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FORENZICKA GENETIKA DIVLJIH VRSTA - SREDSTVO ZA KONTROLU KRIVOLOVA
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Sazetak:: Genetika sudske medicine divljih Zivotinja je primenjena nauka koja je nastala iz istrazivanja
genetske konzervacije i1 prakse genetske sudske medicine da bi posluzila kao sredstvo u sprovodenju istrazivanja
zakona divljih Zivotinja. Prikazani radu sa kratkim pregledom na istrazivacki projekat ¢iji je cilj izradu niza
mitohondrijalnih DNK markera za identifikaciju divljaci kopitara- jelena, srne, jelen lopataram muflona i dva
velika mesozdera — mrkog medveda i risa. Drugi cilj ovog istrazivaCkog projekta je dizajn reakcije
mikrosatelitskih multipleksa PCR za pouzdanu identifikaciju jedinki. Rasuéi pritisak kriminala Zivotnesredine
ugrozava odrzivo koridéenje divljadi, kao i opstanak ugrozenih vrsta. Sto se ti¢e nekoliko medunarodnih
sporazuma koji se odnose na ocuvanje vrsta i trgovinu ugrozenim zivotinjskim vrstama, genetika sudske medicine
divljih zivotinja sluzi i kao sredstvo za identifikaciju ugrozenih vrsta i njihovo poreklo, kao i proizvoda koji poti¢u
od njih.
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Uvod

Razvoj genetskih studija vrsta divljih Zivotinja (divljaci ili oni zakonom zasti¢enih) u poslednje dve
decenije je bilo moguée samo zahvaljujuéi podrSci molekularnih genetskih analiza.Stepen ocCuvanja genetskih
primena bio je proporcionalan sa razvojem pojedinih bioloskih disciplina kao §to je populacione genetike, filografije
i1 filogenije kao i molekularne ekologije i taksonomije. Jedan od genetskih konzervatorskih primena je razvoj
molekularnih tehnika pogodnih za identifikaciju vrsta i jedinki za potrebe genetike sudske medicine divljih Zivotinja
. Genetika sudske medicine divljih Zivotinja bavi se dokazima o identifikaciji vrsta, populacija i rodacima ali i
jedinke. Njen razvoj je paralelan, iako mnogo kasni, sa metodama i primenom genetike sudske medicine ljudi. U
okviru nacionalnih i medunarodnih pravnih okvira za ocuvanje biotopa i biodiverziteta (npr. CITES), analiza
sudske medicine DNK postala je kljutno sredstvo u borbi protiv kriminala Zivotne sredine divljih Zivotinja
(divljaci) i zasticenih vrsta [1], [4], [7], [9].

Genetska identifikacija vrsta zasniva se na genetskim markerima DNK koje su vrlo konzervativni u okviru
vrste, ali se vrlo razlikuju izmedu vrsta. Kod Zivotinja, gen lokusa mitohondrijalne DNK, na primer citohrom b i
citochromokidase, jedinke I (COI) se najceS¢e koristi. DNK je prihvatio tehniku koriS¢enja od strane
Medunarodnog udruzenja za sudsku genetiku (ISFG) [2], [3], [8] i prihvacéena je kao postupak indentifikacije sudske
medicine [11].

S druge strane, geneticki markeri nuklearnog DNK, na primer, mikrosatelita ili otiska prsta (AFLP) zbog

njihovog visokog polimorfizma se Cesto koristi za identifikaciju jedinke unutar vrste. Od medu geneti¢kih markera
nuklearne DNK, neki od njih su specifi¢ni za vrstu, a takode moze da posluzi za identifikaciju vrsta.
U principu, geneticari sudske medicine rade sa razliitim tipovima bioloskog materijala, npr krv, meka tkiva, kosti,
zubi, kosa, pljuvacka, urin ili fekalije. Neke vrste bioloskog materijala (npr. kosti, rogovi) sadrze malu koli¢inu
DNA, ali koji je dobro ocuvan tokom viSe godina, a sa druge strane kod mekih tkiva mnogo je DNK, ali zbog
prisustva enzima on razlaze mnogo brze ukoliko se ne ¢uva pravilno.

Brojni medunarodni ugovori o zastiti zivotinjskih vrsta ili trgovini zasticenim vrstama (npr. CITES)
obavezuju potpisnice na aktivnu zastitu vrsta, ali i da aktivno pravno kontroliSu trgovinu zastiCenim vrstama. Kod
nelegalne trgovine zasti¢enih vrsta kao i lovokrade, koriste se prilicno sofisticirane metode poslednjih decenija, i
shodno tome sli¢ne sofisticirane metode treba da koriste za otkrivanje ekoloskih zloc¢ina koji takode mogu da se
koriste u pravnim procesima.

Meterijal i metode

Razlicite vrste uzoraka: tkiva, krv, kosti, dlake, kao i tragovi koji se Cesto koriste u humanoj genetici
sudske medicine se takode koriste kao eksperimentalni dokaz ili genetski materijal u analizama u sudske medicine
divljih Zivotinja. Cilj dokaza sudske medicine je usmerenen na lovokradu u slucajevima koji se, u sustini, zasnivaju
na dva koraka - identifikaciju vrste i identifikaciju individualnog identiteta. Dokazi sudske medicine usmereni na
ilegalnu trgovinu zasti¢enih Zivotinja se obi¢no zasnovaju na identifikaciji vrsta ili podvrsta i / ili stavljanje
pojedinca u filogeografski obrazac za identifikaciju porekla pojedinca i njegovog moguceg vracanja u zemlju
(populaciju ) porekla.
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Metode za izolaciju DNK treba da odgovaraju dobro utvrdenom protokolu za izolaciju DNA uzoraka sa
visokim ili niskim sadrzajem DNK i takode treba da postuju faze razgradnje DNA. Najéescée koris¢ene metode DNA
izolacije su: CTAB metod za tkiva, i razliCiti pribori za pojedine vrste bioloskog materijala, npr uzorci krvi, kostiju,
kosa (npr. Macheri Nagel, Qiagen, itd)

Idealan postupak bila bi upotreba brojnih specificnih paralelnih parametara za identifikaciju vrsta
ijjedinke. NaZalost, postoji nedostatak tih prajmera za vrste divljih Zivotinja , jer se ve¢ina prajmera za vrste divljih
zivotinja razvila iz prajmera koje su koriS¢eni u proslosti za domace zivotinje (Bovinae, Suidae i Caprinae) i mnogi
rade na dve ili viSe vrsta divljih Zivotinja (crveni i srna, domacda i divlja svinja svinja, itd).

Protokol primene sudske medicine divljih Zzivotinja treba da pokrije dva koraka — identifikaciju pomocéu
mitohondrija markera vrste i identifikaciju jedinke koja koriste mikrosatelite ili druge markere koji su u stanju da
prepoznaju individualne varijacije. Neki od nuklearnih DNK markera mogu biti specifi¢na vrsta i mogu takode lako
da prepoznaju vrste, npr prajmer G10P mrkog medveda, koja bi mogao lako da se razlikuje od uzoraka mrkog
medveda a i od drugih vrsta divljih Zivotinja.

Cilj naseg istrazivanja je: (i) da razradi skup specificnih markera vrste za identifikaciju vrste, i (ii) da
razvije jednostavan multipleksni skup mikrosatelitskih lokusa sa visokim stepenom polimorfizma za identifikaciju
jedinki. Ovo istrazivanje ima za cilj razvoj multipleks-prajmera podesenih za identifikaciju crvenih jelena (Cervus
elaphus), jelena lopatar (Dama dama), srna (Capreolus capreolus), divljih svinja (Sus scrofa), muflona (Ovis
musimon), divokoza (Rupicapra rupicapra), mrkog medveda (Ursus arctos), risa (Link link), zeca (Lepus europaeus)
i kunica (Orictolagus cunninculus). Kopitari i dva velika mesozdera su najces¢i predmet lovokrada. Takode smo
dodali druge dve vrsta koje se love bespravno, ali sa druge strane njihova ekonomska vrednost nije toliko znacajna.
Oni bi, medutim, mogli posluziti kao model za ispitivanje uzorke obradenog mesa i mesnih preradevina.

Molekularni markeri koji se koriste za identifikaciju vrsta u okviru naSeg projekta su citohrom b i
citochromokidase, podvrsta I ( COI ) i D - petlja . Broj testiranih mikrosatelita za individualne kopitare ili vrste
mesozdera zavisi od vrste i varira u ovom trenutku od 12 za risa do 17 za mrkog medveda i jelena i 24 za divokozu.
lako, vecina prajmerima pojacava dobro, njihova prednost se zasniva na broju alela koji se mogu prepoznati u celini,
i/ili u specifi¢noj populaciji. U tom smislu, populacija specificne alele moze biti znacajan doprinos prilikom
identifikovanja porekla nepoznatog uzorka.

Razvoj jednostavnog skupa multipleksa mikrosatelitskih lokusa stoga treba da bude usmeren na
optimizaciju broja lokusa ( cena) i verovatnoce da otkrije pojedinca u jednoj populaciji . Prajmeri sa ve¢im brojem
alela su prednost, dok oni sa malim brojem alela su od vredni samo u slu¢aju da ovi aleli su vrste -ili populacije -
specificne.

Rezultat i diskusija

Najceséi slucajevi u genetici sudske medicine divljih Zivotinja se lovokrade. Sa metodoloskog stanovista,
to se povezuje sa identifikacijom objekta, obi¢no lokalizovanog u Sumi npr koze, creva, tragova krvi i dokaza
predmeta npr sastanak, trofej, koze, itd Ako su oba uzorka su na raspolaganju istovremeno molekularni dokaz je
prili¢no jednostavan i povezan je sa profilom sa kojim se podudara ili genotipom oba seta uzoraka.Broj markera koji
se koriste u multipleks setu povecava verovatnocu ispravne identifikacije.

Jo§ su problemati¢ni slucajevi lovokrade u kojima lovokradica ili predmet nisu poznati. Postoje samo
identifikovani tragovi i bioloski dokazi iz Sume, ali u datom trenutku predmet jenepoznat. Kao idealan slucaj bi
identifikacija bioloSkog dokaza (vrsta, pol, genotip) i Cuvati uzorak u bazi podataka za kasnije poredenje sa drugim
slucajevima, npr trofeji, ili mesne preradevine na trzistu, itd. Razvoj baze podataka sudske medicine divljih Zivotinja
sa "nereSenim" slucajevima smatra se dobrom investicijom za buduénost. Razvoj protokola (preciznije joS prajmera
ili razlicitih prajmera), skladiStenje DNK alikuota ili bioloskih uzoraka ¢ée biti od vrednosti. U ovom slu€aju u arhivi
uzorci mogu biti od pomo¢i da daju preciznije uzorke.

Prema vazecem zakonodavstvu u Slovackoj ( Zakon o lovu ) , u svakoj pravno pojedinacno ustreljena
divlja¢ (crveni jelen , srna , jelen lopatar , muflon , divlja svinja i mrki medved ) mora da bude oznacen
jedinstvenim znakom , brojem koji treba da se evidentira u dozvole za lov lovca i broj koji treba da prate Zivotinju
do krajnjeg korisnika . Svaka ustreljena jedinka divljac¢i bez ovog jedinstvenog znaka smatra se odstreljenom
bespravno , ¢ak i ako lovac poseduje dozvolu za lov. Samo nekoliko ilustracija ispitivanja slu¢aja koje smo uradili u
nasoj laboratoriji:

. Brojni dokazi identiteta izmedu bioloskih tragova zivotinja koje su bespravno ulovljene i bioloskih
tragova (sastanak, krv, trofeji) na predmet razli¢itih vrsta (jelen, srna, divlja svinja),
. dokaz o identitetu dlake mrkog medveda koji je ostao na telu ubijene osobe sa genotipom mrkog

medveda koji je ustreljen kasnije. Ovaj dokaz bio neophodan da potvrdi odluku da se ukloni zdrav mrki
medved sa netipi¢nim ponasanjem koji je ubio ¢oveka,
. dokaz o identitetu mesa mrkog medveda u restoranu sa zakonsi odabranim mrkim medvedom.
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Slucajevi istrazivanja zabelezili su dva metka koja se koriste za poredenje dva seta uzoraka koriste¢i veéi
broj markera. Tako su metodi¢ne procedure prilicno jednostavane, ali zbog uzoraka razli¢itog kvaliteta, a ponekad,
zbog nepoznatih vrsta,veoma dugo traju.

Trece ispitivanje slucaja zahteva bazu podataka svih legalno odstranjenih mrkih medveda (ili drugih vrsta)
koji bi se meso moglo naéi i na trziStu (meso je vlasni$tvo lovacke zajedinice, a ne lovca, a to moze biti prodavano u
marketima). Prema slovackom zakonu, mrki medved se smatrati zasti¢enom vrstom i izuzeci za godis$nje kvote su
izdate od strane Ministarstva zastite zivotne sredine. Prema ovim izuzecima uzorak za geneticke analize i merenja
biometrijskih odabranih mrkih medveda treba da urade strane lica iz Drzavne prirode konzervatorije. U ovom
slucaju, kompletan set uzoraka odabranih mrkih medveda mogao bi biti dostupan za dalje zakonske procedura.
Pored identifikacija vrste Cesto postoji neophodnost da identifikacije podvrste. Podvrste divokoza (Rupicapra
rupicapra tatrica), Tatra mrmot (Marmota Marmota latirostris) su predmeti zastite prirode i strogo su zasti¢eni, dok
podvrste rupicapra Rupicapra rupicapra i Marmota Marmota Marmota su naveliko lovljeni kao divlja¢ u Alpima.
Za obe vrste, razvili smo metode za razlikovanje podvrste koje mogu lako da posluze kao dokaz o nivou podvrsta,
da lijedinka, divokoza ili mrmot, je bespravno lovljen u Visokim Tatrama ili ona poti¢e sa Alpa. Slican slucaj je i
Capercaillie, koji se slobodno lovio u Rusiji i Skandinaviji i zastien je u veéini evropskih zemalja. U ovim
slucajevima su dokazi sudske medicine su na nivou podvrsta, a ne na nivou vrsta.

Drugi vazan predmet prijava sudske medicine je kontrola nacionalne i medunarodne trgovine sa
grabljivice koje se koriste za sokolarstvo. Sve jedinke koje su drzane u zato¢enisStvu, a koris¢ene su za uzgoj, treba
da se genotipizuju i opreme sa elektronskim ¢ipom koji proverava poreklo njihovog mogucéeg potomstva (pedigrea).
Drugim recima, trgovina sa grabljivicama nije zabranjena, ali su primena aplikacija sudske medicine treba da
pomogne da se kontroliSe pravno poreklo jedinki i sprece hvatanje zivotinja iz njihovoh populacija.

Zakljucak

Genetika sudske medicine divljih zivotinja kao ogranak konzervatorske genetike razvila se u poslednjih
20 godina. Njena §ira upotreba je, medutim, ograni¢ena za zemlje sa dobro razvijenom molekularne nauke, kao i
ekoloskim zakonodavstvom koje obrac¢a znacajnu paznju na ekoloske zlo¢ine npr lovokrada, kori§éenje ugrozenih i
zaSti¢enih zivotinjskih vrsta i trgovinu ugrozenih vrsta i proizvoda koji poticu od njih.

Prema naSem prethodnom iskustvu, primena tehnike sudske medicine je moguéa i za vrste divljih
zivotinja za otkrivanje vrste i u mnogim slucajevima i podvrste iz nepoznatih bioloskih uzoraka. Koris¢enje
molekularnih markera nuklearnog DNK takode omoguéava identifikacijujedinke. To ¢ini dokaz o identitetu izmedu
bioloskih tragova u Sumi i bioloSkog materijala na moguéeg osumnji¢enog (meso, trofej) .

Dalji razvoj genetike sudske medicine divljih Zivotinja zahteva razvoj jednostavnih protokola za
identifikaciju vrsta na jednoj strani i1 multipleks set prajmera za prepoznavanje jedinki po znatno niskoj ceni i sa
visokom ta¢noscu.

Zahvalnost
Ovaj projekat je podrzan od strane Slovacke agencije za istrazivanje i razvoj granta APVV - 0368 - 10 .
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