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Abstrakt

Nelegalni obchod s volné Zijicimi Zivocichy a rostlinami je jednim z nejlukrativnéjsich zlocind
na svété. Hnaci silou této nekalé praktiky ohrozujici mnoho druhii na pteziti je z velké Casti stale se
zvySujici poptavka po surovinadch k pfiprave tradi¢ni ¢inské mediciny (TCM). Jeji 1écebné piipravky
pfitom zahrnuji mimo jiné i organizmy, s nimiz je obchod zakdzan, nebo regulovan podle umluvy
CITES (the Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora). Tato
mezinarodni dohoda jasné definuje pravidla obchodu s volné¢ Zijicimi druhy i vyrobky z nich. Jejich
poruseni se trestd na zaklad¢é legislativy konkrétniho statu. K zefektivnéni potirani tohoto typu
kriminality je zapotfebi snadno standardizovatelnych a ptesnych technik druhové identifikace. Ve své
praci uvadim souhrn a zhodnoceni metod DNA identifikace zalozenych na principu hybridizace,
polymerazové fetézové reakce nebo sekvenaci, a to i pro vzorky s degradovanou DNA,
nebo komplexni vzorky s obsahem smési riznych druhti. DNA barcoding se zda byt optimalnim
nastrojem k detekci zdrojovych organizmt ¢inské mediciny. Text je doplnén o vycet nejCasteji
zadrzovanych exemplait CITES organizmt vyuzivanych pro ucely TCM s fotografiemi artefaktii
zabavenych Ceskou inspekei Zivotniho prostiedi. Tato prace by tak mohla slouZit celnim organiim

pti vybéru vhodné metody k prukazu ptitomnosti CITES organizmt v surovinach a ptipravcich TCM.

Kli¢ova slova: CITES, tradi¢ni ¢inska medicina, DNA identifikace, druhova identifikace, komplexni

vzorky, DNA barcoding



Abstract

The illegal trade of wildlife animal and plant species is one of the most lucrative crimes
in the world. The driving force behind this unfair practice of threatening many species for survival is
the largely increasing demand for raw materials used to prepare traditional Chinese medicine (TCM).
Its medicinal preparations include, among others, organisms with which trade is prohibited
or regulated under the CITES convention (the Convention on International Trade in Endangered
Species of Wild Fauna and Flora). This international agreement clearly defines the rules of trade
of wild species and products thereof, the violation of which is punishable on the basis of the legislation
of a particular country. Easily standardized and accurate species identification techniques are needed
to make more effective the prosecution of this type of crime. In my bachelor's thesis I am representing
a summary and evaluation of DNA identification methods, which are based on the principle
of hybridization, polymerase chain reaction or sequencing, including samples with degraded DNA
or complex samples containing a mixture of different species. DNA barcoding is currently proven
to be an optimal tool to detect the source organisms of Chinese medicine. The text is supplemented
by the list of the most commonly confiscated specimens of animals and plants used for the purpose
of TCM with photographs of artifacts seized by the Czech Environmental Inspectorate. This work thus
could serve for customs authorities in selecting the appropriate method to prove the presence CITES

organisms in raw materials and TCM preparations.

Keywords: CITES, traditional Chinese medicine, DNA identification, species identification, complex

samples, DNA barcoding
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1 Uvod

Mezi dva nejvyznamnéjsi faktory siln€ ohrozujici pieziti mnoha volné Zijicich druhi patii ni¢eni
jejich pfirozenych stanovist a neudrzitelny obchod s nimi. Pravé ochranou volné Zijicich zivocichi
aplané rostoucich rostlin pted nadmérnym vyuzivanim pro komercni a osobni tcely se zabyva
mezindrodni umluva CITES (the Convention on International Trade in Endangered Species of Wild
Fauna and Flora), jejimiz ¢leny jsou téméf viechny staty na svété véetné Ceské republiky. Vice nez
35 tisic druhit Zivocichii a rostlin CITES tadi do ptiloh I, II a III podle stavu velikosti populaci
ve volné pfirodé a tim i miry jejich ohroZeni mezinarodnim obchodem. S organizmy zahrnutymi
v priloze 1 je obchod zcela zakazan, v ptipadé priloh II a III tento obchod podléha regulacim
vydavanim tzv. ,,CITES permit* (CITES, 2020).

Tradi¢ni ¢inska medicina (Traditional Chinese Medicine, TCM) se od mediciny zapadni li§i kromé
pohledu na lidské zdravi také pouzitim pouze latek ptirodniho ptivodu k Ié¢ebnym uceliim, jako jsou
nejruznéjsi ¢asti rostlinnych a zivocisnych tél nebo nerosty. Obliba této alternativy roste celosvétove,
ackoliv vétsina surovin TCM pozbyva jakychkoliv védecky podlozenych lécebnych ucinki. Tyto
zdroje jsou i nadale pouzivany pro jejich pfipravu, a to véetné druhti pod ptisnou ochranou CITES.

Pokud zabaveny exemplai TCM bez permitu deklaruje ptitomnost CITES organizmu, je dle znéni
Umluvy bréan za jeho skuteény obsah. V piipadé neoznatenych a podezielych artefaktit TCM z obsahu
téchto chranénych druhti je vSak pro ditkazni ucely a nasledovné vymahani prava nezbytné urcit jeho
pfesnou druhovou identitu (Cameron et al., 2004). Pro vydani forenzniho posudku se stava stéZejnim
vybér ¢asoveé nenarocné a piedevsim dostatecné spolehlivé a reprodukovatelné identifikacni techniky.
Ta musi poskytovat dostatek relevantnich informaci k presnému druhovému urceni i ze smesnych
a degradovanych vzorki TCM. V soucasné dobé se kvuli vysoké informativnosti a mnozstvi
dostupnych metod vyuziva zejména technik zalozenych na analyze genetické informace ulozené
v molekulach DNA. Mezi tyto techniky fadime metody zalozené na hybridizaci, polymerazové
fetézové reakci nebo sekvenaci. Objeveni polymerazové tetézové reakce (Mullis & Faloona, 1987)
umoznilo exponencialni namnozeni DNA i ze stopovych vzorki. To vedlo k vytvofeni mnozstvi
odvozenych identifikaénich metod vhodnych pro forenzni ucely, které cili na rizné typy
polymorfismti genomu. Sekvenace vybranych kratkych tisekii mitochondrialniho, chloroplastového
nebo jaderného genomu neboli tzv. DNA barcoding (Hebert et al., 2003) se ukazuje jako mozna
alternativa ke klasickému celogenomovému sekvenovani. Druhy jsou pfitom uréeny porovnanim
podobnosti barcodii se sekvencemi v referencnich databazich a provedenim fylogenetické analyzy.

Cilem mé prace je vytvorit seznam zivocCichti a rostlin vyuzivanych pro ucely TCM a soucasné
chranénych umluvou CITES. Dale pak zhodnotit moznosti DNA identifikacnich metod schopnych
urCeni druhové identity zabavenych exemplait TCM, a to i pro smésné vzorky v pfipad¢ patentni
mediciny nebo vzorky s obsahem degradované DNA nasledkem piipravy vafenim, louhovanim

nebo suSenim.



2 CITES

CITES (the Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora),
nebo také Umluva o mezindrodnim obchodu s ohrozenymi druhy volné Zijicich Zivodichil a plang
rostoucich rostlin, ¢i Washingtonska smlouva, byla ujedndna ve Washingtonu D. C. ve Spojenych
statech americkych dne 3. bfezna 1973. V platnost vesla 1. Cervence 1975.

Mezi prvnimi stranami amluvy byly staty Chile, Kypr, Ekvador, Nigérie, Svédsko, Svycarsko,
Tunisko, Sjednocené arabské emiraty, USA a Uruguay. Ceskoslovensko se stalo smluvni stranou
28. Gmora 1992 celkem jako 114. stat a vstoupila v platnost 28. kvétna 1992. Ceska republika je
smluvni stranou od 1. 1. 1993. K dne$nimu dni ma imluva 183 smluvnich stran (Kucera & Bouckova,
2010; CITES, 2020).

CITES predstavuje mezinarodni dohodu mezi Stranami o ochrané volné zijicich Zivocichi a plané
rostoucich rostlin pfed nadmérnym mezinarodnim obchodem s nimi, jejich ¢astmi nebo vyrobky
znich, ktery by jinak mohl vést spole¢né s destrukci ptirodnich stanovist' az na pokraj vyhynuti
nékterych druhd a vazné ohrozit jejich pieziti na Zemi. Umluva ma tedy za tikol kontrolovat obchod

za UcCasti signataiskych statil a zajistit tak udrzitelné vyuzivani téchto ptirodnich zdroji (CITES, 2020).

2.1 CITES v praxi

Signataiské zemé jsou Stranami a svym podpisem se zavazaly k dodrZzovéani predpisit danych
dohodou. Umluva neslouzi jako nahrada za vnitrostatni pravni predpisy, pouze Stranim vymezuje
ramec, ktery svym souhlasem potvrdily dodrzovat. Strany musi pfijmout statni legislativu, aby byly
schopny vykondvat imluvu i na vnitrostatni Grovni. Povinnosti kazdé Strany je jmenovat nejméné
jeden narodni vykonny organ, ktery bude zajiStovat administrativni ¢ast a jeden nebo vice védeckych
organt pro posouzeni vlivu dovozu a vyvozu exemplait na volné Zijici populace (CITES, 2020).

Dovoz a vyvoz organizm zahrnutych v CITES nebo vyrobkli znich podléhd kontrolam
realizovanych zejména skrze povoleni, t¢z ,,CITES permit“. Tato povoleni vyddvana vykonnymi
organy smluvnich stran jsou kontrolovana celnimi organy c¢lentt imluvy, mezi kterymi obchod
probiha. Védecky organ hraje zasadni roli ve vydavani povoleni. Rozhoduje se na zakladé stavu
velikosti populace organizmu ve volné pfirod¢, tedy sleduje, zda odbérem jedincti nedojde k ohroZeni
druhu na preziti (Kucera & Bouckova, 2010; Kloucek, 2017).

Ukolem smluvnich stran je také shromazdovat informace o schvalenych a provedenych dovozech
avyvozech, které kazdy rok odevzdavaji Sekretaridtu CITES. Vyrocni zpravy jsou ulozeny
ve Svétovém monitorovacim stfedisku ochrany pfirody (UNEP-WCMC) a po zpracovani se poskytuji
vykonnym organtm, védeckym radam a Sekretariatu CITES (Kucera & Bouckova, 2010).

Pod ochranu CITES spada zhruba 5800 druhti Zivoc¢ichd a 30 000 druht rostlin. CITES organizmy
jsou na zaklad¢ stupné ohrozeni mezinarodnim obchodem rozdéleny do tii kategorii uvedenych

v prilohach I, IT a III CITES - viz Tab. 1 (Kucera & Bouckova, 2010; CITES, 2020).
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Tab. 1 Tabulka shrnujici fazeni druhd chranénych CITES a pozadavky na jejich dovoz a vyvoz (CITES, 2020).

Piiloha Zahrnuje Dovoz a vyvoz
I druhy pfimo ohrozené vyhynutim, na je zakazéan, pokud je provadén za primarné obchodnim
které by mezinarodni obchod mohl mit wcelem, nebo ohrozuje pieziti druhu a je povolovan jen
fatalni dopad vyjimecné
I druhy, které nejsou ohrozeny pfimo vyvozni povoleni je vydavano v pfipadé, ze exemplar

vyhynutim, ale je potfeba obchod s nimi byl ziskan legalnim zptisobem a jeho vyvozem nedojde
kontrolovat, aby nedoSlo nadmérnému k naruseni populace, dovozni povoleni neni potieba,
vyuzivani ohrozujici je tak preziti pokud neni vyzadovano narodni legislativou

I druhy, které jsou pfimo ohrozeny vyzadovdno je pouze vyvozni povoleni konkrétni
mezinarodnim obchodem jen v uréité zemi, zemé, na jejimz uzemi druh zije, z ostatnich statu je
a tato zemée pozadala strany CITES o dozor nutné mit certifikat ptivodu
nad jejich vyuZivanim

2.2 CITES v Evropské unii

Z divodu spole¢ného evropského obchodu a absence systematickych hrani¢nich kontrol je
vykonavana imluva CITES jednotné jiz od roku 1984. Pro CITES piedstavuje EU celek a v soucasné
dob¢ se imluva v ni realizuje na zaklad¢ natizeni Rady (ES) ¢. 338/97, které se zabyva ochranou
druhti volné Zijicich zivocCichii a plané rostoucich rostlin regulovanim obchodu s nimi, a nafizeni
Komise (ES) ¢. 865/2006 o pravidlech vykondvani natizeni Rady (ES) ¢. 338/97 a praktickych
aspektech jeho provadéni. Natizeni EU je zakonem platnym pro vSechny obcany, fyzické i pravnické
osoby vSech statd unie (Kucera & Bouckova, 2010; European Commission - Environment, 2019;
AOPK CR, 2020).

Evropska unie ma vlastni fazeni CITES organizmti v mnoha ohledech striktné€j$i nez samotné
ptilohy I, II, ITI CITES, resp. zahrnuje i druhy piivodn& amluvou nechranéné. Radi mezi né organizmy
nechranéné¢ CITES, ale ohrozené¢ vyhynutim, druhy podobné zatazenym druhlim k usnadnéni
sledovani stavu jejich ohrozeni. Dale pak druhy s vyssi trovni ochrany podle evropskych smérnic
o ochran¢ pfirodnich stanovist a ochrané volné Zijicich ptakli a potencialné invazni druhy, které by
mohly znamenat ohroZeni pro ptivodni evropskou faunu a floru (A4OPK CR, 2020; CITES.es, 2020).
Seznamy organizml se rozdéluji do pfiloh A, B, C a D, pficemz piiloha D slouzi predevSim
ke sledovani urovn¢ dovozu do EU — viz Tab. 2. Pokud ze ziskanych ro¢nich dat o celkovém dovozu
vyplyne mozné ohrozZeni nadmérnym obchodem, je zvazovano pietazeni daného druhu do pfilohy B

(The Differences between EU and CITES Provisions, 2020).



Tab. 2 Tabulka shrnujici fazeni CITES organizml a pozadavky na vyvoz a dovoz CITES exemplait podle nafizeni
Evropské unie (European Commission - Environment, 2019; The Differences between EU and CITES Provisions, 2020).

Piiloha Zahrnuje Dovoz a vyvoz
A vSechny CITES druhy pfilohy I, nékteré je pro komercni ucely zakazan v pfipadé organizmu
druhy pfiloh II a III, pro které si EU zvolila soucasné¢ ftazenych v ptiloze I CITES, v jinych
prisnéjsi zatazeni a druhy mimo umluvu pripadech je vyzadovéano vyvozni a dovozni povoleni
B vSechny druhy pfilohy II, né&které druhy je vyzadovano vyvozni povoleni v pfipad€, pokud se
ptilohy III a druhy mimo umluvu jedna o exemplat prilohy II CITES a dovozni povoleni
C zbylé druhy pfilohy III mimo vyjmenované je vyzadovano vyvozni povoleni v pfipadé€, ze vyvozni
v ptilohach A, B zemé fadi exemplat do prilohy III CITES, jinak staci
certifikat piivodu, vzdy je vSak nezbytné mit oznameni
o dovozu
D druhy z pfilohy III, pro které jeden nebo vice je vyzadovano pouze oznameni o dovozu

Clenskych statd EU vyzadaly vyhradu, druhy
jejichz dovoz do EU je zapotiebi sledovat

2.3 CITES v Ceské Republice

Po vstupu Ceské republiky do Evropské unie dne 1. kvétna 2004 se stal platnym zakon
¢. 100/2004 Sb. o ochran¢ druhti volné zijicich zivoCichti a plané rostoucich rostlin regulovanim
obchodu s nimi a dal§ich opatfenich k ochran¢ téchto druhii a o zméné nékterych zakont (zdkon
0 obchodovani s ohrozenymi druhy), nafizeni (ES) ¢. 338/97 a dal§i predpisy EU. Vyhlaskou
¢. 210/2010 Sb. se provadéji néktera ustanoveni zdkona ¢. 100/2004 Sb. (Kucera & Bouckova, 2010;
AOPK CR, 2020).

Hlavnim vykonnym organem CITES v CR je Ministerstvo Zivotniho prostfedi (MZP) a narodnim
védeckym organem se stala Agentura ochrany ptirody a krajiny CR (AOPK CR). Kontrolu dodrzovani
natizeni (ES) &. 338/97 a zakona ¢&. 100/2004 Sb. provadi Ceska inspekce Zivotniho prostiedi (CIZP),
kterd za poruSeni zdkona udé&luje pokuty, ve spolupraci s Policii CR a Celni spravou CR.
Krajské urady reguluji vnitrostatni a vnitrounijni obchod vydavanim povoleni k obchodu. Dtlezitou
roli plni také Statni veterinarni sprava CR (SVS) a Statni rostlinolékaiska sprava CR (SRS)
(Kucera & Bouckova, 2010; CIZP, 2020).

Za nedodrzeni zakona muize byt osob¢, jez se dopustila piestupku, udélena pokuta v maximalni

vys$i 1,5 milionu korun, a to jak fyzickym osobam, tak i podnikatelskym subjektim. V jiném ptipadé

Vv

ey

Zijicimi Zivogichy a plané rostoucimi rostlinami fesi Celni sprava a Policie CR dle § 299 a § 300
zakona €. 40/2009 Sb. Pachatel pak mtize byt potrestan zékazem ¢innosti, odnétim svobody az na dobu

osmi let nebo propadnutim véci (Zdkon & 40/2009 Sb — Trestni zdkonik, 2009; CIZP, 2020).


http://zakony.centrum.cz/trestni-zakonik/cast-2-hlava-8-paragraf-299
http://zakony.centrum.cz/trestni-zakonik/cast-2-hlava-8-paragraf-299

3 Tradi¢ni ¢inska medicina

Tradi¢ni ¢inskd medicina je jednim z nejstarSich komplexnich zdravotnich systémti na svéte.
Je hluboce zakotfenénd v tamni kultufe a od zapadni mediciny se vyrazné lisi v pohledu na clovéka.
Vnimé jej jako funkéné propojeny celek, zatimco zapadni medicina jako jednotlivé Ccasti.
Qi, neboli Zivotni energie predstavujici zdkladni kamen TCM, se pohybuje napfi¢ télem po neviditelné
mapé prochazejicimi jednotlivymi organy — po merididnech. Tyto energetické drahy koordinuji praci
jednotlivych organi a udrzuji tak t€lo v rovnovaze. Podle TCM je ¢loveék zdrav pokud Qi volng
protéka meridiany a organy harmonicky pracuji. Z riznych pfi¢in vSak muize dojit k zablokovani
meridian a tim i k zamezeni proudéni energie, coz ovlivni funkci konkrétniho organu a tim i dusevni
stav jedince. Pohyb energie v meridianech lze stimulovat vyuzitim nékteré nebo kombinaci vicero
zpusobu 1écby TCM. Mezi n¢ patii akupunktura, akupresura (tuina), cvi¢eni (qigong), specialni strava
nebo ¢inska bylinnd 1é¢ba. VSechny tyto metody napomahaji znovuustanoveni rovnovahy, a tim
i celkovému uzdraveni jedince. Pro porozuméni, diagnostiku a lécbu jsou zasadni dvé teorie,
vychazejici ze stfedovéké Cinské filosofie: teorie protikladnych energii Yin a Yang a teorie péti
elementti (Five Element Theory), kterd poukazuje na dynamické propojeni naSeho téla s pfirodou
(Hu & Liu, 2012; ATCM, 2020; TCM World, 2020).

Poptavka po cinské medicin€é celosvétoveé roste, navzdory stale chybéjicim prokazatelnym
dikazim o jeji ucinnosti a bezpecnosti. Dnes se TCM exportuje do vice nez 183 zemi a regiond,
srocni hodnotou obchodu ptes 3 miliardy dolard (7raditional Chinese Medicine in China, 2016;
Cyranoski, 2018).

Za silné podpory soucasného prezidenta Xi Jinpinga byla vytvofena narodni strategie zamétujici se
na zvyseni vnitrozemniho TCM turismu. Ambice Ciny vak sahaji dal za jeji hranice. Globalizace
TCM se stala klicovym pilifem ¢inské tzv. Iniciativy Pas a cesta (Belt and Road Initiative, BRI),
oznacované za novodobou Hedvabnou stezku, jejimz cilem je infrastrukturni propojeni Afriky, Evropy
a Asie a tim i rozsifeni ekonomického a politického vlivu Ciny. Vice neZ 60 zemi, predstavujici
tfi Ctvrtiny svétové populace, se ptipojilo k této iniciativé, a tim paradoxné otevielo cesty vstupu TCM
na svij trh (Chatzky & McBride, 2020; Kuo & Kommenda, 2018). Prodej TCM ptipravki se v t€chto
zemich mezi lety 2016 a 2017 zvysil o 54 % a celkové dosahl hodnoty 295 milioni dolar@. Jednim
z cili BRI je také do konce roku 2020 vytvotit 30 TCM klinik a center, poskytujicich 1ékatské sluzby
a vzdélavani za ucelem celosvétového Siteni TCM (Cyranoski, 2018).

Centrum Tradi¢ni ¢inské mediciny v ramci Fakultni nemocnice v Hradci Kralové bylo otevieno
v zaf roku 2015 a patfilo mezi viibec prvni TCM centra ve stfedni a vychodni Evropé (Yiran, 2019).
Za dobu své tiileté existence jim proslo pres 3000 pacientl, kterym €insti specialisté nabizeli pomoc
zejména od chronické bolesti vyuzitim metod akupunktury nebo cviceni. K 28. unoru 2019 cesko-
¢inské centrum Cinnost ukoncilo z divodu neukotveni TCM praktik v Ceské legislativé (Fakultni

nemocnice Hradec Kralove, 2020).



Navzdory regulacim danych CITES i zdkazu odchytu a zabijeni mnoha druhii zahrnutych v TCM,
c¢erny obchod s nelegalné ziskanymi Zzivo€isnymi produkty jen vzkvétd. Momentalné¢ je, hned
po nelegalnim obchodovani s drogami, zbranémi a lidmi, Ctvrtym nejlukrativnéjsim celosvétovym
zlo¢inem. Rocni zisk tohoto obchodu se pohybuje mezi 7 az 23 miliardami dolar (Lehmacher, 2016;
TRAFFIC, 2020). Neni asi prekvapenim, Zze primarnim hybatelem nelegalniho obchodu s volné
zZijicimi druhy je pravé tradi¢ni ¢inskd medicina. Diky podpote TCM BRI a uznanim tradi¢ni mediciny
Svétovou zdravotnickou organizaci (World Health Organization, WHO) lze ocekavat dalSi nardst

zajmu o Cinskou medicinu béhem této dekady, ktery u mnoha druhti povede az na hranici vyhubeni

(Munton-Baker, 2019).

3.1 Nebezpedi spojené s uzivanim pripravki TCM

Tradi¢ni Cinskd medicina je kvili svému pfirodnimu piivodu Casto vnimana jako bezpecna
alternativa bez vedlejsich ucinkd. Existuje vSak nespocet studii na vyskyt nebezpecnych latek i ptimo
zaznamenanych ptipadt vedlejsich ¢inkit TCM. Mezi nezadouci piimési v TCM patii toxické druhy
rostlin (Cosyns et al., 1999), tézké kovy (Cooper et al., 2007), syntetickd 1é¢iva (Ching et al., 2018),
pesticidy (Harris et al, 2011) nebo mykotoxiny (Zhao et al, 2016). S konzumaci produkti
vyrobenych z voln€ Zijicich zivocichti také hrozi pfenos zoon6z na ¢lovéka (Smith et al., 2012).

Neumyslna zaména bylin rodu Stephania za Aristolochia v ptipravcich na hubnuti vedla mezi lety
1990 az 1992 k selhani ledvin a rakoviné mocovych cest u vice nez 100 zen v Belgii, z nichZ tfetina
musela podstoupit transplantaci ledvin. Dlivodem nefrotoxicity a karcinogenity piipravkil byla
pritomnost kyseliny aristolochové (z rostlin  Aristolochia), ktera tvoii adukty s DNA
(Cosyns et al., 1999).

ZvySeny obsah toxickych tézkych kovi bylinné TCM nemusi byt jen disledek znecis§téné pudy,
ale i umyslného ptidani sloucenin tézkych kovl jako je realgar (AssSs) nebo sulfid rtutnaty (HgS)
do ur¢itych ptipravkt podle ¢inského 1ékopisu (Rai et al., 2001; Cooper et al., 2007). Ptrikladem
umyslné kontaminace je falSovani pfipravkli Cordyceps. Cordyceps patii mezi nejdrazsi a nejvzacnéjsi
TCM, jedna se o larvy napadené houbou, vyuzivané zejména k prevenci proti onemocnéni. Za ucelem
zvySeni vahy a tim vy$siho vydélku, jsou do Cordyceps vkladany olovéné dratky, které mohou byt
nasledné rozemlety pfi zpracovavani do finalni podoby (Wu et al., 1996; Liu et al., 2015).

FalSovani TCM léky na ptedpis, jejich analogy nebo zakdzanymi 1éCivy pod zaminkou zvyseni
ucinnosti nebo zamaskovani nezddoucich ucinkdl jinych pfimési je pomérné beéznou praxi.
Mezi nejCastéji  detekovanymi substancemi v restrospektivni studii TCM byly nesteroidni
na erektilni dysfunkci. Nevédoma konzumace 1€kt v§ak mize vést k vedlejsim az toxickym ucinkiim
s fatalnimi nasledky. Pfi soucasném uzivani 1ékti zapadni mediciny hrozi téZ riziko predavkovani

(Ching et al., 2018).



Soucasné propuknuti pandemie nového koronaviru SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2) s Wuhanskym trhem jako moznym epicentrem nékazy, nazorn¢ demonstruje
nebezpeci spojené s konzumaci volné Zijicich zivocich. Wassenaar & Zou (2020) navrhli na zakladé
podobnosti nukleotidovych sekvenci koronavird u netopyri s SARS-CoV-2, ze pravdépodobnym
puvodcem ndkazy je druh Rhinolophus sinicus. Trus tohoto netopyra je pfitom surovinou pro vyrobu
TCM. Je tedy mozné, Ze zdrojem ndkazy byla TCM pfipravena z infikovanych netopyrt. Tento ndvrh
podporuje také fakt, Ze prvni pacient se symptomy SARS-CoV-2 nemél vazby k Wuhanskému trzisti
(Huang et al., 2020).

Aby se zamezilo opakovani podobnych piipadd, je zapotiebi vytvofit sofistikované kontroly kvality
a bezpecnosti. Ackoliv Cina, jako nejvétsi vyrobce TCM, zpfisnila kontroly kvality, a to zejména
na obsah zbytkl pesticidd, t€zkych kovl a mikroorganizmt, stale existuje velkd mezera mezi ¢inskymi

a mezinarodnimi standardy (Chan ef al., 2015; Lin et al., 2018).

3.2 Obchod s TCM s obsahem CITES organismu

Mezinarodni imluva CITES chrani nespocCet druhli pouzivanych v ¢inské medicin€. Zakazuje
komeréni obchod s druhy zahrnutymi do piilohy I a zaroven reguluje obchod s t€émi v prilohach
ITaIl. S veskerym zbozim deklarujicim obsah jakéhokoliv CITES organizmu, by podle umluvy m¢lo
byt zachazeno jako s jeho skute¢nym obsahem, i piestoze tomu tak nemusi byt. Pfipravky s obsahem
CITES I organizmi jsou stale k sehnani v obchodech po celém svété a to 1 navzdory tomu, Ze je tato
¢innost nelegalni (Cameron et al., 2004).

Mnoho zemi se rozhodlo omezit obchod s ohroZzenymi druhy i na vnitrostatni tirovni, ¢imz zajistily
sekundarni kontrolu pfi selhani kontrol dovoznich. Kvilli obavam z ohrozeni volné Zijicich populaci
tygri a nosorozc vydala vroce 1993 Cinskd lidova republika zakon zakazujici vnitrostatni
obchodovani s tygfimi kostmi a nosoroz¢imi rohy a jejich derivaty. Zaroven byly tyto suroviny
odstranény ze seznamu lécebnych piipravkd oficialniho ¢inského 1ékopisu. Podobné natizeni pfijalo
i Japonsko, Taiwan a USA. O krok dal sli ve Velké Britanii a EU, kde je povolen prodej TCM pouze
rostlinného ptivodu (Still, 2003; Cameron et al., 2004).

3.2.1 Identifikace CITES organism( v TCM

Vice nez dvanact tisic druht rostlin, zivoCichi a minerald tvoii zaklad nejen 1ékd na predpis,
ale i patentni mediciny (Liu et al., 2016). Surovinami na pfedpis jsou casti rostlin nebo zivocCichil,
které mohou byt pfimo konzumovany po Upravé varenim, suSenim nebo drcenim (Cameron et al.,
2004). K docileni lepsich ucinkl predepisuji ¢asto TCM 1é¢itelé surové slozky v rizné kombinaci Sité
pfimo na miru konkrétnimu pacientovi (TCM World, 2020). Patentni medicina pfedstavuje TCM

zpracovanou jiz do finalni uzivaci podoby pilulek, tablet, kapsli, prasku, naplasti nebo tinktur



balenych v krabickdach pro vnitrostatni a celosvé€tovou distribuci  (Koh & Woo, 2000;
Cameron et al., 2004).

Druhova identifikace tak rozmanitého materidlu se stava nesmirné obtiZznou a casto vyzaduje
posudek odbornika. Plivod vétSiny surovin byva uréen na zakladé oznaceni pytld, krabic ¢i nadob
uréenych k pfevozu nebo dlouhodobému uchovani. V pripadé patentni mediciny pak na zaklade
obsahu ingredienci na balenich. Tato oznaceni jsou Casto v ¢inskych znacich, proto je alespoii jejich
zakladni znalost pro vykonné orgdny nezbytna. Pokud suroviny nenesou viditelné oznaceni,
ale existuje podezieni na jejich pfitomnost nebo ptvod, je tfeba ptizvat odborniky zfad botanikil
a zoologt k detailnéjsi identifikaci. Padé€lani nejcennéjsich a Spatn€ dostupnych surovin TCM zistava
pomérnée Castou praktikou. Pro diikazni ucely, zabaveni a ptipadné stihani musi byt potvrzena presna
druhové identita pfedlozené suroviny nebo produktu v zavislosti na vnitrostatnich ptedpisech. Jedinou
moznosti, jak ziskat naprostou jistotu o ptivodu daného exemplare, je tak ziskani znaleckych posudkil

od forenznich specialisti (Cameron et al., 2004).

3.2.1.1 Identifikace surové a patentni TCM

Obecné je identifikace surovin zivocisného puvodu v nezpracované podobé jednodus$si nez
v ptipadé rostlin. Nosorozc¢i rohy, tygii kosti, zelvi krunyfe nebo medvédi zlucniky lze urcit na zakladé
morfologickych znakt typickych pro dany druh. V pfipad¢ jejich zpracovani do podoby prasku
nebo hoblin je vSak takova identifikace nemozna a je nutné ptistoupit k forenznim metodam analyzy.

Z bylin se nejcastéji obchoduje se susenymi stonky, listy, kofeny, nebo plody v rizné fazi
zpracovani. Zdanlive tak i zcela nepfibuzné druhy mohou vypadat nerozeznatelné a je proto dulezité
k ptesné identifikaci vyuzit modernich analytickych metod.

Patentni TCM byva cCasto smési vysoce zpracovanych rostlinnych a ZzivociSnych druhdg,
jejichz identitu je tak ztratou morfologickych znakdi nemozné urcit. DNA metody se stavaji Casto

jedinym zpiisobem identifikace takto degradovaného materialu (Cameron et al., 2004).

3.2.2 Nejéastéji zachyty ve svété a v CR
3.2.2.1 Zvirata

Tygr — Panthera tigris — Hu Gu (CITES I/A)

Tygfi patii mezi ohroZené endemické kockovité Selmy Asie. Ve volné prirodé se vyskytuje celkem
6 poddruhti z ptivodnich deviti. Aktualné ¢itaji dohromady asi 3 tisice jedincii ze 100 000 na pocatku
dvacatého stoleti. Tento rapidni propad pocetnosti je zplsoben zejména masovym vybijenim
v minulosti, ztratou pfirodnich stanovist’ a pytlacenim (Morell, 2007; Moyle, 2008). Mezi nejcennéjsi
¢asti tygra patii podle TCM kosti tradicn€ uzivané k 1écbé revmatismu a dalSich nemoci spojenych
s pohybovym aparatem. Kosti se nejcastéji pouzivaji ve form¢ ndplasti nebo tygiiho vina,

pfipravované¢ho louhovanim tygfi kostry v ryZzovém vin€. Jako néhrada za tygfi se v tradi¢ni medicing



pouzivaji kosti levharti, udajné vSak maji nizsi ucinnost. Levhart (Panthera pardus) je, stejn¢ jako
tygr, zafazen vpftiloze I CITES, obchod snim je tedy na mezinarodni trovni zakazan

(Gratwicke et al., 2008; Moyle, 2008).

Nosorozci — Rhinocerotidae — Xi Niu Jiao (CITES I,11/A,B)

Na svété zije celkem pét druhti nosorozeil, dva v Africe a tfi v Asii. VSichni tvoti soucést ptilohy I
CITES svyjimkou populaci Svazilska a Jihoafrické republiky, kde se fadi do pfilohy II
CITES k umoznéni mezinarodniho obchodu s loveckymi trofejemi (Checklist of CITES species, 2020).
Nosorozci jsou zabijeni pfedev§im pro své rohy, které jsou v zemich Asie vnimany jako symbol
bohatstvi a zdravi. Nosoroz¢i roh tvoii souc¢ast TCM vice nez 2000 let. Konzumace odvarid
z rozemletych roht slouzi k 1é¢bé horecky, dny, revmatismu nebo rakoviny. Stav populaci asijskych
druhti nosorozcii je kvili vysoké poptavce kriticky. Z tohoto divodu je dnes trh zasoben rohy
z Afriky, zejména pak z JAR, ktera je domovem naprosté vétSiny nosorozcl (Save the Rhino

International, 2020).
Medvédi — Ursidae — Xiong Dan (CITES I,11/A,B)
Nejcenngjsi casti medvéda v TCM je zlucnik a susena

zlu¢ ziskavana predevsim z medvéda tibetského a uSatého,

v posledni dob¢ i z ostatnich druhli Celedi Ursidae. Vsech g ii HE w
osm druhtt z celkem péti rodd medvédi je zahrnuto \/ Q 5 i (L

v prilohach CITES (Feng et al., 2009). Tradi¢n¢ se medvédi

zlu¢ a zlu¢nik uzivaji k detoxikaci, zlepSeni zraku a zmirnéni
kie¢i. Podavaji se ve formé prasku, tablet nebo kapsli. Obr.1TCM deklarujici obsah medvédi Zluce
K omezeni pytladeni a nasyceni trhu s produkty z jejich tél se v Ciné od roku 1980 provozuje farmovy
chov medvédi, spocivajici v odebirani Zluci ze zivych zvifat. Vice nez 7 000 medvédu je drzeno v
malych klecich strvale katetrizovanym zluénikem pod znacnymi davkami antibiotik a sedativ.
Moznou alternativu bez tyrani a ohrozovani na preziti predstavuje synteticky pfipravena kyselina
ursodeoxycholova, aktivni slozka medveédi Zluci s prokdzanymi lécebnymi ucinky na ncktera
onemocnéni jater a zlu¢ovych kamenti (Feng et al., 2009; The Journal of Chinese Medicine & TCM,
2020).

Luskouni — Pholidota — Chuan Shan Jia (CITES I/A)

Luskouni jsou Supinatd zvitata zivici se zejména mravenci a termity. VSech osm druhii luskound,
zahrnujici 4 druhy z Afriky a 4 z Asie, chrani umluva CITES (Checklist of CITES species, 2020).
I ptes zakaz obchodu s témito zvifaty, jen za posledni desetileti z volné pfirody zmizelo vice nez

milion luskouni a stali se tak vlbec nejobchodovanéjSimi volné Zijicimi savei na svete

(Gaubert ef al., 2018). Jsou loveni zejména pro maso a Supiny vyuzivané v TCM. Supiny udajné


https://www.iucnredlist.org/search?taxonomies=102046&searchType=species

podporuji krevni obéh a laktaci, pouzivaji se také k 1écbé otokli a zanétd. Maso luskount predstavuje

v ¢inské kultuie symbol luxusu a poukazuje na socialni statut dané osoby (Xu et al., 2016).

Kabari — Moschus — She Xiang (CITES I,1I/A,B)

Tito drobni jeleni s vyrazné¢ dlouhymi S$pic¢aky
rodu Moschus se stali soucasti umluvy CITES
v dasledku ubytku jejich populaci vlivem odlesniovani
a zvySené poptavce po mosusu Cinskou medicinou.

Mosus, vymések pizmovych zlaz samct kabart, se

pridava do vice nez 300 produkti TCM. Typicky se

prodava ve formé olejli, sprejii, prasku, pilulek nebo Obr.2 TCM deklaruiici obsah mosusu

naplasti k podpoie krevniho ob&hu, 1€cbé otokll a jako afrodiziakum nebo sedativum (Ng & Burgess,
2004; The Journal of Chinese Medicine & TCM, 2020). Jen v Ciné je roéné k vyrobd TCM
spotiebovano priblizné¢ 1000 kg mosusu, coz piedstavuje obsah zlaz ziskany z asi 100 000 jedinct.
Farmové chovy kabard poskytuji jen 20 kg mosusu za rok, coz ani zdaleka nepokryva jeho poptavku

(Meng et al., 2012).

Sajga tatarskd — Saiga tatarica — Ling Yang Jiao (CITES 11/B)

Sajga je kriticky ohroZenou antilopou
stepi a polopousti jihovychodni Evropy
acentralni Asie. Rohy sajg jsou
nejcennéjs$i  ¢asti  antilop v TCM.

Prodavaji se celé, jako hobliny |

nebo prasek. V moderni podobé poté jako

pilulky ¢i popularni tzv. cooling water Obr.3 TCM deklarujici obsah rohu antilopy Saiga tatarica

k 1é€bé horecky, bolesti v krku, kaSle nebo chiipky. V 90. letech utrpél tento druh nadhly pokles
populaci, pficemz vice nez 95 % jedinci zmizelo z ptirody vlivem pytlaceni a lovu pro maso.
Hlavnimi dvody tohoto masového vybijeni sajg byly kolaps regulaci kontrolovaného lovu a rostouci
chudoba na venkove po rozpadu Sovétského svazu (Chen ef al., 2015; Doughty et al., 2019). Populace
sajg se vnedavné dobé potykala také s bakterialni ndkazou, na jejiz nasledky zemielo vice nez
200 tisic jedinct predstavujici az 62 % jejich svétové populace (Kock et al., 2018; Checklist of CITES
species, 2020; IUCN Red List of Threatened Species, 2020).

Morsti konici — Hippocampus — Hai Ma (CITES 11/B)

Zatazeni celého rodu Hippocampus do ptilohy CITES bylo reakci na nadmérny rybolov ohrozujici
tyto ryby na pieziti. Vice nez 20 milionl jedinct se kazdoro¢né proda na celosvétovém trhu. Konici
jsou prodavani jako akvarijni ryby, nebo suSeni ke konzumaci v ¢inské mediciné. Kromé tradi¢niho

vyuziti k 1écbé erektilnich dysfunkci, maji nekteré latky v nich obsazené prokdzané protinddorové
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vlastnosti, zpomaluji starnuti a dovedou potlacit zanét nervové tkané (Chang et al., 2013; Checklist of

CITES species, 2020).

Gekon obrovsky — Gekko gecko — Ge Jie (CITES 11/B)
Jeho domovem jsou tropické regiony jizni Ciny a jihovychodni Asie. Pro i¢ely TCM jsou jedinci
vykuchani, natazeni a suSeni, nebo jsou macerovani vryZzovém viné¢ a nasledné¢ konzumovani.

Vyuzivaji se zejména v Ciné a Vietnamu, a to k 16¢b& diabetes, astmatu nebo rakoviny (Bauer, 2009;

Gu et al., 2011; Checklist of CITES species, 2020).

Krajty — Python sebae, Python molurus (CITES 11/B)

Krajti tuk se ziskdva predevsim z volnég Zijicich krajt druhii T Y

Python sebae a Python molurus. Olej zlatozluté barvy se

Antimycosique

- Ketoconazole
- Neomycin Sulfate

tradicné¢ pouzivad k 1écbé revmatismu, keloidd a zlomenin

(Ugwudike et al., 2013).

Obr. 4 TCM deklarujici obsah krajtiho tuku

3.2.2.2 Rostliny

Dendrobium officinale — Shi Hu (CITES 11/B)

Tato kriticky ohrozené bylina patfi do Celedi Orchidaceae obsahujici vice nez 1500 druhti Casto
komercné péstovanych, ale i vyuzivanych v TCM. SuSené nebo Cerstvé stonky Shi Hu se povazuji
za vyborny 1€k pfi onemocnéni ledvin, plic a zaludku jako je horecka, diabetes nebo gastritida.
Alkaloidy obsazené v téchto orchidejich maji slabé antipyretické a analgetické ucinky, podporuji
imunitu, snizuji oxidativni stres a maji protirakovinnou aktivitu (Bulpitt et al., 2007; Lehr & Jaramillo,

2017; Cheng et al., 2019).

Saussurea costus — Mu Xiang (CITES I/A)

Saussurea costus je kriticky ohroZenou endemickou

[R5k 7710930038 @
[

bylinou Himalaji. Jeji suSeny koten tvoii od nepaméti
soucast nejen Cinské mediciny ale i1 indické ayurvedy
pro své antiseptické ucinky a 1écbu astmatu. Olej
z kofene je udajn¢ efektivni k 1é¢bé lepry a pro své aroma Kianglian Jiaonang

#
se pridava do parfémii.  Saussurea byva Casto i
FEHZEHEBAFRSTS 1081 * 14

nahrazovana nechranénymi morfologicky podobnymi
rostlinami  Viadimiria souliei, Aristolochia contorta ©OPT-3 TCM deklarujici obsah bylin Saussurea

a Aristolochia debilis s obsahem karcinogennich aristocholovych kyselin (Pandey, Rastogi & Rawat,

2007; Shum et al., 2007; TRAFFIC India, 2011).

Aquilaria — Chen Xiang (CITES Il/B)

Aquilaria je jednim ze dvou rodu stromt produkujicich agarové dievo, jednu z nejvice cenénych

pfirodnich latek. Agarové dfevo vznikd po napadeni stromu hmyzem, bakteriemi nebo houbami,
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pricemz obrana pryskyftice se vpiji do dieva, které se nasledné zpracovava do riznych forem. Pouziva
se jako kadidlo, esencialni olej, ptisada do parfému a v tradi¢ni medicin¢. Chen Xiang je tradi¢né
pouzivan kulevé od zaludeCnich potizi, kasle, revmatismu, bolesti a vysoké horecky. Ma také
prokézané antibakterialni, protirakovinné a sedativni G¢inky. Dnes jsou stromy Aquiaria pestovany
na plantazich a tvorba ,,agarwood” se v nich uméle vyvolava (Lehr & Jaramillo, 2017; Wang et al.,

2018).

Gastrodia elata — Tian Ma (CITES 11/B)

Je saprofytickou vytrvalou bylinou ¢eledi Orchidaceae. Hlizky téchto orchideji udajné 1é¢i nemoci
zpusobujici vysoky krevni tlak, zavraté, kiece a mrtvici. Gastrodin ptedstavuje hlavni aktivni latku
obsazenou v Tian Ma s experimentdln¢ prokazanymi ucinky na lécbu epilepsie a stavi deliria.
Komeréni péstovani této byliny bylo zapolato jiz v roce 1970 v Cing (Bulpitt et al, 2007;
Lehr & Jaramillo, 2017).

Cistanche deserticola — Rou Cong Rong (CITES 11/B)

Cistanche je rod  parazitickych  rostlin

vyskytujicich se na suchych stanovistich a poustich % TE STOVIM

severni polokoule. V tradicni c¢inské medicingé se e TRANG DUONG BS THAN XUAN QUANG

pouzivaji suché stonky téchto sukulentnich rostlin
na chronickd onemocnéni ledvin, impotenci, zenskou

neplodnost nebo zacpu. Aktivni latky obsazené

1SO 9001:2008

v téchto rostlinach maji prokazané neuroprotektivni
a pamé&t’ zlepSujici uginky. Posiluji imunitu a diky OPr-6 TCM deklarujici obsah bylin Cistanche

fytoestrogenni aktivit¢ napomahaji k pfedchazeni osteoporodzy (Wang et al., 2015; Li ef al., 2016).
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4 Metody laboratorniho prikazu pritomnosti biologického materialu
CITES organizm(

4.1 Makroskopické a mikroskopické metody

Druhova identifikace organizmi pomoci charakteristickych morfologickych a mikroskopickych
znakt je tradicni a stale pouzivanou metodou (Zhao et al., 2005, 2017). Napiiklad Liu et al. (2011)
pfedstavil snadnou metodu autentifikace surové mediciny Cordyceps sinensis od 5 nejCastéjSich
padélk podle typického tvaru téla larvy, stroma a nékterych mikroskopickych vlastnosti. Blizce
ptibuzné druhy rostlin jsou Casto rozezndvany podle délky stonku, listd, poctu internodii stonku
mikroskopie anatomickych znaki jako je pocet vrstev felému, tvar Skrobovych zrn, pocet a lignifikace
cévnich svazk, pfitomnost nebo absence kiemicitych vrstev, kamennych bun¢k nebo krystald oxalatt
(Liang et al., 2006; Yu et al., 2014; Zhao et al., 2017). Mikroskopické techniky nabizeji jednoduchou,
rychlou a predev§im cenové dostupnou metodu identifikace rostlinného a zivocisného materialu
vTCM (Yu et al., 2014; Xu et al., 2015). Tyto metody jsou ale neaplikovatelné na patentni medicinu,
kde jsou rizné smési surovin rozemlety na prasek a pozbyvaji tak vétSiny charakteristickych rysi
(Xuet al, 2015). Zaroven ptesnost urCeni témito metodami primarné zavisi na znalostech

a zkusenostech odbornika (Han et al., 2016).

4.2 Proteomika

Proteomické identifikaéni pfistupy zalozené na druhové specifickych peptidech a protilatkach se
vyuzivaji zejména pti kontrolach kvality potravin a TCM (Lum et al., 2002; Sentandreu et al., 2010;
Li et al., 2017). Mohou vsak slouzit 1 k ureni druhti s nedostatkem referen¢nich sekvenci v DNA
databazich (Lopez et al., 2002). K nalezeni peptidovych markerd je tfeba veskeré extrahované
a redukované proteiny z tkané podrobit digesci trypsinem. Vzniklé kratké peptidy jsou analyzovany
pomoci chromatografickych technik a metod hmotnostni spektrometrie a nasledn¢ vyhodnocovany
dostatecné specifické peptidy srovnanim jejich aminokyselinovych sekvenci s databazi. Ackoliv tato
metoda vykazuje vysokou citlivost a spolehlivost i pifi stopovém mnozstvi vzorku, diky znacné
homologii sekvenci proteind mezi druhy mtze byt objeveni takového peptidu znacné problematické
(Sentandreu et al., 2010; Li et al., 2017).

K vytvoreni protilatek schopnych odlisit druhy od sebe je zapotfebi nalézt druhoveé specificky
antigen, nejcastéji protein. To se provadi srovnanim distribuce proteinti mezi riiznymi druhy daného
taxonu z map dvoudimenzionalni elektroforézy. Takovy antigen pak lze pouzit k vytvofeni ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) testu, ktery tak znac¢n¢ urychli proces identifikace (Lum

et al., 2002). Protilatky a antigeny jsou vsak, stejn¢ jako vétSina proteind, jen omezené stability. Navic
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je jejich vyroba nakladna, obvykle nejsou dostate¢né specifické a u blizce ptibuznych druhti ¢asto

dochazi ke ktizovym reakcim (Parson et al., 2000).

4.3 Chemicka analyza

Analyza profil chemického slozeni bylin TCM se aplikuje zejména pii kontrolach kvality. Ty
zahrnuji odliSeni bylin od blizce ptibuznych nahrazek, detekci jedovatych druhti nebo odliseni
kultivovanych jedinct od chranénych plané rostoucich (Schaneberg & Khan, 2004; Chen et al., 2017;
Ye et al., 2017). K soucasnému ur¢eni mnoha slozek zaroven se pouzivaji chromatografické metody
HPLC, GC, CE a HPTLC (Xie et al., 2006). HPLC pfitom patii mezi viibec nejcastéji vyuzivanou
techniku chemického profilovani mnohdy ve spojeni s dal$imi technikami umoziujicimi strukturalni
objasnéni pritomnych latek (Wang et al., 2007; Ma et al., 2008; Ye et al., 2017). Druhy jsou od sebe
odliseny na zakladé charakteristickych pikii ve srovnavanych chromatogramech. Ackoliv se
identifikace pomoci HPLC ukézala jako vysoce efektivni a robustni metodou, nejvétsi prekazkou jeji
standardizace pro forenzni ucely je nestalé fytochemické slozeni rostlin. Obsah fytochemickych latek
zavisi nejen na podminkéach péstovani, stafi rostliny, dob€ sbéru a podminkach skladovani, ale lisi se
1 v ramci jednotlivych ¢asti rostlin (Lazarowych & Pekos, 1998; Kindlovits ef al., 2014; Kang & Kim,
2016; Hend, Ibrahim & Mohamed, 2018). Je proto lepsi tyto metody kombinovat napiiklad s DNA
barcodingem (Palhares ef al., 2015).

14



4.4 DNA analyza

4.4.1 Metody izolace DNA z forenznich vzork

Izolace DNA v dostate¢ném mnozstvi a kvalité, bez pfitomnosti inhibitortt PCR a s minimalni
Sanci kontaminace z okoli je stéZejnim bodem pro jeji dalsi analyzu (Yang et al., 1998).

Fenol-chloroformova extrakce DNA ve spojeni s piedchozi digesci bunécného obsahu
proteinazou K patii mezi tradicni a stale asto pouzivané metody izolace (Lee ef al., 2010). Jeji princip
je zaloZen na rozdilné rozpustnosti DNA a ostatnich slozek bun¢k mezi vice nepolarni smési fenol-
chloroform a polarnim vodnim prostfedi. Tato metoda je vSak pomérné Casové naroc¢na. Zahrnuje
pouziti zdravi Skodlivych latek a neni proveditelna v jedné mikrozkumavce, coz zvySuje moznost
kontaminace z okoli (Hoff-Olsen ef al., 1999). Mezi dalsi aplikované techniky patii Chelex a izolace
zalozené na silice. Chelex se sklada zkopolymerd styrenu divinylbenzenu s navdzanymi ionty
schopnymi chelatace polyvalentnich iontii. Odstranénim iontti ze smési tak zabraniuje degradaci DNA
pti vysokych teplotach pouzivanych pfi izolaci (Boom ef al., 1990; Walsh, Metzger & Higuchi, 1991).
Obecné extrakéni metody zaloZzené na silice vyuzivaji vlastnosti silika castic specificky vazat
molekuly DNA v pfitomnosti vysokych koncentraci chaotropnich molekul. Extrakce DNA je

po promyti mozna elu¢nimi roztoky (Boom et al., 1990; Lee et al., 2010).

4.4.2 Klasifikace plvodu vzorku

Pred samotnym vybérem vhodné¢ DNA identifikatni metody je nezbytné nejprve zjistit pivod
neznamého vzorku. Triplex PCR test predstavuje rychlou klasifikaéni metodu, kterd vyuziva celkem
tii pard primert. Dva z nich jsou specifické pro sekvence gend (COI zivocichu a rbcL rostlin) a jeden
slouzi k detekci PCR inhibitort. Vizualizaci PCR produktti na gelu je tak mozné detekovat pritomnost
rostlinného, nebo/a Zzivoc€isného materidlu a PCR inhibitort na zakladé rozdilnych délek

amplifikovanych useki (Saskova, Votrubova & Vanék, 2017).

4.4.3 Polymorfismy vyuzivané ve forenznim vysetrovani

4.4.3.1 Repetitivni sekvence

Variable Number of Tandem Repeat (VNTR) a Short Tandem Repeat (STR) se ftadi
mezi repetitivni sekvence nachazejici se napii¢ celym eukaryotnim genomem. VNTR nebo také
minisatelity, predstavuji tandemoveé se opakujici kratké useky DNA o 11-60 bp dosahujici celkové
délky az né€kolika kilobazi (Jeffreys, Wilson & Thein, 1985; Nakamura et al., 1987). Naproti tomu
delka STR repetici, ¢i mikrosatelitti, se pohybuje jen okolo 2—4 bp a obvykle neni delsi nez 100 bp
(Tautz & Renz, 1984; Edwards et al., 1991). Variabilita v délce té€chto sekvenci tak odrazi riizny pocet
opakovani kratkych repetici v nich. Coz mize byt zptsobeno sklouznutim DNA polymerazy béhem
replikace nebo chybami piirekombinaci (Jeffreys, Wilson & Thein, 1985; Nakamura et al., 1987).

Minisatelity byly prvnim navrzenym genetickym markerem pro DNA fingerprinting k individualni
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identifikaci osob ve forenznim vysetfovani (Gill, Jeffreys & Werrett, 1985; Jeffreys,
Wilson & Thein, 1985). V soucasné dobé je k individualni identifikaci lidi i zvifat upfednostiovano
STR profilovani kviili jeho vyssi variabilit¢ a krat$i délce usnadnujici jeho amplifikaci (Edwards et al.,

1991; Yan et al., 2005; Zahra et al., 2018).

4.4.3.2 Jednonukleotidovy polymorfismus (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)

SNP predstavuje zaménu jednoho nukleotidu na konkrétnim misté genomu, kterd ndsledné vede
k polymorfismu mezi jedinci. Tyto substituce jsou transverze, pii nichz dochazi k zdméné pyrimidinu
za purin (¢i naopak). Nebo v CastéjSim piipad€ tranzice ptedstavujici substituci pyrimidinu
za pyrimidin a purinu za purin. Substituce patii k viibec nejcastéjSim zménam nukleotidovych
sekvenci u ¢lovéka (Wolfe, Li & Sharp, 1987). Jedna se pfitom o bialelické zimeény, tedy pouze 2 ze 4
nukleotidi mohou byt nalezeny v této pozici. Naprostd vetSina SNP se nachazi v nekodujicich
oblastech. Ty, jez jsou lokalizovany v kddujicich a regulacnich oblastech, mohou zpisobit zmény
aminokyselinového slozeni proteinti nebo ovlivnit expresi a translaci genovych produkti (French et

al., 2002; Mooney, 2005).

4.4.3.3 Inzerce a delece (In/Dels)

Jedna se o mutacni udalosti, pfi nichz dochazi k inzerci nebo deleci jednoho nebo vice nukleotidd
v sekvenci DNA. Indely jsou asi 10krat méné ¢asté nez substituce. Zaroven zpétna mutace u nich neni
obvykla, coz vede kjejich zna¢né stabilit¢ vramci genomu (Saitou & Ueda, 1994; Carneiro,

Pereira & Amorim, 2012).

4.4.3.4 Sekvencni polymorfismus

Ve forenzni analyze zivoCiSnych a rostlinnych vzorkli se obvykle vyuziva sekvencniho
polymorfismu lokusi mtDNA a cpDNA. V ptipadé mtDNA je tento typ polymorfismu zplsoben
mnohem vys$§i mutacni rychlosti v disledku nedostate¢ného opravného systému mtDNA, ktery tak
vede k rychlé akumulaci substituci a indelti nukleotidi ve srovnani s jadernym genomem (Brown,
George & Wilson, 1979; Tzen, Wu & Liu, 2001; Liu ef al., 2019). Ackoliv cpDNA nevykazuje vyssi
substituéni rychlost nez jaderna DNA rostlin, je ¢asto vyuzivano pravé této konzervovanosti lokust.
Tyto vlastnosti spole¢né s vysokym poctem kopii na buniku délaji z mtDNA i cpDNA optimalni
nastroj k identifika¢nim u¢elim (Wolfe, Li & Sharp, 1987; Hsieh et al., 2003; Fazekas et al., 2008).

Mitochondridlni DNA

Mitochondridlni genom je u vyssich zivocichii cirkularni dvouvldknou molekulou DNA. U ¢loveka
o celkové délce 16 569 bp. Sklada se z tézkého (H-strand) a lehkého (L-strand) fetézce DNA, které se
li$i obsahem purind, respektive pyrimidint. Koduje celkem 37 gend, z toho 13 proteind oxidativniho
fetézce, 22 tRNA, 12S rRNA a 16S rRNA. L-strand je kodujicim fetézcem pro vSechny rRNA, vétSinu

tRNA a proteind, které jsou piepisovany z H fetézce. Mitochondrialni genom vykazuje az extrémni
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uspornost vzhledem k obsahu nekddujicich sekvenci. Ty byly nalezeny pouze v oblasti D-loop, kde se
mimo jiné nachazi také replikacni pocatek H fetézce. Replikacni pocatek lehkého fetézce se nachazi
asi dvée tfetiny od pocatku syntézy tézkého tfetézce (Anderson et al., 1981). Mitochondrialni genom se
v ramci jedné mitochondrie vyskytuje primérné ve 4-5 kopiich. PoCet mitochondrii na jednu buiiku
mize prevySovat stovky, tedy prumérna bunka obsahuje asi 500 kopii mtDNA (Satoh a Kuroiwa,
1991). Mitochondrie se i s celou svou genetickou vybavou dédi striktné maternaln€. Tim se lisi
od jaderné DNA, ktera je kombinaci genomi od obou rodict a s kazdou novou generaci podléha

rekombinaci (Giles et al., 1980).

Chloroplastova DNA

Genom chloroplastu vyssich rostlin tvofi kruznicova molekula o velikosti 120—160 kbp obsahujici
obvykle dvé rozsahlé invertni repetice (inverted repeats, IR) o délce zhruba 22 kbp. Repetice IRA
a IRB jsou od sebe odd¢leny oblastmi tzv. small single-copy region (SSC) a large single-copy region
(LSC). Chloroplastova DNA koduje priblizné 100 genti zahrnujici chloroplastové rRNA geny a tRNA
geny a dale pak geny kodujici proteiny. Nékteré z chloroplastovych gend obsahuji introny, podobné
jako je tomu v jadernych eukaryotnich genomech. Genom chloroplastu je dédén az na vyjimky striktné

maternalné (Shinozaki et al., 1986; Maier et al., 1995).
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4.4.4 DNA hybridizaéni metody

4.4.4.1 RFLP — Restriction fragment length polymorphisms

Restrikéni  endonukledzy katalyzuji Stépeni dvousroubovice DNA na rozpoznavacich
palindromickych  sekvencich, nejcastéji 4-6 bazi dlouhych (Kelly & Smith, 1970;
Nathans & Smith, 1975). Podstata metody RFLP spocivd v produkci fragmentii DNA rtzné délky.
Rozdily v délkdch mezi dvéma jedinci mohou byt zptsobeny zménou jedné nebo vice bazi, které
vedou k zaniku nebo vzniku nové stépné sekvence. Dale pak inzerci ¢i deleci v isecich DNA mezi
rozpoznavacimi misty. Sekvencni zmény vedouci k rozdilné délce fragmentii se projevi na odlisné
mobilit¢ fragmenti pii elektroforéze. Konkrétni sekvence jsou detekovany vyuzitim metody
Southern blot, jez spociva vrozdéleni fragmenti na gelu, pieneseni DNA na nitrocelulozu
a hybridizaci s radioaktivné znacenymi sekvencné specifickymi sondami (Botstein et al., 1980). Tato
metoda je schopnd generovat fragmenty témétr z kazdé genomické DNA, vzniklé fragmenty vSak
vypovidaji pouze o pozici $t€pnych mist. Druhy s kratkou evolu¢ni vzdalenosti nemuseji byt odliSeny
na zakladé fragmentd, i pfesto Zze maji odlisné sekvence DNA. Potieba velkého pocatecniho mnozstvi
nedegradované DNA a pracna hybridizace patii mezi dal$i nevyhody RLFP (Michaels & Amasino,
1998; Zehner, Zimmermann & Mebs, 1998).

4.4.4.2 DNA Microarrays (DNA Chip)

Princip DNA mikro€ipti spoc¢iva v hybridizaci molekul DNA znacenych fluorescencni znackou
a oligonukleotidy ukotvenymi na ¢ipu s naslednou detekci emitovaného fluorescenéniho signalu
(Fodor et al., 1991; Pease et al., 1994). Tisice odlisnych kratkych molekul DNA o znamé sekvenci
jsou natiStény na presné definované misto sklenéné desticky. Na tu je poté nanesen nas vzorek DNA
znaceny jednou ¢i vice fluorescencnimi sondami. Sila vazby mezi DNA a oligonukleotidy se projevi
na intenzit¢ fluorescence snimané laserovymi skenery (Pease et al., 1994; Shalon, Smith
& Brown, 1996; Zhu, Fushimi & Komatsu, 2008). Multilokusovy zabér této techniky umoznuje
studovat expresi, polymorfismus nebo sekvenci az tisice genli najednou (Pease ef al., 1994; Schena
et al., 1995; Lipshutz et al., 1999).

Tuto metodu lze aplikovat také k autentifikaci, nebo identifikaci zejména rostlinnych druhi
vyuzitim druhove specifickych DNA sekvenci (Zhu, Fushimi & Komatsu, 2008). Analyza vzorkl
pomoci DNA c¢ipu predstavuje levny, rychly a vysoce vykonny nastroj, umoziujici soucasnou
identifikaci vice druhd najednou s moznym pouzitim pii kontrolach kvality a bezpecnosti 1éCebnych

ptipravki (Carles et al., 2005).

4.4.5 PCR metody

PCR (Polymerase Chain Reaction) slouzi k enzymatickému namnozeni specifického useku DNA.

Vybrany tsek DNA musi byt ohrani¢en primery, kratkymi jednovlaknymi oligonukleotidy
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hybridizujicimi s komplementarnimi useky na templatové DNA. Templatova DNA s navazanymi
primery slouzi jako substrat pro DNA polymerazu katalyzujici syntézu odpovidajicich bazi uvnitt
primery ohrani¢en¢ho tseku. Pro provedeni je nezbytné mit alesponn malé mnozstvi DNA a znat dvé
ohranicujici sekvence naseho useku zajmu pro syntézu primerd. PCR stoji na tfech periodicky se
opakujicich cyklech zahrnujicich denaturaci, hybridizaci (annealing) a extenzi (Saiki et al., 1985;
Mullis & Faloona, 1987). Kazdy novy cyklus za¢ina denaturaci, rozvolnénim vlaken DNA probihajici
typicky pfi teplotaich 92-96 °C. Pfi snizeni teploty cca na 55-60 °C nasedaji primery
na komplementarni sekvence templatové DNA a pii opétovném zvySeni teploty na 72 °C nastava
elongace primerti, dosyntetizovani chybéjiciho tseku DNA polymerazou (Mullis & Faloona, 1987;
Arnheim & Erlich, 1992). Pravidelnym opakovanim téchto tii krokti dochazi k exponencidlnimu
namnozeni daného useku DNA (Saiki et al, 1985; Mullis & Faloona, 1987). Tepelna stabilita
Taq polymerazy napomohla plné automatizaci PCR pouzitim specializovanych pfistroji pro cyklické
zahtivani a chlazeni — thermo cyclert (Saiki et al., 1988; Arnheim & Erlich, 1992). Pro ovéteni
kvantity i kvality amplifikace se vyuziva gelové elektroforézy a barveni interkala¢nimi barvivy

(Mullis & Faloona, 1987). Existuje nespocet identifikacnich metod odvozenych od PCR.

4.4.5.1 RFLP - PCR

RFLP ve spojeni s pfedchozi amplifikaci vybranych tiseki DNA pomoci PCR, vyfesila problém
snutnosti az mikrogramovych mnozstvi DNA u samotné RFLP (Uryu er al., 1990;
Michaels & Amasino, 1998). Hybridizace se znacenymi sondami jiz neni nutna, rozdélené fragmenty
mohou byt vizualizovany ptimo na gelu (Uryu et al., 1990). RFLP-PCR se pomérné hojné pouziva
k druhové identifikaci bylin v tradi¢ni medicing, naptiklad u rostlin Dendrobium (Peyachoknagul et

al., 2014), Ephedra (Guo et al., 2006), nebo Codonopsis (Fu et al., 1999).

4.4.5.2 RAPD — Randomly Amplified Polymorphic DNA

Technika RAPD spociva v amplifikaci genomické DNA pouzitim primert nahodné sekvence.
Primery s maximalni délkou 10 nukleotidi v kombinaci s nizkou teplotou pfi nasedani dovoluji
hybridizaci s mnoha misty DNA a tim i syntézu fragmentd DNA ruznych délek. Produkty reakce jsou
nasledné rozdéleny elektroforézou na agard6zovém gelu a barveny interkalacnimi barvivy. Rozdilné
délky fragmentlh mohou byt zpiisobeny hned nekolika divody: deleci v komplementarni sekvenci
k primeru, inzerci zpasobujici pfili§ velkou vzdalenost primerovych mist vedouci k selhani namnoZzeni
daného useku, nebo inzerci, ktera méni velikost segmentu DNA, ale nebrani amplifikaci. Na zaklad¢
délkovych polymorfismi amplifikovanych segmentt je mozné odlisit jednotlivé druhy (Williams er
al., 1990). RAPD patii mezi pomérné jednoduché a rychlé metody, bez potieby piedchozi znalosti
sekvence DNA. Znaénym omezenim v pouzivani RAPD vs8ak zlstava jeji nizka reprodukovatelnost,
ktera se ukazala siln¢ zavislou nejen na kvalit¢ DNA ve vzorku (Lee & Chang, 1994), ale i na znaéce

Taq polymerazy ¢i nastaveni thermocycleru (Meunier & Grimont, 1993).
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4.4.5.3 AFLP — Amplified Fragment Length Polymorphism

AFLP byla zejména v minulosti pomérné Casto vyuzivanou technikou DNA fingerprintingu
¢inskych bylin a pfedstavuje kombinaci technik RFLP a PCR (Vos ef al., 1995; Ha et al., 2002;
Yuan & Hong, 2003). Sestava ze tii jednoduchych kroki: sestfihani DNA a ligace adaptért, selektivni
amplifikace restrikénich fragmentti a analyzy rozdélenych fragment na gelu. Sestiihani genomické
DNA se provadi pomoci dvou restrikénich endonukledz. Vzniklé restrikéni fragmenty jsou ligovany
dohromady s dvouvldknovymi adaptéry pfes komplementdrni jednovlakny piesah restrikénich
fragmenti a adaptéri. Adaptéry poskytuji sekvenci pro hybridizaci komplementarnich primerd,
atak Ize vybrané useky DNA o zcela neznamé sekvenci amplifikovat. Vysledné fragmenty
s navazanymi fluorescen¢nimi zna¢kami podléhaji separaci na polyakrylamidovém gelu a nasledné
vizualizaci (Vos et al., 1995; Hartl & Seefelder, 1998). K provedeni AFLP stejné jako u RAPD neni
tteba znat sekvenci DNA. AFLP se vSak lisi od RAPD ve vyrazn¢ vyssi reprodukovatelnosti,

spolehlivosti a piesnosti, diky pfesné¢ danym reakénim podminkam (Vos et al., 1995).

4.4.5.4 RT PCR — Real Time PCR

Tato Casov€ nenarocnd metoda umoznuje stanoveni pocatecniho mnozstvi DNA pred PCR
i kvantifikaci DNA v pribéhu procesu amplifikace méfenim emitace fluorescenéniho zafeni
(Higuchi et al., 1992, 1993). K vizualizaci DNA se vyuzivd nejCastéji fluorescencnich barviv
nebo sekvencné specifickych sond. Sila fluorescen¢niho signalu roste imérné s pribyvajicim mnozstvi
DNA v reakéni smési (Higuchi et al., 1992; Heid et al., 1996; Ririe, Rasmussen & Wittwer, 1997).
RT PCR ve spojeni s analyzou kiivek tdni DNA lze pouzit k detekci druhove specifickych SNP. Mezi
tyto metody patfi HyBeacon a High Resolution Melting Analysis (HRMA) (Ririe, Rasmussen
& Wittwer, 1997; French et al., 2001; Wittwer et al., 2003).

HyBeacon sondy, SNP specifické oligonukleotidy s navazanym fluoroforem, hybridizuji
s amplifikovanou DNA. Pti hybridizaci sond dochazi k emitaci fluorescence, vyssi nez v nevazaném
stavu. Pritomnost SNP se prokazuje méfenim bodi tani duplexd sonda-DNA, pifi¢emz teplota tani
sond hybridizovanych s pln¢ komplementarni sekvenci je mnohem vyssi (French ez al., 2001, 2002).

U HRMA kratké amplifikované tseky se SNP podléhaji ptimo analyze teplot tani vyuzitim dsDNA
specifickych fluorescen¢nich barviv. PCR produkty stejné délky lze od sebe navzajem odlisit
na zakladé tvaru kiivek tani, ktery zavisi nejen na poméru AT:GC, ale i distribuci GC parQi v ramci
zkoumané sekvence (Ririe, Rasmussen & Wittwer, 1997). Charakteristické profily teplot tani
sledovanych usekti DNA jsou u obou technik ziskdvany méfenim ubytku fluorescence pii denaturaci
duplexit (French et al., 2001; Wittwer et al., 2003). HyBeacon i HRMA jsou rychl¢ a levné
identifikacni metody proveditelné vjedné mikrozkumavce. HyBeacon a HRMA byly vyuzity
k identifikaci druhtt a poddruhG rodu Panthera, nosorozci a luskound nelegalné lovenych

a vyuzivanych pro ptipravu TCM (Buddhakosai et al., 2014; George, Masters & Dawnay, 2019).
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4.4.5.5 SPInDel — SPecies Identification by Insertions/Deletions

Metoda SPInDel vyuziva polymorfismu v délce genu pro rRNA k druhové identifikaci. V sekvenci
genl kodujicich rRNA vramci riznych druhl se stfidaji oblasti s nizkou nebo viibec zadnou
variabilitou. Jedna se o tzv. konzervované domény a hypervariabilni oblasti s vy$§im vyskytem inzerci
a deleci, které umoznuji diferenciaci na zakladé rozdilné délky sekvence. Jako primer vazebnd mista
jsou vybirdny sekvence konzervovanych oblasti prdvé pro svlij mezidruhovy sekvencné neménny
charakter. Kazdy druh vytvafi unikatni kombinaci délek hypervariabilnich sekvenci,
tzv. SPInDel profile, ktery lze v podobé rizné dlouhych PCR produktti analyzovat gelovou ¢i kapilarni
elektroforézou, hmotnosti spektrometrii nebo HPLC. Identifikace druhi probihd srovnanim
tzv. SPInDel numeric profile, ktery odkazuje na druhové jedinecnou kombinaci délek
hypervariabilnich oblasti, s referen¢ni databazi dostupnou v softwaru SPInDel workbench. SPInDel
predstavuje ¢asoveé nenarocnou a pomérné levnou metodu schopnou identifikace druhti i ve smésnych,

¢i degradovanych vzorcich (Pereira et al., 2010; Alves et al., 2017).

4.4.5.6 SNaPshot
SNaPshot slouzi k detekci SNP a zahrnuje dva jednoduché kroky: amplifikaci vybranych useki

DNA a extenzi primeru. PCR produkty podstupuji jednonukleotidovou extenzi neznacenych primerti
v pfitomnosti ¢ty ddNTP s navazanymi fluorofory. SNP, které predstavuje zainkorporovany
nukleotid, nasledné¢ podléhd analyze kapilarni elektroforézou (Kuppuswamy et al, 1991;
Piggee et al., 1997). Prodlouzenim primera rizn¢ dlouhym poly(dT) ocasem ptipojenym k 5' konci lze
testovat vice SNP zaroveni (Tully et al., 1996; Wu et al., 2009). Tato citliva a vysoce specificka
metoda se, diky kratké sekvenci pouzivané k detekci polymorfismu, ukazala G€innym prostiedkem
k druhové identifikaci degradované DNA ze stop krve, slonoviny a produktti slonoviny pfi vysetfovani

ptipadi pytlactvi (Kitpipit ez al., 2017) a k identifikaci poddruhu tygra (Kitpipit et al., 2012).

4.4.5.7 STR —Short Tandem Repeats, SSR — Simple Sequence Repeats

SSR jsou dalsim oznaCenim pro mikrosatelity. K amplifikaci STR se vyuzivd primera
ohranicujicich tyto repetice. PCR produkty jsou nasledné rozdéleny gelovou elektroforézou na zakladé
odlisné délky zplsobené riznym poctem opakovani kratkych sekvenci (Tautz & Renz, 1984;
Weber & May, 1989). Analyzou polymorfismu mikrosatelitniho lokusu Ple46 se povedlo identifikovat

ey

kockovité selmy Zijici v Indii (Singh et al., 2004).

4.4.5.8 Druhové specifickad PCR

Technika druhové specifické PCR umoznuje ptimou identifikaci druhu ve vzorku pozorovanim
amplifikovanych usekii mtDNA na gelu bez potfeby sekvenovani a ndsledné sekvencni analyzy.
Druhove specifické primery jsou piipravovany podle sekvence konzervovanych oblasti specifickych
pro dany druh. K nalezeni takovych Usekl je nezbytné porovnat sekvence mezi rlznymi druhy

a jedinci téhoz druhu. Uskalim této metody ziistava predevsim mnoZstvi testovatelnych druhd. Neni
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mozné navrhnout primery pro vSechny druhy, které by mély byt zahrnuty ve forenznim vysetfovani.
Proto byva analyza vzorki druhové specifickymi primery provadéna jen v piipadech, kdy se
pfitomnost urcittho druhu ve vzorku predpoklada a slouzi tak pouze k potvrzeni hypotézy
(Wan & Fang, 2003; Imaizumi et al, 2007). Mezi dal$i nedostatky patii nemoznost rozlisit,
zda neuspeésnost PCR byla zplsobena inhibicnim efektem, nebo nedostatkem pocatecni DNA
(Imaizumi et al., 2007). Druhové specifické primery byly vyuzity napfiklad k autentifikaci masa
prodavaného &lenem cirkusu na trzisti v Cing, u n&jz bylo podezieni, 7¢ pochéazi z tygra. CoZ bylo
za vyuziti této metody nakonec skutecné potvrzeno. Analyzou kontrolniho useku mtDNA
znalezeného chlupu se podafilo pfifadit identitu tygra k jedinci chovaném v cirkusu

(Wan & Fang, 2003).

4.4.5.9 Délkovy polymorfizmus kontrolni oblasti mtDNA

Hojny vyskyt indeli a rizny pocet opakovani tandemovych repetic v kontrolni oblasti (control
region, CR) mtDNA vede ke znacné variabilit¢ délky této sekvence mezi druhy (Saccone,
Pesole & Sbisa, 1991; Fumagalli et al., 1996). Pun et al. (2009) vyuzil druhové specifického
délkového polymorfismu CR k vytvoreni identifikatni metody savcl ve smésnych vzorcich. Nejprve
je cela leva hypervariabilni doména CR veskeré sav¢i DNA pritomné ve vzorku amplifikovana jednim
parem primerti. Odlisn¢ dlouhé amplikony podléhaji separaci bud’ na agar6zovém gelu, nebo citlivejsi
kapilarni elektroforézou. K urceni druhd dochazi srovnanim délek PCR produkti s homolognimi
sekvencemi DNA z referen¢nich databazi. Tato technika tak poskytuje snadnou, reprodukovatelnou
a presnou identifikaci savcli pomoci jediného univerzalniho paru primert, bez potieby predchozi
znalosti druhil ve vzorku. Vysoka variabilita sekvenci CR rovnéz umoznuje jednoznacnou identifikaci

blizce ptibuznych druhti savci (Pun et al., 2009).

4.4.6 DNA sekvenace

Mezi prvni a nejdéle pouzivané techniky k urcovani presného potradi nukleotidtt v molekule DNA
patii Sangerova metoda, pfedstavend poprvé v roce 1977 (Sanger, Nicklen & Coulson, 1977). Tato
technika vyuziva specifickych inhibitorG prodluzovani fetézce k jeho sekvenovani nasledujicim
zpisobem: v reak¢ni smési se nachazeji ANTP, jeden ze ¢tyr 2',3'-dideoxynukleotidt (ddATP, ddCTP,
ddGTP, ddTTP) a DNA polymerdza. Zainkorporovani ddNTP namisto dNTP zplisobi ukonceni
syntézy rostouciho fetézce z divodu chybéjici 3'-OH skupiny. Smés fragmenti DNA s odlisnym
nukleotidovym slozenim 3' konce jsou rozdéleny elektroforézou na gelu. Opakovani celého procesu
s obménou ddNTP lze na zdklad¢ odlisné délky fragmentl se znalosti pfidané¢ho inhibitoru urcit
sekvenci DNA (Sanger, Nicklen & Coulson, 1977). Revoluci v sekvenovani pfinesl prvni DNA
sekvenator vyuzivajici kapilarni elektroforézu, ktery tak znacné zrychlil a zptesnil sekvenaci

(Liu et al., 2012). Ptichod technik sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing, NGS)
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a tfeti generace (Third Generation Sequencing, TGS) umoznilo paralelni ¢teni velkého mnozstvi usekt

DNA najednou s vyssi rychlosti a za kratsi Cas (Ansorge, 2009; van Dijk et al., 2018).

4.4.6.1 Next Generation Sequencing (NGS)

Vsechny NGS techniky jsou zalozeny na podobném principu: DNA urcena k sekvenaci je nejprve
nastithdna na mnozstvi fragment, poté dochéazi kligaci adaptérti, amplifikaci pomoci PCR
a sekvenaci tsek. NGS platformy Roche 454 a SOLiD byly z trhu vytlaceny levnéjSimi a méné
pracnéjSimi platformami Illumina a IonTorrent s relativné del§im ¢tenim (~200—400 bp) (Mardis,

2008; Ansorge, 2016).

lllumina

[Mlumina technologie patfi do skupiny sekvenovani syntézou. Nastithané DNA fragmenty
s pripojenymi adaptéry jsou po denaturaci jednim koncem imobilizovany k sekvenacni desticce
(flow cell) a druhym hybridizuji s komplementarnimi adaptéry jiz pfitomnymi na povrchu flow cell.
Adaptéry soucasné slouzi jako primery pro mustkovou PCR. Klastry s aztisici identickymi
molekulami podléhaji sekvenaci za pouziti DNA polymerdzy a ¢tyf odlisné fluorescencné znacenych
nukleotidi s reverzibiln€ terminacni aktivitou. Fluorescencni signal emitovany po inkorporaci
nukleotidu je, stejné€ jako jeho pozice na flow cell, sniman CCD kamerou. Inhibi¢ni skupina i fluorofor
je odstranén z 3' konce a proces se opakuje s dals$im nukleotidem (Ansorge, 2009). Nejnovejsi
[Nlumina platformy umoznuji az bilion cteni s generaci az 6Tb sekvenacnich dat vjednom kole

(ITlumina, 2020).

lon Torrent (Thermo Fisher Scientific)

Ion Torrent detekuje uvoln€ny proton pii inkorporaci nukleotidu do fetézce. Fragmenty DNA
s adaptéry jsou pripojeny na povrch kulicek a nasledné klonalné amplifikovany. Samotna sekvenace
knihovny probiha v proton-detek¢nich jamkéch ¢ipu. Jednotlivé nukleotidy jsou pfidavany postupné.
Pokud dojde k jejich zabudovani do fetézce DNA polymerazou, uvoln€ny proton zpisobi zmeénu
pH roztoku snimanou citlivym pH senzorem na dné jamek. Sila snimaného signalu odpovida
celkovému poctu zabudovanych nukleotidii. Pfimy pievod jednotlivych inkorporacnich udélosti
nukleotidti na elektricky signal (dale zpracovany na digitalni sekvenacni data) cely proces sekvenace
znacné zjednodusuje. Bez pouziti nakladné optiky a fluorescencné znacek se téz snizi vydaje za jeho

priubéh (Rothberg et al., 2011; Ansorge, 2016).

4.4.6.2 Third Generation Sequencing (TGS), Long Read Sequencing
Mezi nesporné vyhody TGS technik oproti NGS sekvenovani patfi (kromé absence kroku

amplifikace a real-time monitorovani sekvenace umoznujici pfistup k datim pfimo béhem

sekvenovani) také produkce dlouhych ¢teni. Prvni TGS platforma byla na trh uvedena firmou Pacific
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Biosciences vroce 2011, nasledovana nanoporovym sekvenovanim od Oxford Nanopore

Technologies (van Dijk et al., 2018; Oxford Nanopore Technologies, 2020).

PacBio (Pacific Biosciences)

PacBio pouziva technologii single-molecule real-time sequencing (SMRT). Templatovou DNA,
nebo také SMRTbell tvofi uzaviena kruhovd ssDNA vznikld pfipojenim vldsenkovych adaptéri
ke kazdému konci fragmentd dsDNA. SMRTbell knihovna se nanasi na ¢ip SMRTcell a difunduje
do jednotlivych nanofotonickych sekvenacnich komirek nazyvanych zero-mode waveguide (ZMW).
Ty jsou schopné detekce jednoho fluoroforu v pfitomnosti relativné vysokych koncentraci znacenych
dNTP. Ke dnu kazdé ZMW je imobilizovana DNA polymeraza, ktera vaze SMRTbell adaptér a zacina
replikaci DNA (Eid et al., 2009; Travers et al., 2010; Rhoads & Au, 2015). Inkorporace jednoho
ze Ctyl odlisné fluorescencné znaCenych nukleotidii na fosfatové skupiné umoziiuje kontinualni
sekvenaci. Dochazi pfi ni k excitaci laserem, kamerovému snimani intenzity a doby trvani
emitované¢ho zafeni a naslednému odsté€peni fluoroforu z nukleotidu. Kruznicova forma templatové
ssDNA dovoluje kontinualni syntézu DNA vyuzitim adaptéru a druhého vlakna jako ptedlohy. Tak lze
sekvenovat oba fetézce nckolikrat za sebou, coz znacné zptesiuje sekvenovani (Eid et al., 2009;
Rhoads & Au, 2015; van Dijk et al., 2018). Nejnovejsi sekvenatory by mély umoznit opakované cteni
DNA o délce desitek kilobazi s presnosti vyssi nez 99,9 % (PacBio, 2020).

Minlon (Oxford Nanopore Technologies)

Minlon platforma vyuziva techniku nanoporového sekvenovani zaloZenou na analyze sekvence
DNA pfi pruchodu fetézce pdérem umistnénym v membrané (Kasianowicz et al, 1996). Tato
membrana oddéluje dvé iontova prostiedi a pii prichodu ionti nanopoérem je generovan stabilni
iontovy proud. Detekce pofadi bazi v ietézci se uskutehuje na zakladé zmén proudu v poéru
snimanych sensorem az tisickrat za sekundu. Ptfiprava DNA knihovny spociva v ligaci adaptért,
DNA-proteinovych komplexti s pevné navazanou helikdzou zajistujici rozplétani dvousroubovice
a postupné protahnuti DNA skrz nanopor. Ke zvyseni presnosti sekvenovani existuji specializované
adaptéry podporujici vstup i druhého vldkna hned po pfecteni vlakna prvniho. Nanoporové
sekvenovani dovoluje c¢teni az 1Mb dlouhych fetézcti, avSak spomérné vysokou chybovosti

(Ansorge, 2016; van Dijk ef al., 2018).
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4.4.7 DNA barcoding

Termin barcoding byl poprvé pouzit ve studii Hebert ef al. (2003) ve spojeni se sekvenci COI genu
jako univerzalniho identifikacniho markeru pro vSechny druhy zivocichi. Puvodné bylo vyuzito
kratké sekvence COI genu (~600 bp) jako genetického ¢arového kodu jedineéného pro kazdy druh.
Obdobn¢, jako je tomu v piipad¢ univerzalnich koédt pouzivanych k identifikaci prodavanych
vyrobki.

Princip barcodingu spociva ve vybéru kratkého a dostatecné variabilniho tseku jaderné (Yao et al.,
2010), mitochondridlni (Parson et al., 2000) nebo chloroplastové DNA (Kress et al., 2005). Tato
oblast je nasledné¢ amplifikovana univerzalnimi primery syntetizovanych na zakladé oblasti,
které ohraniCuji nami zvolené useky genomil. K dosazeni identifikace druhu je zapotiebi ziskané
sekvence porovnat sreferencni databazi DNA, a to bud’ na zakladé¢ podobnosti dvou sekvenci
(Parson et al., 2000), nebo fylogenetickou rekonstrukci (Hsieh ef al., 2001; Dawnay et al., 2007). Tato
metoda je Casové nenarocnd, spolehlivd, a pfedevSim pouzitelna na Sirokou Skalu organizmii.

Predstavuje tak cenny néstroj k urceni druhové identity i pro forenzni vyuziti (Verma & Singh, 2003).

4.4.7.1 Vlastnosti a vybér idealniho barcodu

Idealnim barcodem je sekvence, ktera vykazuje vysokou mezidruhovou, ale nizkou vnitrodruhovou
variabilitu. Je kratké délky usnadiujici amplifikaci (s naslednou sekvenaci) a ohranicena
konzervovanymi oblastmi pro design univerzalnich primert (Kress et al., 2005).

V barcodingu Zivocichti jsou obvykle upfednostiovany tuseky mitochondrialniho genomu
pied jadernym zejména kvili jeho vy$§i mutaéni rychlosti (Brown, George & Wilson, 1979). Dalsimi
divody k vybéru mtDNA jako hlavniho zdroje barcodd v zivoCisné fiSi je materndlni dédi¢nost
(Giles et al., 1980), omezena rekombinace (Saccone et al., 1999), téméf zadné nekddujici oblasti
(s vyjimkou kontrolni oblasti) (Anderson et al., 1981) a vice kopii na buiiku (Satoh & Kuroiwa, 1991).
Vsechny tyto vlastnosti ve spojeni s jednoduchou extrakci a sekvenovanim diky haploidni povaze
mtDNA délaji z mitochondridlniho genomu uZzite¢ny néstroj nejen v taxonomickych a fylogenetickych
studiich, ale i pfi druhové identifikaci vzorkdi ve forenznim vySetfovani (Butler & Levin, 1998;
Kuwayama & Ozawa, 2000; Hsieh et al., 2001).

v identifikaci Zivo€ichd (Hebert, Ratnasingham & DeWaard, 2003), u rostlin ji mtDNA
k identifikacnim ucelim nelze vyuZzit zejména kvili mnohem nizs§i substituéni rychlosti a Castym
zménam v usporadani gentt mtDNA (Wolfe, Li & Sharp, 1987; Palmer & Herbon, 1988). Protoze
jednotlivé lokusy obvykle nespliiuji obecné pozadavky pro idealni barcode, jsou pouzivany ruzné
kombinace kédujicich i nekddujicich oblasti chloroplastové i jaderné DNA (Kress et al., 2005).
Jako univerzalni barcode pro vSechny suchozemské rostliny byla navrzena CBOL Plant Working

Group (the Consortium for the Barcode of Life) kombinace dvou kodujicich gent plastidové DNA,
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ato rbcL s matK (Hollingsworth et al., 2009). Mezi dalsi navrzené kombinace lokust u rostlin patii
napiiklad trnH-psbA spolecné s ITS nebo rbcL (Kress et al., 2005; Kress & Erickson, 2007) a ITS2
s komplementarnim barcodem trnH-psbA (Yao et al., 2010; Liu et al., 2019).

4.4.7.2 Design primer(

K navrzeni univerzalniho primeru je zapotfebi referencnich databazi ke srovnani homolognich
sekvenci mezi nékolika Siroce divergovanymi taxony. Nukleotidové slozeni primerd je vybirano
na zékladé konzervovanych oblasti obklopujicich naSi sekvenci zajmu. Takovych sekvenci je
v mtDNA velké mnozstvi, proto lze amplifikovat téméi kazdy tsek mitochondridlniho genomu.
Zejména jsou vybirany evolu¢né stabilni a jinak neménné useky kodujici rRNA, antikodonové smycky
tRNA nebo aktivni mista enzymui. 3' konce primerd obvykle lezi na prvni nebo druhé bazi kodonu
pro aminokyselinu. Usek mize byt amplifikovan i v pfitomnosti nékolika neparujicich nukleotidi,
pokud vSak 3' konec primeru absolutné hybridizuje s templatem (Kocher et al., 1989). V ptipade
cpDNA rostlin se u nékterych lokustt mize vyskytnout problém s nalezenim konzervovanych oblasti,

které by obklopovaly nejvariabilnéjsi tseky (Kress & Erickson, 2007), nebo je zapotiebi pouzit vice

pard primert k amplifikaci celé sekvence (Fazekas et al., 2008).

4.4.7.3 Barcoding zivocichi

Vedle jiz zminéné sekvence COI genu se k druhové identifikaci hojné vyuziva také sekvence genu
cytB (Parson et al, 2000; Verma & Singh, 2003), ale i dalSich geni a nekodujicich oblasti
mitochondrialni DNA. Jsou jimi napiiklad geny pro 16S rRNA (Imaizumi et al., 2007) a 12S rRNA
(Liu et al., 2001), nebo sekvence hypervariabilni oblasti D-loop (Wu ef al., 2005).

Cytochrom B (cytB)

Cytochrom B je transmembranovy protein tvotici komplex III elektron transportniho fetézce a jako
jediny z tohoto polypeptidu je kédovan mitochondrialni DNA. Jeho role pfitom spociva v prenosu
elektronu z ubichinolu (QH:) na cytochrom c (Hatefi, 1985; Howell, 1989). CytB patii mezi prvni
anejdéle vyuzivané oblasti mtDNA k fylogenetickym i identifikacnim ucelim (Kocher et al., 1989;
Parson et al., 2000). Sekvenci cytB o celkové délce priblizné 1140 bp ohranicuji iseky DNA kodujici
tRNA pro threonin a kyselinu glutamovou, které jsou ¢asto vyuzivanymi jako primer vazebna mista
(Irwin, Kocher & Wilson, 1991). CytB v porovnani s COI u savci vykazuje, kromé kratsi délky, také
podstatné nizsi pocet konzervovanych pozic nukleotidi, a to 22,4 % (257 bp) ve srovnani se 43,7 %
u COI (680 bp) (Tobe, Kitchener & Linacre, 2009). Analyza sekvenci cytB u savct také odhalila vyssi
pocet variabilnich nukleotid oproti COI a vyS$si schopnost rozlisit, zda dany vzorek pochdzi
z jednoho, nebo vice druhti (Tobe, Kitchener & Linacre, 2010). Tyto vlastnosti je proto nutné uvazit
pfi vybéru optimalniho barcodu k druhové identifikaci vzorkt (Tobe, Kitchener & Linacre, 2009).

Sekvence cytB byla navrzena jako vhodny barcode k identifikaci surovin TCM pfipravenych
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ze CITES organizmi, jako je napiiklad prasek znosorozich rohti (Hsieh et al, 2003), ulomky
krunyia chranénych zelv (Lee et al., 2009) nebo téla susenych moiskych konikti (Chang ef al., 2013).

Cytochrom c oxidaza | (COl)

COI tvori soucast Ctvrtého a zaroven posledniho komplexu elektron transportniho fetézce,
ktery katalyzuje redukci molekularniho kysliku elektrony dodanymi cytochromem c (Hatefi, 1985).
K identifikaénim tceliim je obvykle vyuzivana pouze ¢ast genu COI (~650 bp), kvtli jeho poméerné
dlouhé sekvenci (~1540 bp) (Hebert, Ratnasingham & DeWaard, 2003; Tobe, Kitchener
& Linacre, 2009). Sekvence COI genu dosahla vysokého uspéchu druhové identifikace TCM produktt
pfipravenych z rohii ohrozenych druhti ¢eledi Cervidae (jelenoviti) a Bovidae (turoviti) véetng€ jejich
Castych nelegalnich nahrazek (Yan et al, 2013). COI v kombinaci s cytB patii mezi doporucené
barcody k forenznimu uziti pfi vySetfovani zlo¢inli spachanych na divoké piirod¢ (Wilson-Wilde et

al., 2010).

Kontrolni oblast (CR, D-loop)

Kontrolni oblast piedstavuje nejrychleji se vyvijejici ¢ast mitochondridlniho genomu. Jeji délka
¢ini ptiblizné 1100 bp a nachazi se mezi geny pro tRNA fenylalanin a prolin (Anderson ef al., 1981;
Sbisa et al., 1997). Kontrolni oblast je mistem replikacniho pocatku té€zkého fetézce a promotord pro
transkripci obou fetézcti mtDNA. Nazev ,,D-loop* nebo také displacement loop se vztahuje k replikaci
H fetézce, pfi niz nové syntetizované vlakno vytlaCuje rodiCovsky H fetézec a vytvaii tak
trojSroubovici. Navic obsahuje hypervariabilni Giseky, vysoce proménlivé jak v nukleotidovém sloZeni,
tak i délce (Saccone, Attimonelli & Sbisa, 1987). Této vlastnosti se proto vyuziva k identifikacnim
ucelim (Vifias & Tudela, 2009; Alisha ef al., 2014). Wu et al. (2005) vyuzili DNA analyzy kontrolni
oblasti a fylogenetické analyzy k identifikaci dvou zabavenych kuzi jelena Sika, které byly podezielé,
ze pochazeji z prisné chranéného poddruhu Cervus nippon kopschi. Ackoliv lovec tvrdil, ze kuze
pochazi z poddruhu Cervus nippon hortulorum, ktery je v Ciné chovan v zajeti a legalné vyuZivan

pro ucely tradi¢ni ¢inské mediciny, vysledky testu skute¢né ukazaly na piivod z chranénych jelent.

12S rRNA a 16S rRNA

Geny pro 12S a 16S rRNA, nezbytné pro translaci mRNA v mitochondridlni proteiny, jsou
v mtDNA uspofadany za sebou. Jsou ohranieny geny pro tRNA fenylalanin a leucin a navzajem
od sebe oddéleny tRNA pro valin (Anderson et al., 1981). V ramci sekvenci gent pro 12S rRNA
(~900 bp) a 16S rRNA (~1600 bp) byly nalezeny vysoce konzervované oblasti, které jsou pfitomny
zejména ve smyckach a kmenech sekundarnich struktur a jsou pravdépodobné zasadni pro jejich
vytvofeni a zachovani (Anderson et al, 1982; Kitano et al., 2007; Yang et al., 2014). Tyto
konzervované oblasti tak mohou byt vyuzity k navrzeni univerzalnich primert amplifikujici pouze
kratké a dostate¢né informativni Gseky obou gent (Yang ef al., 2014). Pti vybéru takto kratkych

sekvenci je ale zapotfebi si uvédomit moznou amplifikaci mitochondridlnich pseudogent v jaderné
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DNA. Tyto useky DNA lze pomérné snadno odlisit na zakladé sekvence, jelikoz diky chybé&jicimu
evoluénimu omezeni mutuji celé stejnou rychlosti véetné piivodné konzervovanych oblasti (Wang
et al., 2000). Cast sekvence pro 16S rRNA byla vyuzita k identifikaci piitomnosti CITES organismil
v 15 pripravcich TCM zabavenych celniky na hranicich Australie (Coghlan et al., 2012). Analyza
useku o délce 400 bp 12S rRNA se ukazala efektivnim feSenim pfi autentifikaci susenych Gecko

ptipravkii TCM (Liu et al., 2001).

4.4.7.4 Barcoding rostlin

Ackoliv byla snaha naleznout idealni jednolokusovy barcode k identifikaci vétSiny rostlin
s vysokou diskriminacni silou, jako je tomu u COI nebo cytB zivocichti, zadny z usekti chloroplastove
DNA se neukézal dostate¢né efektivnim. Usp&snost druhové identifikace pomoci jediného lokusu
cpDNA se pfitom pohybovala pouze od 43 % (rpoC1) do 69 % (trnH-psbA) mezi 397 zkoumanymi
vzorky reprezentujicimi hlavni linie suchozemskych rostlin (Hollingsworth et al., 2009). Pti pouziti
dvou a vice lokusii nedosahuje mira tispésnosti identifikace ani z daleka takovych hodnot, jako je tomu
u barcodu zivocichti (Parson et al., 2000; Hebert, Ratnasingham & DeWaard, 2003; Fazekas et al.,
2008). Divodem neuspéchu barcodingu u rostlin pravdépodobné neni nedostatek variability
v sekvencich cpDNA, ale spiSe jejich ¢asta parafyleti¢nost (Fazekas et al., 2008).

Kombinace lokusti rbcL a matK byla v roce 2009 navrzena jako univerzalni barcode pro vSechny
suchozemské rostliny. Dosahuje diskriminace 72 % mezi 907 vzorky z 550 druhd hlavnich linii
suchozemskych rostlin. Divodem vybéru pravé téchto dvou lokusi byla zejména snadna
amplifikovatelnost rbcL a vysoka diskriminaéni sila matK (Hollingsworth et al., 2009). RbcL, kodujici
velkou podjednotku enzymu RuBisCo, patfi k nejsnadnéji amplifikovatelnym a sekvenovatelnym
useklim cpDNA. Jeho velmi nizka divergence a pomémé¢ dlouhd sekvence (~1400 bp) patii vSak mezi
nejvetsi prekazky, s nimiz je nutno se vypotadat (Kress et al., 2005; Fazekas et al., 2008). Naopak je
tomu v pfipad¢ genu pro maturdazu K (matK). Sekvence matK pfedstavuje jednu z nejvariabilnéjsich
oblasti cpDNA, ale kviili nedostatecné univerzalnosti dosud navrzenych primert je amplifikace
i sekvenace problematicka (Yu, Xue & Zhou, 2011).

Kress et al. (2005) navrhli oblast jaderného ribozomalniho cistronu 18S—5.8S—26S tzv. internal
transcribed spacer (ITS) spolecné¢ s nekodujici mezigenovou oblasti trnH-psbA cpDNA jako
potencidlné uzitecné sekvence pro DNA barcoding krytosemennych rostlin. Tato dvojice barcodt byla
schopna rozlisit 99 druhd z celkem 80 rodt a 53 celedi kvetoucich rostlin. ITS patii mezi rychle se
vyvijejici useky s pomérné vysokou mezidruhovou variabilitou. Jedna se v8ak o jadernou sekvenci
s omezenym poctem Kkopii na bunku, a tak proveditelnost PCR mize byt obtiznd zejména
u degradovanych vzorkli nebo vzorki se stopovym mnozstvim DNA. Oblast trnH-psbA vykazuje
vysokou uspéSnost amplifikace, idealni délku a dostate¢nou mezidruhovou variabilitu. Patii proto
mezi Casto vyuzivané oblasti k identifikaci rostlin (Kress et al., 2005; Kress & Erickson, 2007,
Pang et al., 2012).

28



Jako univerzalni barcode pro v§echny suchozemské rostliny véetné bylin byla doporu¢ena také ¢ast
rbcL genu a nekddujici oblast trnH-psbA cpDNA. Snadna amplifikace obou segmentd spolecné se
schopnosti rbcL. zatradit vzorek do celedi a rodu, vcetné spravné druhové identifikace vysoce
variabilnim usekem trnH-psbA, nabizi pomémé spolehlivy prostiedek k urcovani Siroké skaly rostlin
(Kress & Erickson, 2007).

Skupina Yan ef al. (2010) srovnavala celkem 7 sekvenci k moznému vyuziti pro DNA barcoding
1é¢ivych druhi rostlin. Usek ITS2 se ukézal nejlepsi volbou. Usp&iné identifikoval 92,7 % ze 4800
druhii patticich do 753 rodt ve vice nez 6600 vzorcich zahrnujicich jak vyssi, tak i nizsi rostliny.
Tohoto uspéchu bylo dosazeno diky kratké délce barcodii o 160-320 bp, které tak 1ze amplifikovat
pouze jednim univerzalnim parem primert, a vysoké mezidruhové a nizké vnitrodruhové variabilité.
Jako komplementarni barcode k ITS2 byl navrzen trnH-psbA pro identifikaci $irsi skaly rostlinnych
taxonil s mirou identifikace 96,5 % na Urovenl rodu a 72,8 % na uroven druhu. Vysledky tohoto
vyzkumu jsou v souladu se zdvéry nedavné studie skupiny Liu et al. (2019). Ta zkoumala identifika¢ni
uspesnost 4 nejcastéji pouzivanych barcodd — ITS2, psbA-trnH, matK a rbcL — mezi 106 druhy
z celkem 65 rodd jedovatych bylin zahrnutych v ¢inském lékopisu vcetné piibuznych jedovatych
rostlin a ¢astych ptimési. ITS2 sekvence pfitom pramérné identifikovala 92,6 % a trnH-psbA zhruba

86 % vsech zkoumanych druhi rostlin.

4.4.7.5 DNA metabarcoding

DNA metabarcoding je novym a efektivnim pfistupem schopnym identifikace mnoha druht
zarovenn v komplexnich a degradovanych vzorcich. Tato metoda kombinuje vyhody vysoké
diskriminacni sily klasického barcodingu s moznosti paralelniho sekvenovani mnoha useki DNA
soucasné (za vyuziti NGS a TGS technik sekvenovani). Obvykle jsou vybirany celé sekvence béznych
barcodii nebo jejich casti, které podléhaji masivni amplifikaci univerzalnimi primery. Ziskané
produkty jsou nasledn¢ sekvenovany a porovnavany s DNA referen¢imi databazemi. Metabarcoding
tak obchazi problémy s potfebou neporusené DNA a omezenym poctem jednotlivych vzorkd DNA,
které 1ze soucasné analyzovat pii klasickém barcodingu. Analyza vice lokustl zaroven také zvySuje
pravdépodobnost identifikace vSech DNA sekvenci pfitomnych ve vzorku (Taberlet, Coissac
& Pompanon, 2012; Arulandhu et al., 2017).

Skupina Arulandhu et al. (2019) pouzili DNA metabarcoding k ovéfeni piitomnosti CITES
organismii v 18 zabavenych a zakoupenych pfipraveich TCM podezielych zjejich obsahu.
Mini barcody ITS2, mini-rbcL, trnL a mini-16S z celkem 12 aplikovanych poskytly nejvice informaci
k urCeni do druhu ¢i rodu. Vysoka uspésnost prave kratkych barcodti odkazuje na degradovany stav
DNA ve vzorku, ktery pfi vyrobé prosel mnoha tpravami zptisobujici toto ¢astecné rozlozeni. ITS2 se
ukazal jako jediny barcode schopny druhové identifikace vétSiny rostlin, v ptfipadé zivocichd pak
mini-16S. Metabarcoding je tak vhodnym a dostate¢né¢ informativnim nastrojem pro autentifikaci

a identifikaci Siroké taxonomické Skaly zivocichG a rostlin zahrnutych v TCM. Mize tak slozit

29



pfislusnym organim ptfi ovéfovani kvality a pravosti produkti a celnim organim v boji

proti nezdkonnému pouzivani chranénych organismi v TCM (Arulandhu et al., 2019).

4.4.7.6 Databaze

Referencni databaze se uplatiiuji pfi mapovani polymorfnich mist ve vybranych lokusech, ptfipravé
univerzalnich i1 druhové specifickych primerd, v konecném screeningu podobnosti amplifikovaného
useku se sekvencemi databazi, nebo k provedeni fylogenetické analyzy (Hebert, Ratnasingham
& DeWaard, 2003; Wu et al., 2005). Vybudovanim vlastni referen¢ni knihovny DNA sekvenci je
mozné se vyhnout pfipadnym nesrovnalostem a chybnym identifikacim, které mohou nastat pfi pouZiti
vetejne dostupnych DNA databazi. Zejména pak pfi identifikaci nedostatecné geneticky zmapovanych

druhii (Li et al., 2011).

GenBank

GenBank je voln¢ pfistupnou databazi nukleotidovych sekvenci vytvofenou a spravovanou
National Center for Biotechnology Information (NCBI). V dob¢ vzniku v roce 1982 obsahovala 606
vstupnich sekvenci, aktualné k tinoru 2020 je zde vice nez 216 milionti sekvenci z ptiblizné¢ 420 000
formaln¢ popsanych druhi (Sayers et al., 2019; GenBank Overview, 2020). Kvalita vkladanych
sekvenci je pred zvefejnénim v databdzi kontrolovdna. Vzhledem k mnozstvi uploudovanych usek
nukleotidovych kyselin vSak jejich vérohodnost zavisi pfedevsim na spolehlivosti samotného autora
(Zhang et al., 2013; Sayers et al., 2019). Je proto dllezit¢ brat v potaz mozny vyskyt chybné
identifikovanych sekvenci, které by mohly vést k zavadéjicim vysledktim v publikacich (Zhang et al.,
2013). K vyhledavani podobnych sekvenci k ndmi dotazované lze pouzit program BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) nabizeny NCBI (Sayers et al., 2019). BLAST porovnéva nukleotidové
sekvence s celou databazi GenBank a propocitava statistickou vyznamnost shod (GenBank Overview,

2020).

BOLT - The Barcode of Life DataSystems

BOLD byl vytvofen za spoluprace CBOL, NCBI a Global Biodiversity Informaion Facility
(GBIF). Tato volné pfistupna platforma se zamétfuje nejen na uloZeni, analyzu a publikaci DNA
barcode sekvenci, ale i poskytnuti informaci o vzorku vcetn¢ fotografii (Ratnasingham & Hebert,
2007). Aktualné (k 18. 3. 2020) obsahuje pfes 8 miliont sekvenci barcodt z vice nez 309 tisic druhd.
BOLD akceptuje jako barcode pouze sekvence COI zivocicht, rbcl a matK rostlin a ITS hub (Bold
Systems V4, 2020). Vkladané sekvence barcodl jsou schvalovany na zakladé splnéni nékolika
pozadavkil, mezi nimiz je napiiklad i minimalni délka 500 bp nebo povinnost uvést pouzité primery.
Nasledné¢ BOLD ovéfuje pavod useku a kontroluje celkovou kvalitu sekvenci pred zvetejnénim. Takto
schvalené zaznamy a sekvence barcodd jsou kopirovany a ukladany do GenBank, kde jsou oznaceny
klicovym slovem BARCODE (Ratnasingham & Hebert, 2007; Porter & Hajibabaei, 2018). BOLD

Identifikacni systém (IDentification System, IDS) slouzi k porovnani nezndmé sekvence s BOLD
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databazi. Nezndma sekvence pfitom musi splnit kritéria délky pro COI, rbcL a matK minimalné

500 bp a pro ITS vice nez 100 bp (Ratnasingham & Hebert, 2007; Bold Systems V4, 2020).

MMDBD - Medical Materials DNA Barcode Database

MMDBD byla zalozena skupinou Lou et al. vroce 2010 za ucelem vytvofeni specializované
databaze sekvenci druhi vyuzivanych v medicingé. Tato databdze zahrnuje jak druhy c¢inského
a amerického 1€kopisu, tak i jejich Casté piimési a blizce ptibuzné druhy. K dne$nimu dni (19. 3. 2020)
zde lze najit vice nez 65 tisic sekvenci barcodl z 2225 druht rostlin, zivoc¢ichd a hub (Medicinal
Materials DNA Barcode Database, 2020). Shromazduje barcody mtDNA (COI, CytB, 12S
a 16S rRNA), cpDNA (rbcL, matK, trnH-psbA) i jaderné DNA (ITS). Kromé sekvenci barcodu
obsahuje také informace o primerech, véetné pouzitych podminek pti PCR, védecké i 1ékaiské nazvy,
klasifikaci materialu podle CITES a IUCN, informace z lékopisti a fotografie vzorki. MMDBD
pouziva k vyhledani podobnosti sekvenci s databazi software BLAST (Lou et al., 2010; Medicinal
Materials DNA Barcode Database, 2020).

Loxodonta Localizer

Mapuje lokalizaci africkych slont Loxodonta africana a Loxodonta cyclotis pomoci 316 bp
dlouhého useku mitochondrialni kontrolni oblasti (Loxodonta Localizer, 2020). Pivod africkych slonti
nebo jejich slonoviny lze urcit diky faktu, ze mtDNA je dédéna maternaln¢ a samice slontl vétSinou
neopoustéji sva stada. Proto je variabilita v mtDNA vazana ke geografickému rozmezi pobytu stada.
Urcenim geografického ptivodu analyzou kontrolni oblasti mtDNA ze zabavené nelegalné ziskané

slonoviny a vyrobki z ni tak Ize cilit vymahani prava ptimo na pytlacké hotspoty (Ishida et al., 2013).

4.4.7.7 Fylogeneticka analyza

Princip fylogenetické analyzy spociva v zarovnani sekvenci a hledani informativnich homolognich
mist, které podstupuji dal$i rozbor. Nasledné jsou konstruovany fylogenetické stromy vyuZzitim
nekteré z metod: maximum parsimony (MP), maximum likelihood (ML) nebo Bayesian analysis. Tyto
stromy tak odrazi evoluc¢ni historii dané taxonomické skupiny. K identifikaci druhti se vyuziva
pfedevsim distan¢nich metod, jejichZ princip je zalozen na porovnévani genetickych vzdalenosti
mezi nezndmou DNA a referencnimi druhy a neodrazi tak evolu¢ni vztahy jako u vySe zminénych
metod (Li ef al., 2011). Nejuzivanéjsi distancni metodou v DNA barcodingu je neighbor-joining (NJ)
(Saitou & Nei, 1987; Hsieh et al., 2001; Hajibabaei et al., 2006, 2007). NJ vypocitava genetickou
vzdalenost na zakladé podobnosti mezi neznamou sekvenci a referen¢ni knihovnou provedenim
mnozstvi sekvencnich zarovnani. Vysledny kladogram tak vyjadiuje vztah podobnosti druhil
ziskany na zaklad¢é parovych distanénich hodnot (Li ef al., 2011). Fylogeneticka analyza je vyuzivana

zejména k ovéteni platnosti vysledkt ziskanych sekvencni analyzou (Thakur ef al., 2017).
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5 Zavér

Ackoliv se na prvni pohled zd4, Ze ohrozeni volné zijicich populaci v disledku nelegélniho
obchodu pro nasyceni trhu s TCM ziistava zélezitosti predevsim asijskych druht, Ize pozorovat jisty
pfesun zajmu také na africky kontinent. Ten se aktudlné stal hlavnim zdrojem nosorozéich rohi
a znemalé Casti i luskounich Supin. Dtslednym dodrzovanim ptedpisi stanovenych umluvou CITES
a kvalitnim monitoringem stavu populaci ve volné ptfirodé by se mohlo do jist¢ miry ptfedchazet
nebo zpomalit vymirani nékterych organizmi — nikoli vSak zcela zastavit.

Existuje nespocet riznorodych DNA identifikacnich metod a lze pomérné s jistotou fici, ze mnoho
dalsich v ramci nasledujicich let pribude.

Pokud je mozné predpovidat identitu zabaveného exemplafe TCM na zakladé typickych
morfologickych nebo mikroskopickych znakl, da se k rychlému prikazu piitomnosti konkrétniho
druhu ve vzorku vyuzit druhove specifickou PCR nebo metodu SNaPshot.

U mechanicky zpracovanych surovin TCM a nejriznéjSich vyluhi a vyvarQ, které pozbyvaji
veskerych charakteristickych rysa, se DNA barcoding jevi optimalni identifikaéni metodou. Pouziti
univerzalnich primert umoznuje identifikaci mnoha druhii zaroven, coz je uplatnitelné v pfipadé
komplexni povahy patentni mediciny. Sekvenace geni pro cytB a COIl mtDNA se zda byt dostatecné
spolehlivym nastrojem k identifikaci pomérné Siroké skaly zivocisnych druhti v TCM. Univerzalnim
barcodem k identifikaci bylin ¢inské mediciny by se mohl stat usek ITS2 jaderné DNA
s komplementarni sekvenci nekodujici oblasti chloroplastového genomu trnH-psbA.

Doplnéni dalsich Casto pouzivanych sekvenci do referencni databaze barcodd BOLD by velmi
napomohlo standardizaci barcodingu ve forenznim vysetfovani.

Tato prace by timto mohla slouzit celnim organiim jako podklad pii vybéru vhodné druhoveé
specifické DNA identifikacni techniky k pritkazu pfitomnosti CITES organizmi v surovinach

a pfipravcich TCM.
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