢i rohy nosorozcii u nas sice nejsou zcela bézné, nicméné
jedna se o mezinarodni problematiku, do které je CR vyrazné zapojena. Identifikovat
tento druh Ize opét pomoci Siroce vyuzivanych mitochondrialnich markert. Lee a kol.
(2009) vyuzil cytochromu b a k identifikaci zemépisného puvodu pak D-loop.
Nicmén¢ identifikace na zakladé mitochondrialni DNA neni pravdépodobné v tomto
pfipad€ Stastnou volbou z diivodu rozdili mezi pohlavimi, které jsou zplisobené
skutecnosti, Ze mtDNA se d&di po matefské linii. Samice totiZ po narozeni svou

matefskou skupinu neopoustéji, kdezto samci od nativniho stdda disperguji a
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zprostiedkovavaji tak tok nuklearniho genu mezi stady. Z téchto duvodi by bylo
vhodné;jsi pouzit nuklearni markery, které jsou schopné detekovat DNA i nizké kvality
nebo mnozstvi templatu a ziskat tak presnéjsi vysledky.

Ur¢it slonovinu mizeme i1 podle viditelnych Schregerovych linii. V CITESU
jsou navic uvedeny vSechny tii druhy slonoviny. K zabaveni a ulozeni pokuty neni
tteba znat jeji ptvod. Tato informace by vSak mohla byt uzitecnd ke zhodnoceni
uspesnosti lokalni ochrany slonii. To znamend, Ze pokud bychom urcily, ze napf.
jedinec pochazi z chranéné oblasti, Ize piistoupit k piisluSnym opatienim. Vyuzit
k tomu miZzeme napf. metodu radioaktivniho datovani (Bell, 2011).

Vyse zminované zivé jedince 1ze jednoduse urcit podle morfologickych znakii.
Pokud bychom vSak ptesto chtéli pfistoupit k molekuldrnim metodam, bylo by
pravdépodobné vhodné zvolit néktery z navrhovanych mitochondridlnich markert

(COI, matK apod.).

Mnohem zajimavéjsi je vyuziti molekuldrnich metod k zjisténi, zda Zzivy
konkrétni exemplar je legdlné nabyty majitelem ¢i zda je skute¢né ptibuzny s
domnélymi rodi¢i. V obou ptipadech mizeme vyuzit analyzu mikrosateliti (STRs),

diky jejich velké variabilité¢ mezi jedinci (Wilson-Wilde, 2010).

Jak tedy volit postup identifikace mame-li pfed sebou nezndmy vzorek? Je
tteba si uvédomit, Ze analyza DNA markerti nefunguje (zatim) v podobé néjaké
,kouzelné krabicky*, kam vlozime vzorek a za chvili se dockame vysledku. Cely
proces je pomérné¢ zdlouhavy, vyZaduje urcité vybaveni laboratoie a v neposledni fadé
muze pii procesu dojit k lidskému pochybeni (kontaminace béhem analyzy apod.).
Stejné tak tomu miize ale byt v pfipad€ identifikace na zakladé metod nevyuZzivajici
molekularni markery.

Vyhody urcovani na zakladé analyzy molekularnich markert tkvi predevsim
Vv pomérné silné validité a schopnosti rozpoznat druh (a jiné taxonomické jednotky) 1
z vysoce degradovaného materidlu. UZitecné mohou byt také rozsdhlé DNA databaze
referencnich vzork. Pokud bychom vSak chtéli nastavit plosné vyuzivani
molekularnich metod v boji proti nelegalnimu obchodu v CR, bylo by tfeba vice studii
zabyvajicimi se vyuzitim markerd v konkrétnich ptipadech aplikovatelnych pro
Ceskou republiku, ale také mnozstvi odbornikil s potfebnymi znalosti a kvalitng

vybavené laboratofe pro tyto ucely.
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6 Zavér

V dnesni dob¢ nalézame skutecné Sirokou Skalu molekularnich markert, které
Ize vyuzit pro identifikaci komodit podléhajicich umluvé CITES. Dokazuje to i zna¢né
mnozstvi studii vyuzivajici jednotlivé typy nebo jejich kombinace. Nicméné nelze
s urcitosti fici, ze by vyuziti molekularnich metod identifikace nahrazovalo ur¢ovani
na zaklad¢ morfologickych znakl aj. SpiSe se jedna o jakysi vhodny dopln€k do

uceleného systému, ktery ma znacnou historii.

Diky své poloze je Ceska republika téZ vyznamné zapojena do nelegalniho
obchodu se zminénymi artikly a pfislusné orgdny se musi témét denné potykat s ne
vzdy snadnou identifikaci druhu apod. Vyuziti nékterych molekularnich markerti by
mohlo tento proces vyrazné zjednodusit a zefektivnit tak i celkovou ochranu druhti

uvedenych v piilohach CITES.

Prvnim krokem by mohlo byt vymezeni konkrétnich ptipadi, ve kterych
zminované techniky uplatnime, protoze jak jiz bylo fe¢eno, nékdy je identifikace na
zaklad¢ jinych metod naprosto dostacujici. Nasledovat by pak mohl podrobny vyzkum
téchto aplikaci a potvrzeni jejich Gc€innosti. Posledni by mohla byt mySlenka ztizeni
specialni laboratofe pro ucely wildlife crime a skoleného personalu. Dilezita je také
vzajemnd spolupréace piisluSnych organli s odborniky, potadani pravidelnych skoleni

a konferenci podavajicich zpravy o sou¢asném stavu vyvoje.

Tato opatfeni by nam méla pomoci efektivné bojovat proti nelegalnimu

vykoftistovani ohrozenych druhi zivocichi a rostlin.

61



7 Literatura a pouzité internetové zdroje:

ALACS, E., GEORGES, A., FITZSIMMONS, N. N. & ROBERTSON, J. (2010).
DNA detective: A review of molecular approaches to wildlife forensics. Forensic
Sci. Med. Pathol. 6, 180-194

ANDERSON GS. (1999). Wildlife forensic entomology: determining time of death
in two illegally killed black bear cus. J Forensic Sci;44(4):856-859

BAKER, C SCOTT, STEEL, DEBBIE, CHOI, YEYONG, LEE, HANG, KIM,
KYUNG SEOK, CHOI, SUNG KYOUNG MA, YONG-UN HAMBLETON,
CHARLES, LOUIE BROWNELL, R L FUNAHASHI, NAOKO (2010). Genetic
evidence of illegal trade in protected whales links Japan with the US and South
Korea. Biol. Lett. 6, 647-650

BELL, L. S. (2011). Forensic science in support of wildlife conservation efforts-
Morphological and chemical approaches (global trends); Forensic Sci Rev 23: 29

CAINE, L. LIMA, G. PONTES, L. ABRANTES, D. PEREIRA, M. PINHEIRO, M.
F. (2006). Species identification by cytochrome b gene: Casework samples. Int.
Congr. Ser. 1288, 145-147

Celni sprava CR (Praha). TISKOVA ZPRAVA CELN{ SPRAVY CESKE
REPUBLIKY: Informace ze spoleéné tiskové konference Celni spravy CR a Ceské
inspekce zivotniho prostfedi k rozkryti mezindrodni sité paserakti ohrozenych ptakd:
Pramenné dilo [http://www.celnisprava.cz/cz/tiskove-zpravy/2009/Stranky/090406-
Info-k-tiskovce-CITES.aspx]. 6. 4. 2009 [citovano 21. 2. 2015]. Dostupné z:
http://www.celnisprava.cz/cz/tiskove-zpravy/2009/Stranky/090406- Info-k-tiskovce-
CITES.aspx

CIAVAGLIA, S. A, TOBE, S. S., DONNELLAN, S. C., HENRY, J. M. &
LINACRE, A. M. T. (2014). Molecular identification of python species:
Development and validation of a novel assay for forensic investigations. Forensic
Sci. Int. Genet. 16, 64-70

COOPER, M. E. & ROSSER, A M. (2002). International regulation of wildlife trade:
relevant legislation and organisations. Rev. Sci. Tech. 21, 103-123

D’AMATO, M. E., ALECHINE, E., CLOETE, K. W., DAVISON, S. & CORACH,
D. (2013). Where is the game? Wild meat products authentication in South Africa: a
case study. Investig. Genet. 4, 6

DAWNAY, N., OGDEN, R., MCEWING, R., CARVALHO, G. R. & THORPE, R.
S. (2007). Validation of the barcoding gene COI for use in forensic genetic species
identification. Forensic Sci. Int. 173, 1-6

62



DHANYA, K. & SASIKUMAR, B. (2010). Molecular marker based adulteration
detection in traded food and agricultural commaodities of plant origin with special
reference to spices. Curr. Trends Biotechnol. Pharm. 4, 454-489

EDGER, PATRICK P. TANG, MICHELLE BIRD, KEVIN A. MAYFIELD,
DUSTIN R. CONANT, GAVIN MUMMENHOFF, KLAUS KOCH, MARCUS A.
PIRES, J. CHRIS. (2014).Secondary structure analyses of the nuclear rRNA internal
transcribed spacers and assessment of its phylogenetic utility across the brassicaceae
(mustards). PLoS One 9, 3-9

ENVIRONMENTAL INSPECTORATE. CITES news- Prague. 96. vyd. Praha:
CITES Department, 2012.

ENVIRONMENTAL INSPECTORATE. CITES news- Prague. 97. vyd. Praha:
CITES Department, 2012.

ENVIRONMENTAL INSPECTORATE. CITES news- Prague. 99. vyd. Praha:
CITES Department, 2012.

ENVIRONMENTAL INSPECTORATE. CITES news- Prague: Seizure of two tiger
skeletons in cargo shipment to Vietnam. 104. vyd. Praha: CITES Department, 2013.

ENVIRONMENTAL INSPECTORATE. CITES news- Prague: Operation RHINO -
case of ,, pseudo - hunting “ - seizure of 22 rhino horns. 105. vyd. Praha: CITES
Department, 2013

GENTILE, G., CIAMBOTTA, M. & TAPIA, W. (2013). Illegal wildlife trade in
Galllpagos: Molecular tools help the taxonomic identification of confiscated iguanas
and guide their rapid repatriation. Conserv. Genet. Resour. 5, 867-872

GRIFFITHS, A. M., SIMS, D. W., COTTERELL, S. P., EL NAGAR, A., ELLIS, J.
R., LYNGHAMMAR, A., GENNER, M. J. (2010). Molecular markers reveal
spatially segregated cryptic species in a critically endangered fish, the common skate
(Dipturus batis). Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences,
277(1687), 1497-1503

GONZALEZ, M.V. & MILLER, K.W.P. (2010) HAIRBaseTM. Dostupné na:
http://web.me.com/kwpmiller/HAIRbase/Welcome.html.

HAIG, S. M., MULLINS, T. D., FORSMAN, E. D., TRAIL,P. W. &
WENNERBERG, L. (2004). Genetic identification of spotted owls, barred owls, and
their hybrids: Legal implications of hybrid identity. Conserv. Biol. 18, 1347-1357

CHRISTELOVA, P. (2011). Analyza genetické diverzity a evoluce genomu
bananovniku Doktorska disertacni prace.

63



MCGRAW, S. N., S. P. KEELER a J. E. HUFFMAN Forensic DNA Analysis of
Wildlife Evidence. HUFFMAN, Jane E a John R WALLACE. Wildlife forensics:
methods and applications. Hoboken, NJ: Wiley-Blackwell, 2011, 253- 266. ISBN
9780470662595.

MEHRDAD HAJIBABAEI, M. ALEX SMITH, DANIEL H. JANZEN,
JOSEPHINE J. RODRIGUEZ, J. B. W. PAUL D. N. H. (2006). A minimalist
barcode can identify a specimen whose DNA is degraded. Mol. Ecol. Notes 6, 959—
964

Ministerstvo Zivotniho prostfedi CR (Praha). TISKOVA INFORMACE: Ceska
republika a paSovani ohrozenych druht zvifat a rostlin: Pramenné dilo [http://lwww-
1.sysnet.cz/projects/env.ais/ais-i04-
tisk.nsf/pages/SEA86D7F8CCBE367C12565310039A43D?0OpenDocument]. 15. 10.
1997 [citovano 19. 2. 2015]. Dostupné z: http://www-1.sysnet.cz/projects/env.ais/ais-
104-tisk.nsf/pages/SEA86D7F8CCBE367C12565310039A43D?0OpenDocument

MUCCI, N., MENGONI, C. & RANDI, E. (2014). Author ’ s personal copy Forensic
Science International : Genetics Wildlife DNA forensics against crime : Resolution
of a case of tortoise theft. Forensic Sci. Int. Genet. 8, 200-202

HILLIER ML, BELL LS. (2007). Differentiating human bone from animal bone: a
review of histological methods; J Forensic Sci 52:249

HSING-MEI HSIEH, LI-HUNG HUANG, LI-CHIN TSAI, YI-CHEN KUO,
HSIEN-HUEI MENG, ADRIAN LINACRE, JAMES CHUN-I
LEECORRESPONDENCE. (2003). Species identification of rhinoceros horns using
the cytochrome b gene. Forensic Sci. Int. 136, 1-11

HRSTKA R., KOLAROVA T., MICHALOVA E., VOJITESEK B. (2014). Vyvoj
metod zalozenych na PCR a jejich aplikace v onkologickém vyzkumu a praxi
Development of PCR Methods and Their Applications in Oncological Research and
Practice. Klin. Onkol. 27, 69-74

CHARETTE, R. (1999). CITES Identification Guide : Turtles and Tortoises.Ontario,
Canada: Environment Canada

JOHNSON, R. N., WILSON-WILDE L., LINACRE A. (2014). Current and future
directions of DNA in wildlife forensic science. Forensic Sci. Int. Genet. 10, 1-11

KEHOE, LAURA. Meet The World’s Most-Traded, Least-Known Mammal. In:
Iflscience.com [online]. 2015 [cit. 2015-04-10]. Dostupné z:
http://www.iflscience.com/plants-and-animals/meet-world-s-most-traded-least-
known-mammal

KIRBY, Edited by Lorne T. DNA fingerprinting. Stockton: Macmillan, 1990. ISBN
0333540247.
64



KITPIPIT, T., TOBE, S. S., KITCHENER, A. C., GILL, P. LINACRE, A.
(2011).Where does this tiger come from?-A robust molecular technique for
simultaneous identification of endangered species and subspecies. Forensic Sci. Int.
Genet. Suppl. Ser. 3, e532-e533

KNECHT, L. (2011) The Use of Hair Morphology in the Identification of Mammals.
HUFFMAN, Jane E a John R WALLACE. Wildlife forensics: methods and
applications. Hoboken, NJ: Wiley-Blackwell, 128- 143. ISBN 9780470662595.

KUCERA JAN, MAGDALENA BOUCKOVA, ONDREJ KLOUCEK, ADAM
KURZ, PAVLA RTHOVA A MIROSLAVA PIKALKOVA. Umluva o
mezinarodnim obchodu ohrozenymi druhy volné Zijicich Zivocichit a plané rostoucich
rostlin: zdkladni informace se zamérenim na ceskou republiku a evropskou unii
[online]. 1. Praha: DRAGON PRESS, s.r.0., vydalo: Ministerstvo Zivotniho
prostiedi, se sidlem VrSovicka 1442/65, Praha 10, www.mzp.cz, 2010[cit. 2015-02-
14]. Dostupné z:
http://lwww.mzp.cz/osv/edice.nsf/9F55D385D64AF6ADC12576E300466C85/$file/O
VV-CITES na_CD_final_bez_orezovek_na_ WEB-20100311.pdf

LEE EJ, LEE YH, MOON SH, KIM NY, KIM SH, YANG MS, CHOI DH, HAN
MS. (2013). The identification of elephant ivory evidences of illegal trade with
mitochondrial cytochrome b gene and hypervariable D-loop region. J. Forensic Leg.
Med. 20, 174-178

LEE, J.; HSIEH, H.M.; HUANG, L.H.; KUO, Y.C.; WU, J.H.; CHIN, S.C.; LEE,
A.H.; LINACRE, A.M.T. (2009). Ivory identification by DNA profiling of
cytochrome b gene. Int. J. Legal Med. 123, 117-121

LIU,S. Y.V, CHAN,C. L.C, LIN,O.,HU, C.S. & CHEN, C. A. (2013). DNA
barcoding of shark meats identify species composition and CITES-listed species
from the markets in Taiwan. PLoS One, 8

MAIA, VITOR HUGO DA MATA, CAMILA SOUZA FRANCO, LUCIANA
0ZORIO CARDOSO, MONICA AIRES CARDOSO, SERGIO RICARDO SODRE
HEMERLY, ADRIANA SILVA FERREIRA, PAULO CAVALCANTI GOMES.
(2012). DNA barcoding bromeliaceae: Achievements and pitfalls. PLoS One 7, 1-6

MARTIN, DAVID L. (2011). Identification of Reptile Skin Products Using Scale
Morphology. Huffman, Jane E. Wallace John R. Wildlife forensics: methods and
applications. Hoboken, NJ: Wiley-Blackwell, s. 160-194. ISBN 9780470662595.

MCCLOUD, K. A. (2008). Photographic Identification Guide to Star-Patterned
Tortoises. Identification Guides for Wildlife Law Enforcement No. 12. Ashland, OR:
USF&WS, National Fish and Wildlife Forensics Laboratory

65



MOORE, M. K., BEMISS, J. A,, RICE, S. M., QUATTRO, J. M. WOODLEY, C.
M. (2003). Use of restriction fragment length polymorphisms to identify sea turtle
eggs and cooked meats to species. Conserv. Genet. 4, 95-103

MUCCI, N., MENGONI, C. & RANDI, E. (2014). Author ’ s personal copy Forensic
Science International : Genetics Wildlife DNA forensics against crime : Resolution
of a case of tortoise theft. Forensic Sci. Int. Genet. 8, 200-202

MZP [Ministerstvo Zivotniho prostfedi] (2015) PREHLED LEGISLATIVY
EVROPSKE UNIE A CESKE REPUBLIKY v oblasti ochrany druhti volng Zijicich
Zivo¢ichtl a plané rostoucich rostlin regulovanim obchodu s nimi véetnd Umluvy o
mezinarodnim obchodu ohrozenymi druhy volné zijicich zivocichti a plan¢
rostoucich rostlin (CITES) stav ke dni 5. 2. 2015, [cit. 9. 4. 2015 ]Dostupné z:
http://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/cites_legislativni_zajisteni_umluvy/$FI
LE/ODOIMZ-prehled_legislativy EU_a CR-20150205.pdf

OGDEN, R., DAWNAY, N. & MCEWING, R. (2009). Wildlife DNA forensics -
Bridging the gap between conservation genetics and law enforcement. Endanger.
Species Res. 9, 179-195

OLIVEIRA, R., CASTRO, D., GODINHO, R., LUIKART, G. & ALVES, P. C.
(2010). Species identification using a small nuclear gene fragment: Application to
sympatric wild carnivores from South-western Europe. Conserv. Genet. 11, 1023—
1032

PANDAY, R., JHA, D. K., THAPA, N., POKHAREL, B. R. & ARYAL, N. K.
(2014). Forensic Wildlife Parts and their Individualization Using DNA Barcoding
Product Identification and. 6-13

PHAEDRA PIKITCH, ELLEN K. ROTHSCHILD, ANNA DESALLE, ROB
AMATO, GEORGE KOLOKOTRONIS, SERGIOS ORESTIS. (2012).Testing the
effectiveness of an international conservation agreement: Marketplace forensics and
CITES Caviar trade regulation. PLoS One 7.

RATNASINGHAM, S., HEBERT, P. D. N. (2007). BOLD: The Barcode of Life
Data System (http://www.barcodinglife.org). Molecular Ecology Notes, 7(3), 355—
364. doi:10.1111/j.1471-8286.2007.01678.x.

RICHTER, H.G. GEMBRUCH, K., KNOCH G. (2008). CITESwoodID:

descriptions, illustrations, identification, and information retrieval. Dostupné na:
ftp://delta-intkey.com/citesw/en/intro.htm

RIHOVA, P. Determinace produktt z organismi chranénych CITES. (piednaska)
Ceské Budgjovice: ZF JCU, 4. -5. 12. 2014.

66



SINGH R. R, GOYAL S. P, KHANNA P. P, MUKHERJEE P. K, SUKUMAR R.
(2006). Using morphometric and analytical techniques to characterize elephant ivory;
Forensic Sci Int 162:144

SHUKLA M.S., PIDIYAR V., BHAVE N.A., PATOLE M.S., SHOUCHE, Y.S.
(2001). PCR amplification and sequencing of mitochondrial 12S rRNA gene
fragment from Muntiacus muntjak (Indian muntjac). Curr. Sci., 80, 617-618

SCHMIED, S. A K., BRUNNERMEIER, M. J., SCHUPFNER, R. & WOLFBEIS,
O. S. (2011). Age assessment of ivory by analysis of 14C and 90Sr to determine
whether there is an antique on hand. Forensic Sci. Int. 207, el—e4 (2011).

ST.JOHN, J. C,, LLOYD, R. E. I, BOWLES, E. J.,, THOMAS, E. C., EL
SHOURBAGY, S. (2004). The consequences of nuclear transfer for mammalian
foetal development and offspring survival. A mitochondrial DNA perspective.
Reproduction 127, 631-641

STEFAN, Jifi a Jiti HLADIK. Soudni ékarstvi a jeho moderni trendy. 1. vyd. Praha:
Grada, 2012, 437 s. ISBN 978-802-4735-948.

THE FORENSIC WORKING GROUP. (2014). Wildlife Crime: A guide to the use of
forensic and specialist techniques in the investigation of wildlife crime [pdf]. 2. vyd.
Crown copyright, 98 s. [cit. 9.4. 2015]. Dostupné z:
http://www.tracenetwork.org/wp-content/uploads/2012/08/Wildlife-Crime-use-of-
forensics-FWG-April-2014.pdf

TOBE, S. S. & LINACRE, A. (2010). DNA typing in wildlife crime: Recent
developments in species identification. Forensic Sci. Med. Pathol. 6, 195-206

TOMBERLIN, JEFFERY K. A MICHELLE R. SANFORD (2011) Forensic
Entomology and Wildlife. HUFFMAN, Jane E a John R WALLACE. Wildlife
forensics: methods and applications. Hoboken, NJ: Wiley-Blackwell, 81- 102. ISBN
9780470662595.

VENCES, M., THOMAS, M., VAN DER MEIJDEN, A., CHIARI, Y. & VIEITES,
D. R. (2005). Comparative performance of the 16S rRNA gene in DNA barcoding of
amphibians. Front. Zool. 2, 5.

Vyrocni zprava 2010 Ceska inspekce Zivotniho prostfedi, Praha, CizP, 2010, 48-49s.
Vyroéni zprava 2011 Ceska inspekce Zivotniho prostiedi, Praha, CiZP, 2011, 44 s.
Vyroéni zprava 2012 Ceska inspekce Zivotniho prostiedi, Praha, CIZP, 2012, 58 s.
Vyroc¢ni zprava 2013 Ceska inspekce zivotniho prostfedi, Praha, CizP, 2013, 45-46s.

WILSON-WILDE, L. M. (2010). Species Identification in Wildlife Crime
Investigation using Diprotodontia. PhD Thesis.

67



WOZNEY, K. M. & WILSON, P. J. (2012). Real-time PCR detection and
quantification of elephantid DNA: Species identification for highly processed
samples associated with the ivory trade. Forensic Sci. Int. 219, 106-112

ZAVESKA DRABKOVA, L. (2012). Carovy kod Zivota. Vesmir 91, 96-99
http://barcoding.si.edu/

www.biolib.cz

http://www.boldsystems.org/index.php/databases

http://www.cites.org/

Www.iamaweb.com

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

http://www.nm.cz

http://phys.org

68



