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Sammandrag

Bevarandet av utrotningshotade djurarter har varit en viktig uppgift pa senaste
tiden pa grund av de hot djuren moter dagligen sasom tjuvjakt och
habitatforstoring. Den illegala handeln med utrotningshotade arter ér ett
omfattande och allvarligt brott 6ver hela virlden, och det dr ofta svért att
avgora vad det ror sig om ndr man bara har tillgang till behandlade produkter
fran djuren. Forensiska verktyg kan vara till stor hjilp i identifieringen av
antingen en art, individ eller geografiskt ursprung. I den hir litteraturstudien
beskrivs olika experiment som utforts dar man anvint sig av DNA-markorer,
men dven icke-genetiska verktyg for att erhalla bevis som sedan kan tas vidare
till domstol. Forskare har anvént sig av olika metoder, och dessa jamfors
baserat pa effektivitet och resultat. Vare sig det dr artidentifiering av
utrotningshotade valar med anvindning av cytokrom c-oxidas-subenhet I eller
identifiering av den afrikanska elefantens (Loxodonta africana) geografiska
ursprung, har alla experiment anvént sig av metoder som varit mer eller mindre
framgéngsrika i kampen mot den illegala handeln med utrotningshotade arter.
Framtida utvecklingar av de molekyldra metoderna ér dock nddvéndiga for att
Oka effektiviteten och omfattningen av forensiska undersdkningar i syfte att
bevara djur i hotade tillstdnd.

Inledning

Den internationella illegala handeln med utrotningshotade djurarter dr en organiserad
kriminalitet som anses vara den fjdrde storsta ekonomiska internationella
brottsligheten efter narkotika, vapen, och mianniskohandel (Mondol et al. 2015).
Vinsterna som fas fran handeln har rdknats ut till ungefédr 20 miljarder amerikanska
dollar varje ar (Mondol et al. 2015). I Nepal, exempelvis, transporteras
utrotningshotade djurs delar sdsom elfenben, tigerskinn och ben, noshérningshorn och
bjorngalla genom landet och Gver grianserna (Panday et al. 2014). Den globala
efterfragan 0kar for produkter som kommer fran exotiska djurarter, och anvinds som
exempelvis dekorationer, medicin, mode och troféer. Efterfragan leder till en 6kad
exploatering av utrotningshotade arter genom tjuvjakt, habitatforstoring och
skogsavverkning. Handeln dr omfattande och skapar hot genom att paverka den
globala diversiteten negativt. Overexploateringen av populationer, som orsakas genom
handeln, kan snabbt leda till lokalt utdéende, och eventuellt 4ven globalt utdéende av
vissa arter. Organisationer saisom WWF (World Wildlife Fund), [IUCN (International
Union for Conservation of Nature) och CITES (Convention on International Trade in
Endangered Species) arbetar med skyddandet av utrotningshotade arter och deras
habitat (Panday et al. 2014).

Alla djur- och vixtarter har en specifik roll i ekosystemet, och om de utrotas kommer
det att paverka miljon runtomkring negativt. Utrotning kan till exempel leda till att
niringskedjor dndras (Mondol ez al. 2015). Om djurarters habitat forstors gynnas
tjuvjdgare, eftersom arterna blir mer dmtéliga, vilket gor det lattare for médnniskor att
finga dem (Panday et al. 2014). For att kunna bevara utrotningshotade arter maste



man déarfor 6vervaka handeln for att kunna bedoma om den &r legal eller illegal.
Artidentifiering &r vésentlig for att uppticka handel med arter som ér 1 fara, och dven
for att senare kunna ta med och presentera bevis i domstol i fall av illegal handel med
utrotningshotade arter.

Det kan tankas att det vanligaste séttet att identifiera en art &r att analysera de
morfologiska karaktédrer som tillhor en specifik art. Detta dr dock inte alltid mdjligt,
eftersom handeln kan innebira att bara sma delar av ett djur, eller degraderade och
behandlade delar av ett djur anvinds som produkter. I sidana fall kan istéllet
molekyldra markorer anvéndas for artidentifiering eftersom prover som inte dr intakta
tillhandahélls. Produkter sdsom tillagat eller torkat kott, klor, 4ggskal, torkade
hajfenor, djurhér, ben, elfenben, horn, fjddrar, skoldpaddsskal och fiskfjill 4r exempel
pa prover som inte &r intakta (Alacs et al. 2010). Hér kan DNA extraheras och sedan,
med anvéindning av forensiska tekniker, kan arterna identifieras pa ett korrekt sétt for
att sedan kunna ga vidare med sjélva skyddandet av den utrotningshotade arten.

Forensisk vetenskap kan ge information om ett brott genom att analysera DNA frin
blod, andra kroppsvitskor, samt kroppsdelar for senare identifiering och bevis. Ett
antal olika forensiska tekniker kan anvindas for identifieringen av arter, individer, och
kon. Dessa inkluderar bland annat genetiska markorer sésom mitokondriellt DNA
(mtDNA), nukledrt DNA (nDNA) och "Sex Determining Region Y" (SRY-genen).
Genetiska markdrer dr kéinda enheter av genetiskt material, som DNA, som anvénds i
studier for att sérskilja arter, och diarigenom identifiera en specifik art. Genetiska
markdrer har alltsd en viktig roll i att identifiera och spéra populationer som har
genetiska kriser, som till exempel minskningar i genetisk variation. Markdrerna ar
ocksa viktiga for att 16sa svérigheter som finns vid taxonomisk artidentifiering som
behovs for att sedan kunna etablera bevarandeplaner inom arter (Arif ef al. 2011).
Markdorerna kan dérfor anvindas 1 forebyggande syfte i kampen mot illegal tjuvjakt
och resultera i mer effektiv lagstiftning for skyddandet av utrotningshotade arter,
jamfort med om bevisen bara dr av morfologiska karaktdrer som till exempel en klo
eller speciell typ av skinn (Arif et al. 2011).

Huvudsyftet med det hér arbetet &r att lyfta fram vikten av olika experiment som
genomforts under de senaste 20 dren, dér forensiska metoder har hjélpt till vid
identifieringen av djurarter som befinner sig i hotade tillstdnd. Identifieringen med
hjélp av molekyldra metoder dr essentiellt ndr handelsprodukterna dr degraderade, och
inga andra metoder kan anvindas eftersom tillstindet av proverna dr av véldigt lag
kvalitet. Vilka metoder kan anvédndas, och nér dr det gynnsamt att anvinda mtDNA
eller nDNA? Hur har dessa metoder varit till hjdlp 1 specifika fall, sdsom
identifieringen av dgg fran papegojfaglar (Gongalves et al. 2015) och geografiska
ursprunget av elefantbetar (Wasser et al. 2008) for att kunna bedéma om handeln har
varit illegal? Hur tas dessa bevis vidare for att langsiktigt kunna bevara
utrotningshotade arter? Slutligen, hur ser framtiden ut for utrotningshotade arter, samt
utvecklingen av den molekyléra teknologin som kan rddda djurliv?



Forensiska genetiska tekniker

De tekniker som anvénds i forensiska fall for utredning om illegal handel med
utrotningshotade djur skett dr antingen DNA-streckkodning eller DNA-fingeravtryck.
Det som skiljer dessa tva tekniker at dr att DN A-streckkoder anvéinder sig av regioner
1 DNA-sekvensen som finns nédrvarande hos alla djur, och man kan d4 identifiera en
specifik art genom att jamfora sekvenserna. Streckkodning kan goras péd grund av att
den kinda regionen utvecklas snabbt vilket ger skillnader mellan arter under
utveckling. Cytokrom c oxidas I samt cytokrom b dr exempel péd kéinda regioner hos
alla djurarter, och anvénds vid streckkodning av arter (Hebert e al. 2003, Baker et al.
2010). For identifiering av individer istdllet for arter anvinds DNA-fingeravtryck. D&
analyseras repetitiva regioner av DNA som kallas mikrosatelliter finns i olika
varianter (olika lingd av den repetitiva sekvensen) hos olika individer (Singh et al.
2004). Aven geografiska ursprung kan bestimmas med hjilp av mikrosatelliter.

Mitokondriellt DNA for artidentifiering

Den vanligaste metoden att anvinda vid identifiering av en art &r att analysera
sekvensinformationen av mitokondriellt DNA (mtDNA), eftersom det finns i flera
kopior hos alla djurceller och fungerar som en genetisk markor. I mitokondrien bestar
DNA:t av en cirkuldr kromosom som innehéller ett flertal olika gener, som bland
annat kodar for ribosomalt RNA (rRNA), transfer RNA (tRNA), cytokrom b och
cytokrom c oxidas (COI) (Arif ef al. 2011) Det finns dven en icke-kodande sekvens
som betecknas som kontrollregionen (KR), och den har en roll i replikering och
transkription av mtDNA molekyler (Arif et al. 2011). De specifika proteinerna som
kodas av regioner i mtDNA hos djurceller, som anvéinds i sjdlva identifieringen,
brukar vara antingen cytokrom b eller COI (Baker ef al. 2010, Gongalves et al. 2015).
Béda dessa proteinkomplex ér viktiga i elektrontransportkedjan for att kunna generera
ATP, vilket dr mitokondriens huvudroll i varje cell. Dessa proteinkomplex anvédnds
vanligtvis 1 fylogenetiska analyser for att pavisa slaktskap inom djurfamiljer och
djurslékten.

COI och 16S rDNA for papegojartsidentifiering

Anvandningen av mtDNA som genetisk markdr for identifieringen av papegojfaglar
(Psittaciformes) har varit framgéangsrik i ett forsok i Brasilien, dér illegal smuggling
av dgg uppticktes och den forensiska metoden kunde vidare vara till hjélp i
brottsundersokningen (Gongalves ef al. 2015). En man, biarandes pa 58 oklickta
fdgelidgg pad vig att flyga fran Brasilien till Europa, blev arresterad av polisen och
hévdade di att det var vakteldgg (Gongalves ef al. 2015). Ménga papegojfagelarter i
Brasilien dr utrotningshotade, och det dr dérfor illegalt att samla in dggen och smuggla
dem. Faglarna anvinds vanligtvis som husdjur, dirfor finns det en efterfridgan inom
husdjurshandeln som gor att dgg tas fran vilda individer, vilket skadar de ménga
arterna. Handeln kan dven ha andra farliga konsekvenser som introduktion av
sjukdomar och invasiva arter s& som mikroorganismer och insekter (Coghlan et al.
2012). De smugglade dggens morfologi tydde pé att det inte var vakteldgg, utan det
visade sig handla om papegojfaglar. Det var darfor viktigt att identifiera dggens
korresponderande art for att kunna etablera ett starkare fall (Gongalves et al. 2015).
Forskare i1 en annan studie har ocksa identifierat papegojfigelarter genom att ha
beslagtagit fjadrar istéllet for gg, men metoden for identifieringen var densamma
(Abe et al. 2012).



Standardmarkdren som anvéndes i det hér fallet var ett 648 bp langt fragment av COI
som kodas av en region i mtDNA (Hebert et al. 2003). Aven 16S rDNA-genen
anviandes som jdmforande dndamal. 16S rDNA é&r en konserverad art-specifik region
som kodar for ribosomalt RNA, och anvinds vanligtvis ocksé i fylogenetiska studier
for att identifiera en art. COI-sekvenser kallas standard eftersom de kan anvéndas for
att identifiera (streckkoda) alla arter. En sekvensdatabas innehéller alltsd COI-
fragmentet fran identifierade prover av alla beskrivna arter, och denna databas kan
anvéndas for jimforelse med ett COI-fragment frén en icke-identifierad organism, 1
detta fall misstankta papegojfigeldgg (Gongalves et al. 2015). 16S rDNA-genen i
mitokondrien har inte lika hog variation i1 primingstéllen som COI har, och dérfor
behovs inte lika minga primrar for att tillforlitligt kunna amplifiera genen (Vences et
al. 2005). I sjélva forsoket extraherades DNA frédn vdvnadsprov av alla 58 beslagtagna
embryon (Gongalves et al. 2015). Det dr oként om embryona dédades, men med tanke
pa att det rorde sig om eventuellt utrotningshotade arter kan det tdnkas att embryona
overlevde. COI-fragmentet frain mtDNA amplifierades med polymeras chain reaction
(PCR) genom att anviinda specifika primer-par (Gongalves et al. 2015). Aven ett
fragment av 16S rDNA amplifierades med PCR med anvidndning av ett annat primer-
par. Efter PCR analyserades produkterna for att bekrifta att det fanns DNA 1
produkterna (Gongalves et al. 2015). Sekvensering kunde sedan utféras med erhallna
COI och 16S rDNA-sekvenser. Dessa kunde streckkodas, eller med andra ord
jamforas med sekvenser i en databas med redan sekvenserade kénda arter. COI-
sekvenserna jamfordes med 141 papegojfagelarter som varit nedladdade frén
databasen BOLD, medan 16S rDNA-sekvenserna anviandes i BLAST sokningar i
GenBank for att jamfora med de arter som var mest lika (Gongalves et al. 2015).

Resultaten indikerade att 57 av de 58 embryona var av Psittaciformes-arter som till
exempel Alipiopsitta xanthops och Amazona aestival, medan ett embryo var av en
uggleart; detta tyder pé en lyckad identifiering av de misstéinkta dggen (Gongalves et
al. 2015). Resultaten visade att bdde COI och 16S rDNA-analyserna var identiska; de
visade samma artidentitet for varje embryo. Figur 1 visar delar av slékttrdd baserade
pa COl-analysen. Studien &r ett exempel pé en framgangsrik anvéndning av forensisk
analys av COI samt 16S rDNA i bevarandet av utrotningshotade arter, men det finns
dock andra analyser som kan anvindas vid artidentifiering. Cytokrom b ér, likt COI,
ett protein som kodas av en region i mtDNA som finns hos alla arter, och kan
anvindas vid forensiska utredningar.
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Figur 1. Delar av fylogenetiska trdd av papegojfigelarter baserat pd COI sekvenser innehallande 141
kinda papegojfagelarter samt 57 embryoprov av okénda identiteter. A visar att 50 av de 57 embryon
som identifierats, tillhor arten Alipiopsitta xanthops. B visar att 4 av de 57 embryon i studien tillhor
arterna Amazona aestival eller Amazona ochrocephala. C visar att 3 av de 57 studerade embryon tillhor
arten Ara ararauna. Omritad efter Figur 1 i Gongalves et al. 2015.

Cytokrom b for valartsidentifiering

Cytokrom b, likt COI, ér ett protein som kodas av en region i mtDNA, som ocksa
vanligtvis anvénds vid identifiering av specifika arter. Bdda proteiner kan anvéndas
vid vilket tillfdlle som helst eftersom béda é&r lika effektiva och ger samma resultat.
Cytokrom b anvindes i ett fall dér illegalt importerat valkatt hittades i
sushirestauranger i Los Angeles i USA, samt i Seoul, Sydkorea (Baker et al. 2010).
Fangsten av stora valar, som &r utrotningshotade, &r kontrollerad av International
Whaling Commission (IWC), och handeln med valprodukter regleras av CITES
(Baker et al. 2010). Trots de skyddande organisationer mot valfangst som existerar sa
sker jakten i Japan under speciella tillstdnd for till exempelvis "vetenskaplig
valfangst". Handeln med valprodukter &r tillaten mellan vissa ldnder péd grund av
reservationer i bilaga [ i CITES av vissa valar; dessa linder inkluderar Japan, Island,
samt Norge (Baker et al. 2010). Handeln ar alltsa inte tilliten med l4nder som inte har
CITES-reservationen, sasom USA.

I studien undersoktes valkott fran utvalda restauranger i Los Angeles och Seoul med
hjélp av genetiska verktyg, for att ta reda pa om illegal handel skett. DNA
extraherades fran produkterna och amplifierades med PCR {or att sedan kunna
anvinda bade cytokrom b sekvenser for artidentifiering samt sju mikrosatellit loci for
individuella DNA-profiler (Baker ez al. 2010). For att ta reda pé sjélva artidentiteten
av varje produkt, anvéndes ett web-baserat program som kallas DNA Surveillance,
vilket kan visa en arts ursprung. Forskarna kunde bekréfta detta genom en BLAST-
sokning av GenBank som dr ett internationellt genetiskt arkiv (Baker et al. 2010).



Resultaten av cytokrom b sekvenseringen visade att det kott som annonserats pa
restaurangen som val, var av arten Balaenoptera borealis (seival), som dr
utrotningshotad. En felannonsering hade dven gjorts dér kottet som var méarkt som
hist visade sig vara av notkott (Baker ef al. 2010). I fallet med restaurangen i Seoul,
visade resultaten att kottet kom fran arterna Balaenoptera borealis (seival),
Balaenoptera acutorostrata (vikval), Balaenoptera physalus (sillval), samt Grampus
griseus (Rissos delfin) (Baker et al. 2010). Med detta bevis kunde forskarna alltsa
hitta en lénk av illegala handelsaffarer med Japan, Norge och Island, och bevisen
kunde tas vidare till lokala myndigheter for utredning av brott. Den hiar metoden var
effektiv i artidentifiering fran kroppsdelar som det d4r omojligt att veta exakt vilken art
de kommer ifrdn. Utveckling av metoderna kan dock behovas for mer effektiva och
snabba analyser. Dessa kan da anvéndas for att snabbare fa de bevis som behdvs for
att ga till domstol med. Att utveckla nya metoder kraver dock flera tester och
godkdnnande innan de kan anvéndas i forensiska fall.

Multiplex-PCR-analys baserat pd cytokrom b for identifiering av indiska krokodiler
Standardtekniker i DNA-analyser sdsom DNA-sekvensering och PCR-reaktion dr
tidskrdvande och dr ibland inte effektiva i identifiering nr man har blandade prover
tillsammans (Meganathan et al. 2011). Det har tidigare forklarats att standard-PCR
anvénts vid artidentifiering med cytokrom b. Multiplex-PCR &r en variant av standard-
PCR, men skiljer genom att man samtidigt kan analysera flera delar av DNA genom
att anvdnda mer &n ett primerpar i ett prov. I en studie dér utrotningshotade indiska
krokodiler identifierats, har multiplex-PCR anvénts som en ny och mer effektiv
method for forensisk identifiering. De indiska krokodilarterna Crocodylus palustris,
Crocodylus porosus, samt Gavialis gangeticus #r alla extremt utrotningshotade. Aven
med lagstiftning mot illegala aktiviteter med dessa arter, fortsétter 4ndd tjuvjakten och
den illegala handeln med dessa tre krokodilarter i Indien (Meganathan et al. 2011).
Krokodilprodukterna som dr med i den illegala handeln anvénds till att géra bland
annat ladervaskor, skor och resviaskor.

I studien utvecklades multiplex-PCR, baserat pd cytokrom b, for att 6ka chansen for
mer effektivisering 1 att artidentifiera krokodiler. En specifik framatriktad (forward)
primer anvindes for var och en av de tre arterna (MUG for C. palustris, SAL for C.
porosus och GHA for G. gangeticus), och dven en universal omvind (reverse) primer
(UNI), som kan anvéndas for alla arter (Meganathan et al. 2011). Dessa primers ar
skapade for att {4 ut specifika storlekar pd PCR-produkterna. Det dr dock viktigt att
bekrifta, precis som alla andra metoder, att denna PCR-metod ér tillforlitlig och
reproducerbar om den ska kunna anvéndas i forensiska fall. Godkdnnandet av
metoden ér viktig for framtida anvéndningar, speciellt nédr det giller produkter som ar
svért degraderade eller har utsatts for olika omgivningsfaktorer som hdg temperatur,
kemikalier och UV-ljus. For att godkdnna multiplex-PCR-tekniken, testades den med
olika parametrar, enligt riktlinjer frin SWGDAM (Scientific Working Group on DNA
Analysis Methods) (Meganathan ef al. 2011). Blodprover fran olika krokodilarter C.
palustris, C. porosus, C. niloticus, C. johnstoni, C. siamensis, G. gangeticus och
Caiman crocodilus, samt farsk vivnad och ett forruttnat prov fran en dod G.
gangeticus anvéindes alla i studien (Meganathan et al. 2011). DNA extraherades fran
alla prover och sedan utfordes alla multiplex-PCR tester som behdvdes for ett
godkinnande.



Multiplex-PCR testades for sin specificitet, reproducerbarhet, kinslighet, stabilitet,
kénslighet mot vissa kemiska substanser och omgivningsfaktorer. Specificitettestet
gjordes for bade artspecificitet samt vivnadsspecificitet for indiska krokodiler, dir
artspecificitet-testet gjordes genom att inkludera DNA-prover fran C. palustris, C.
porosus och G. gangeticus, men dven kors-artsamplifiering gjordes for andra
krokodilarter for att bekréfta artspecificiteten for indiska krokodiler (Meganathan et
al. 2011). I detta fall betyder kors-artsamplifiering att man anvént sig av DNA frdn
krokodilarter som inte varit med i studien alls for att bekréfta att man hade rétt art. For
vévnadsspecificiteten var det viktigt att testa olika typer av vdvnader som kan
forekomma i forensiska fall, inte bara skinn och muskelprover som &r det vanligaste. I
vévnadstestet extraherades DNA fran olika typer av vdvnader fran tvd doda G.
gangeticus (lever, lungor, njurar, hjérta, hjarna, muskler, skinn och mjilte)
(Meganathan et al. 2011). Kénslighetstestet gjordes genom att utféra PCR-reaktionen
med olika DNA koncentrationer ned till 1 ng, fran var och en av de tre arterna
(Meganathan et al. 2011). Kénsligheten testades dven genom att anvdnda degraderat
DNA frén ben och hogt renade vivnadsprover fran doda G. gangeticus.
Stabilitetstestet gjordes genom att delar av blodprover frén C. palustris samt C.
porosus deponerades pé olika typer av ytor (filterpapper, bomullstyg, trd och torkat
16v) och sedan holl sig proverna inom ett temperaturintervall i fem dagar, tills DNA
extraherades for godkdnnandet (Meganathan et al. 2011).

Aven omgivningsfaktorer som temperatur, UV-ljus och kemiska substanser ér viktiga
att testa for att bekréfta att metoden har utvecklats for att hdgt degraderade prover ska
kunna motsta alla mdjliga faktorer, vare sig det ar frdn omgivningen eller vid ett
laboratorie-experiment. Paverkan av kemiska substanser pa proverna testades for
foljande substanser: NaOH, HCI, attiksyra, NaCl och SDS. Alla dessa kemiska
substanser pipetterades separat pd filterpapper tillsammans med blodprover frén C.
palustris och C. porosus (Meganathan et al. 2011). For G. gangeticus, centrifugerades
istdllet farsk vdvnad i en tub innehallandes alla ovan ndmnda kemiska substanser
(Meganathan ef al. 2011). Proverna hélls vid en standardtemperatur i fem dagar for att
sedan kunna extrahera DNA for multiplex-PCR, precis som i stabilitetstestet.

Paverkan av temperaturer analyserades ocksa, dir samma process som for kemiska
substanser genomfordes men istéllet for kemiska substanser, inkuberades proven vid
olika temperaturer och tidsperioder (Meganathan et al. 2011). UV- ljus paverkan
testades ockséd genom att gora liknande process som i temperatur- och kemikalietesten.
Proverna placerades istéllet ndra UV-ljus och blev direkt exponerade for ljuset i olika
tidsperioder, och dérefter kunde DNA extraheras for multiplex-PCR (Meganathan et
al. 2011). Aven testning av paverkan av MgCl, koncentrationer och thermo-
cyklingsskick under sjédlva PCR-analysen &r viktigt eftersom dessa parametrar
kommer paverka temperaturen i det steg d& DNA-strangarna i PCR-reaktionen
rekombineras till dubbelstringat DNA vid virmeéndring. Koncentrationen av MgCl,
optimerades i PCR-reaktionen och thermo-cyklingsskicken dndrades genom att éndra
pa hybridiseringen-temperaturen vid det steg ddr strdngarna rekombineras till
dubbelstringat DNA. (Meganathan ef al. 2011). Ett okéant torkat skinnprov kunde dven
identifieras genom DNA-extrahering och multiplex-PCR for senare analys pa
agarosgel, vilket kunde bekréftas genom sekvensjimforelser med de tre indiska
krokodilarterna (Meganathan et al. 2011).



Resultaten fran bedomningstesterna var relativt positiva. Multiplex-PCR reaktionerna
gav alla forvintade PCR-produktstorlekarna fran DNA-proverna av de tre
krokodilarterna. I stabilitetstestet observerades amplifiering hos alla DNA-prov
forutom blodprovet som deponerats pa trd (Meganathan ef al. 2011). De prov som
behandlats med kemiska substanser samt olika virmeforhallanden gav hogt degraderat
DNA. De prover som inkuberats i standardtemperatur i en dag samt de prover som
behandlats med SDS gav didremot intakta DNA-produkter (Meganathan ef al. 2011).
Aven med hogt degraderat DNA kunde multiplex-PCR analysen trots allt amplifiera
de forviantade produkterna. UV-strilning dr ként for att orsaka mutationer i DNA-
sekvenser vilket kan paverka amplifieringen, trots det skedde amplifiering som gav de
forviantade produktstorlekarna (Meganathan et al. 2011). Med MgCl,
koncentrationstestet samt thermo-cyklingsskick testet, kunde man se att det inte fanns
ndgon effekt vid forandrade cykelforhallanden (Meganathan ef al. 2011). Nér
sekvensjamforelserna gjordes, visade det sig att det var 100% likhet mellan DNA-
sekvenserna fran de tre arterna och jaimforelsesekvenserna. Det okdnda provet visade
sig vara av arten C. palustris, vilket bekriftades genom att sekvensera den
amplifierade produkten; det gav 100% likhet med cytokrom b-sekvensen av C.
palustris (Meganathan et al. 2011). Multiplex-PCR analysens roll i den forensiska
vérlden &r viktig eftersom den visar att nya, effektivare metoder som kan anvénda laga
mingder av DNA-templat, kan vara till stor hjilp i identifieringen av en art. Aven
annan identifiering &r viktig inom forensik for bevarandet av utrotningshotade arter,
sasom individidentifiering och geografiskt ursprung.

Nukleirt DNA for geografiskt ursprung och individidentifiering

Eftersom mtDNA bara kan anvéndas for artidentifiering generellt, och inte
individidentifiering inom en art, behdvs en annan genetisk markdr for saidana
undersokningar. Uttrycket "DNA profiling", eller DNA-fingeravtryck anvinds av
kriminalgenetiker vid identifieringen av en individ fOr att kunna spara den tillbaka till
sitt geografiska ursprung, eller 6vervaka antalet djur som kommer in i kommersiella
marknader (Panday et al. 2014). Nukledrt DNA (nDNA) férekommer i en kopia per
cell frin varje fordlder (det finns bara en kérna 1 varje cell), jamfort med mtDNA som
forekommer i stora méngder per cell (det finns manga mitokondrier per cell). Detta
gor det svart att anvinda nDNA metoden vid svart degraderade produkter. Sjilva
tekniken innefattar vanligtvis en analys av mikrosatelliter (dven kallad STR for "Short
Tandem Repeats") som finns i nDNA. Mikrosatelliter dr repetitiva regioner av DNA:t
som kan upprepas flera gdnger (t.ex., TAGTAGTAG) (Alacs et al. 2010).
Mikrosatellitmarkorer dr polymorfa, vilket betyder att det ger hog genetisk variation
(Singh et al. 2004). Med hog variation betyder det att det finns alleldiversitet bland
mikrosatelliterna vid olika loci. Variationen beror pa en hog mutationshastighet bland
annat eftersom DNA-polymeraset forlorar bindningen vid replikeringen (Alacs ef al.
2010). Man anvinder mikrosatellitmarkorer framst for att identifiera individer och
geografiskt ursprung, vilket kan behovas i fall dir en DNA-matchning undersoks
mellan ett det man har hittat av ett illegalt dodat djur och varifran delarna av djuret
kommer (t.ex. fran ett tjuvjaktsfall).

Mikrosatellitanalys av geografiskt ursprung av leopardprodukter

Anviandning av mikrosatelliter som genetiska markdrer har varit anvandbart for att
bevisa tjuvjakt och illegal handel med kroppsdelar frén stora rovdjur. I Indien finns en
stor rovdjursdiversitet; bland annat kattdjur sdsom tiger (Panthera tigris) och leopard
(Panthera pardus) (Mondol et al. 2015). Kattdjur i Indien stér infér manga hot som



habitatforstoring, bytestomning, konflikter med méanniskor, samt tjuvjakt for den
illegala handeln med kroppsdelar. Leopardkroppsdelar anvénds vanligtvis som mattor
(figur 2) och i traditionella kinesiska mediciner, och efterfragan pa djurprodukterna ér
vildigt hog (Singh et al. 2004). Den hoga efterfrdgan pa den illegala marknaden 1
Sydostasien gor att leoparden &r utrotningshotad och extremt sarbar (Mondol et al.
2015). Eftersom vissa leoparddelar létt kan forvixlas med tigerdelar, anvénds
leoparddelarna som "erséttare" for tigerdelar, och darfor ar det allt mer vanligt att se
kroppsdelar fran leoparder i1 den illegala handeln. Eftersom beslag fran leopard sker i
flera olika delar av Indien, dr det viktigt att spara det geografiska ursprunget pa
kroppsdelen for att kunna se om det finns sérskilda omrdden (hotspots) dir tjuvjakt ar
vanligt, sa att man kan forbéttra skyddet for leoparderna dér och vidta dtgirder mot
tjuvjakten lokalt.

Figur 2. Skiss av leopardskinn som anvinds som matta, med huvudet kvar. Skinnet &r en vanlig
produkt i den illegala handeln med utrotningshotade djur. Teckning av: Chris Somos, 2016.

Att bara analysera leopardskinn visuellt ger ingen information om geografiskt
ursprung, utan det behdvs DNA-baserade metoder for att kunna ldnka ett djur till en
specifik region. I en studie 1 Indien anvindes mikrosatellitdata for att undersoka hur
ursprunget skiljde sig mellan stora leopardbeslag och sma leopardbeslag (Mondol et
al. 2015). I detta fall betyder det att sma beslag bestar av leoparder som dddats lokalt,
medan stora beslag bestar av leoparder som dddats i olika regioner och dr menade for
en stor sindning (Mondol et al. 2015). Studien undersokte dven om det fanns en
preferens for ett kon dver det andra mellan dem olika beslagen och om de genetiska
fotsparen frdn geografiska ursprungen skiljdes mellan beslagen (Mondol ef al. 2015).
Kroppsdelarna beslagtogs av myndigheter i syddstra Asien, som kdmpar mot brott
mot djurliv. En referensdatabas med mikrosatelliter skapades av 173 leopardindivider
dér prover kom fran blod eller avforing och var uppsamlade frén olika platser dver
den indiska subkontinenten (Mondol ef al. 2015). Referensdatabasen var nédvindig
att skapa eftersom i slutet pa studien skulle mikrosatellitsekvensera fran beslagen
jdmforas med databasen. GPS-koordinater for provernas ursprung var uppmatta for att
kunna spara proverna till olika regioner. Beslagen som togs bestod av 44 leopardskinn
frén sex olika skogsdivisioner fran sddra Indien. (Mondol et al. 2015). I laboratoriet
extraherades forst DNA fran varje skinnprov for att sedan anvénda 13
mikrosatellitloci frin alla prov for sjélva identifieringen (Mondol et al. 2015).
Mikrosatelliterna amplifierades med PCR och fragmenten méttes med
GENEMAPPER, som visar kvalitetsindex for varje prov (Mondol et al. 2015). For att
kunna jamfora skinnproverna med referensproverna och sedan kartldgga, anvindes



programmet SCAT (smoothed continuous assignment technique), for att sedan rita ut
punkterna pa en karta av Indien for stora respektive smé beslag (Mondol et al. 2015).

Resultaten visade att, av 40 analyserade prover fran skinn, var 77% (31 prover) av hog
kvalitet, och 20% (atta prover) samt 3% (ett prov) av de totala proverna var av medel
respektive 1ag kvalitet (Mondol et al. 2015). Kvalitetsskillnaderna innebér hur bra
bevarat DNA:t dr och dess kvalitet. Figur 3 visar att prover frin stora beslag kunde
hérledas till véldigt olika och spridda regioner i Indien, medan prover fran de sma
beslagen blev i huvudsak geografiskt sparade till centrala Indien (Mondol et al. 2015)
Naéstan inga prover visade sig komma fran den region som de hade blivit beslagtagna
ifran. Detta tyder pa att ett prov inte nddvéndigtvis har sitt ursprung dér beslaget skett,
och dirfor kan det vara svért att veta var det finns hotspots for tjuvjakt nér det ar sa
utspritt dver ett helt land. Aven kénskvoten riknades ut frén 36 av de 44 beslagtagna
skinnprover till 25 hanar och 11 honor. Kénskvoten kan d4 beskrivas som en
preferens for jakt pd hanar. Det kan bero pé en rad olika faktorer (Mondol ef al. 2015).
Leopardhanarna dr mer sarbara i tjuvjakten péd grund av storleksdimorfism hos arten,
och det dr hanarna i leopardernas fall som éar storre i storlek an honorna. Ett storre
skinn ger logiskt sétt en storre vinst, ddrav preferensen for hanleoparder i tjuvjakt.
Vikten av denna typ av studier &r stor for framtida bevarandeatgérder pa lokal savél
som global niva. Hotspots for tjuvjakt har hittats och darmed potentiella handelsrutter
inom den indiska subkontinenten (Mondol et al. 2015).

@ O

Figur 3. De stora leopardbeslagen har sina ursprung fréan véldigt utspridda regioner i landet (a)
medan de sméa beslagen har sina ursprung i centrala Indien (b). Omtryckt med tillstdnd fran Mondol
et al. 2015. Copyright © 2016, John Wiley and Sons.

Mikrosatelliter i kampen mot illegal handel av elfenben frdn afrikanska elefanter
Forskare som anvint sig av mikrosatellitanalys i syfte att spara produktursprung och
implementera lagar, har fokuserat pad kampen mot den illegala handeln med elfenben
fran afrikansk elefant (Loxodonta africana). Den afrikanska elefanten har utsatts for
otaliga hot dven efter 1989 dé& handel med elfenben forbjods for att skydda elefanterna
(Wasser et al. 2008). Aven med ett internationellt handelsforbud, fortsitter den
illegala handeln, och den har 6kat extremt mycket sedan 2006 pé grund av den dkade
ekonomiska och infrastrukturella kontakten mellan Afrika och Asien. De afrikanska
elefanterna har darfor mott den mest seridsa bevarandekrisen sedan 1989 (Bennett
2015). Elefanter jagas bland annat for sina betar (figur 4), som sedan anvinds som
elfenbensdekorationer och konst. De afrikanska savannelefanterna i centrala Afrika
har forlorat en enorm andel av den totala populationen pé grund av jakten efter
elfenben. I en studie om transport av illegalt elfenben, insdg man att man bara hittat
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10% av alla de elfenben som man tror siljs illegalt (Wasser ef al. 2008). I den hér
studien beslagtog myndigheter 2 500 kg elfenben mellan 2005 och 2006. Om det
endast dr 10% av den totala arsvikten av smugglat elfenben innebér det att 250 000 kg
illegala elfenben smugglades ar 2005-2006. Detta skulle motsvara ungefar 38 000
dodade elefanter pa ett &r (Wasser ef al. 2008). Den méngd och hastighet som
elefanter dodas for sina betar dr oacceptabel, och med sddan exploateringshastighet
kan elefantpopulationerna snabbt forsvinna fran Afrika. Det dr darfor viktigt att ta
reda pa, med hjédlp av DNA-baserade metoder, var ndgonstans elefanterna blir dodade
for sina betar.

Figur 4. Skiss av en typisk hog av elefantbetar till hoger som utvunnits ur illegal tjuvjakt. Fullvuxen
Loxodonta africana till vénster, som &r en utrotningshotad art. Teckning av: Chris Somos, 2016.

I en studie undersoktes de geografiska ursprungen av tva beslag av elfenben fran
afrikanska elefanter, ddr ett beslag innefattade prover ifrdn Singapore och Malawi,
medan det andra beslaget innehdll prover ifrdn Hong Kong och Cameroon (Wasser et
al. 2008). Beslagen fran Singapore bestod av sma, utskurna bitar av elfenbenen,
medan beslagen frin Malawi bestod av hela elfenben (Wasser et al. 2008). I studien
anvands termen "hanko" for att beskriva de utskurna bitarna, medan "hankoskal"
anvénds for att beskriva sjédlva betarna. Studien syftade till att ta reda om hankos och
hankoskalen matchar och kommer fran elefanter som blivit dodade i samma
population. Samma metoder anvdnds for att bestimma ursprunget av betarna som
beslagtagits i Hong Kong och elfenbensbitar beslagtagna i Cameroon (Wasser et al.
2008). Alla produkter organiserades utefter farg och markeringar, sedan skickades
proverna till ett laboratorium for vidare undersokning. DNA extraherades fran alla
prover, och amplifierades for 16 mikrosatellit DNA-loci (Wasser et al. 2004, Wasser
et al. 2007). Geografiska ursprung kunde undersokas genom jamforelser mellan
elfenbensgenotyperna vid alla 16 loci och referens-DNA som samlats frén av{orings-
samt vdvnads-prov i en tidigare studie (Wasser et al. 2004, Wasser et al. 2007, Wasser
et al. 2008).

Resultaten visade att varje prov med oként ursprung kunde spéras till antingen skogs-
eller savannelefanter (Wasser et al. 2008). De elefanter som visade sig ha sitt ursprung
fran savannen var Zambia-centrerade, medan de elefanter som hade sitt ursprung fran
skogen var Gabon-centrerade (Wasser et al. 2008). For mer detaljerad geografisk
undersokning, anvéndes programmet SCAT, som anvinder sig av allelfrekvenser fran
referensprov, samt speciella metoder for att kunna skapa en geografisk karta av
allelfrekvens-variation inom hela elefantgenomet (Wasser et al. 2008). Det som kan
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vara intressant att fa ut frdn anvindning av SCAT &r bekriftelsen att populationer som
ar néra varandra tenderar att vara genetiskt mer lika dn populationer som &r lingre
bort.

SRY-genen for konsidentifiering

Forutom artidentifiering och sparandet av geografiskt ursprung med
individidentifiering, kan det dven vara viktigt att kunna identifiera vilket kon den
illegala produkten dr av. Med kdnnedom om kdnen, kan konskvoten analyseras och
man kan se om det finns en bias mot ett specifikt kon. Precis som i leopardstudien,
kan det vara viktigt i andra studier att veta vilket kon som blir mest utsatt for tjuvjakt,
eftersom det ena konet kan visa sig vara mer hotat &n det andra. Vid ojimn
konsfordelning i en population kan det uppsta fler konflikter och eventuellt inavel.
Med anvéndning av en kons-specifik amplifieringsmetod av SRY-genen, kan konet
identifieras i prover som tagits. I en studie anvéndes den hir tekniken for att
konsidentifiera illegalt skjutna guanacos (Lama guanicoe) i den chilenska Patagonien
(Marin et al. 2009). Guanacon ir det mest utspridda hovdjuret i Sydamerika, och
statusen pa populationerna beror helt pa vilken region de lever i; vissa guanaco-
populationer har kunnat &terhdamta sig i skyddade omraden, medan andra populationer
ar kritiskt utrotningshotade (Marin et al. 2009). Hoten inkluderar habitatdestruktion,
jakt samt jordbruk, och artens kritiska tillstind har gjort att de blivit listade i CITES
(Marin et al. 2009).

Mellan ar 2006-2007 skdts fem guanacos olagligt i skyddade omréden i Patagonien,
och de som utforde brotten argumenterade att de beslagtagna kottproverna (som tagits
fran den illegale jdgares hem) kom frdn domesticerade histar (Marin ef al. 2009).
DNA extraherades frén musklerna (Marin et al. 2009). Innan kdnsidentifieringen
behovdes bekriftelse att arten var just guanaco. Amplifiering av DNA utférdes med
hjélp av PCR, och man analyserade cytokrom b (Marin et al. 2009). Sjdlva
konsidentifieringen genomfordes med amplifiering av SRY-genen, vilket dr det mest
kinda testet som utfors for att bestimma kon. Det som &r speciellt med SRY-genen ér
att den bara producerar han-specifika PCR-produkter (Marin et al. 2009). Resultaten
av cytokrom b-analysen visade att det beslagtagna materialet var fran arten Lama
guanicoe. Konsmarkoren visade inte ndgon amplifiering av SRY-genen i de tre
konfiskerade proverna, vilket betyder att alla prov kom ifran honor (Marin et al.
2009). En guanacogen av ként kon (hane) amplifierades samtidigt for att bekrifta
markorens effektivitet samt att PCR-reaktionen fungerade (Marin et al. 2009). SRY-
genen &r en effektiv markor vid forensiska metoder for konsidentifiering, men enligt
forfattarna behdvs det mer noggrannhet for att bestimma konet pa guanacos eftersom
SRY-genen ibland har visat sig ge falska negativa resultat. Forfattarna rekommenderar
att gora ett parallellt test med en komplementéir markor, vilket inte skulle ta med PCR-
produkter med mutationer (Marin et al. 2009).
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Icke-genetiska tekniker for artavskiljning

Genetiska markdrer dr viktiga i forensiska analyser dir den produkten som undersoks
4r s& modifierad att det inte gir att observera morfologiska karaktirer. Aven icke-
genetiska tekniker dr anvéndbara for att exempelvis skilja mellan tva arter som
morfologiskt sétt liknar varandra. I en studie ville man separera svarta
koralldjursprover fran andra prover med liknande utseenden sdsom plast,
slidhornsdjurskeratin och mangrovetré, genom att anvénda icke-genetiska tekniker.
Exempel pa sddana metoder &r sa kallad fourier-transform infrardd spektroskopi
(FTIR), diskriminantanalys, rontgenfluorescensspektrometri (XRF) och stereoskopisk
mikroskopi (Espinoza et al. 2012).

Svarta koralldjur (ordning Antipatharia) ér trad-liknande koraller som lever i
djupvatten och hittas mestadels i tropikerna (Espinoza et al. 2012). Svarta koralldjur
har anvénts for att skapa olika typer av smycken som ringar, 6rhidngen och halsband,
men eftersom de dr utrotningshotade, listas de i CITES Appendix II (Espinoza et al.
2012). Analyser gors regelbundet for att verifiera dktheten hos koralldjur, eftersom de
latt kan forvédxlas med andra material som liknar dem. Forskare i en studie anvinde
sig av de ovan nimnda icke-genetiska metoderna for att sérskilja koraller frén andra
material. FTIR anvéndes for att exkludera plast som inte ar baserat pd mjolkproteinet
kasein. Diskriminantanalys anvénds for analys av FTIR-spektra for att exkludera
kasein, och makroskopi samt mikroskopi anvinds for att observera unika
morfologiska karaktdrer hos Antipatharia, vilket dd kan exkludera mangrovetra
(Espinoza et al. 2012). Aven XRF anviinds for att exkludera slidhornsdjurskeratin,
och till sist undersoktes paverkan av hdga nivaer av jod och brom pé analysmetoderna
for identifiering av svarta koralldjur, vilket var en helt ny metod utvecklad i den har
studien (Espinoza et al. 2012). I sjélva studien beslagtogs 48 prover av farska svarta
koralldjur, som var del av en frakt av smugglade svarta koralldjur pa vig mot USA for
kommersiell handel (Espinoza et al. 2012). FTIR anvéndes for att studera spektrala
egenskaper hos de svarta koralldjuren och de material som skulle exkluderas. XRF
under vakuum anvéndes for att analysera koralldjuren samt det andra materialet som
skulle exkluderas, for att kunna behélla den normala grunddmneshalten (Espinoza et
al. 2012). Ytorna av koralldjursmaterialet samt mangrovetrédet analyserades med hjélp
av mikroskopi for att jaimfora dem.

Resultaten fran Espinoza et al. (2012) visade att varje prov (korall vs. kasein plast)
kunde klassificeras pa ett korrekt vis med anvidndningen av FTIR och
diskriminantanalys. Bida teknikerna kunde enkelt sdrskilja svarta koralldjur och
kasein-baserade plaster. Med XRF-analysen kunde skillnaden mellan keratin och
koralldjur observeras. Eftersom keratin, likt koralldjur, visar sig ha ett FTIR-spektrum
som domineras av amid-stretchar, var XRF-analysen viktig eftersom den kunde
exkludera keratin (som liknar dem svarta koralldjuren nér det &r modifierat) (Espinoza
et al. 2012). Ett nytt férhdllande mellan jod och brom- nivaer analyserades av
Espinoza et al. (2012), som kan vara viktig 1 framtida studier dér svarta koralldjur
behover identifieras. Nér brom-nivéer dr hoga i korallen, &r jod-nivéerna laga, och
vise versa, vilket kunde forklaras genom ytterligare XRF-analys av korallgrenar
(Espinoza et al. 2012). XRF-analys-kartorna visade att jod och brom har en cirkulir-
band struktur som liknar tillvéxtringar. Det finns alltsd en varierande distribuering av
grunddmnen i grenarna, beroende pd nivaerna av varje grunddmne. Denna relation
finns inte 1 andra material, och dérfor kan man sérskilja korall fran olika material. I
mikroskopianalysen kunde de svarta koralldjuren skiljas frdn mangrovetrd. Figur 5
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visar att ytan av mangrovetrd har tubliknande strukturer med smé porer pa den laterala
viggen, medan svarta koralldjur har sma taggar som sticker ut pa ytan, vilket inte
finns hos mangrovetréd (Espinoza et al. 2012).

Figur 5. Mikroskopbilder av svart koralldjur till vénster och mangrovetré till hoger. Mangrovetrd saknar de
taggar som svarta koralldjuret har pa ytan. Omtryckt med tillstand fran Espinoza et al. 2012. Copyright ©
2016, Elsevier.

Diskussion

Forskning med hjélp av forensiska verktyg for att uppticka illegal handel med
hotade djur har varit en viktig pelare for skyddandet av arterna. Beroende pa
om man vill géra en DNA-streckkodning, ta ett DNA-fingeravtryck, eller gora
jamforelser med andra arter med hjilp av icke-genetiska verktyg, behdvs mer
forskning i omradet for att kunna utveckla nya metoder som kan anpassas till
en stor artdiversitet.

Utrotning av de flesta stora rovdjur sdsom indiska leoparder, tigrar och krokodiler har
en stor padverkan pa ndringskedjor i ekosystemen, vilket leder till en 6kning av
medelstora rovdjur och fagelpredation, men dven dndringar i insektsreproduktion och
frospridningar (Mondol ef al. 2015). Eftersom all biodiversitet ska skyddas, dr dessa
effekter mycket farliga i lainder som har stor biodiversitet, och det &r dessa lander som
ar det storsta malet for tjuvjakt. Exempel pd dndringar i niringskedjor dr minskad
genetisk variation pa grund av en ojamn konspreferens. Genetisk variation kan minska
inom populationer dé& det uppstir en konspreferens i tjuvjakt. Minskning kan ske om
hanar foredras i jakt pa grund av deras storre storlekar (storre kroppsdelar ger hogre
vinst) eller fysiska konsdimorfa attribut som horn eller andra ornament. Denna
konspreferens kan eventuellt leda till inavel eftersom det kommer finnas farre hanar i
populationen. Med tillgdnglig information om vilket kon tjuvjakten dr mest riktad
mot, kan skydd darfor implementeras till de stdllen som har koncentrerad
tjuvjaktsaktivitet. Djuren kan da flyttas till skyddade omrdden for att skapa en
ekologisk balans mellan kdnen for att undvika inavel och konflikter. I studien av
Marin et al. 2009, kunde illegalt skjutna guanacos konsidentifieras, och upptéckten att
honor foredrogs 6ver hanar i tjuvjakt var viktigt for framtida skydd for djuren.
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Anvindning av molekyldra verktyg dr essentiell for undersokningar om illegal handel
skett med utrotningshotade arter. Det dr svért att 6vertyga med bara morfologiska
karaktérer som man tidigare anvént for att gora en art- eller individidentifiering.
Vilket molekylart verktyg som kan anvéndas beror pa vad man &r ute efter. Om man
vill identifiera en specifik art som man har misstankar om, men inte kan anvénda
morfologiska karaktérer eftersom proverna édr degraderade och inte intakta, & mtDNA
en bra markor. Eftersom mtDNA anvinds regelbundet i molekylédra taxonomiska och
fylogenetiska analyser, dr det ett bra sitt att identifiera en art pd grund av den enorma
méngd data som redan finns i databaser. Det finns d@ven universella primrar for
mtDNA, vilket betyder att de kan anvéndas for ndstan vilket oként prov som helst
(Johnson et al. 2014). I studien om valartsidentifiering, var anvédndningen av
cytokrom b-regionen av mtDNA en lyckad metod. Utrotningshotade valarter kunde
identifieras tack vare databaser med redan sekvenserade DNA-regioner for
jamforelser. Det dr déarfor viktigt att i framtiden kunna utveckla gendatabaser och
sekvensera dnnu fler arter, eftersom inte alla arter finns tillgdangliga. Det kan hidnda att
en art felidentifieras pa grund av likheten med en annan arts genom, darfor maste fler
arter sekvenseras for att fa en bra separation mellan arter.

Det &r dven viktigt att undersoka om illegal handel skett med utrotningshotade arter
for att undvika seridsa konsekvenser s& som introduktionen av invasiva arter av
mikroorganismer och insekter, samt introduktion av sjukdomar till en annan plats. I
fall av illegal handel med utrotningshotade papegojarter kan konsekvenserna vara
farliga for bade arternas och manniskans hélsa. Handeln med figelarter har tidigare
orsakat spridning av sjukdomar i manniskor, som till exempel utbrottet av SARS
(severe acute respiratory syndrome) ar 2003, samt Newcastle disease, psittacosis och
fagelinfluensan (Coghlan et al. 2012). Aven introduktionen av exotiska papegojarter
till en ny milj6 med icke-nativa arter, kan leda till oonskat genflode mellan arterna
och ddarmed genetisk homogenisering (Coghlan et al. 2012).

Anviandningen av nDNA som en genetisk markdr har varit lyckat i
individidentifiering och spdrning till geografiskt ursprung. Mikrosatellit loci har visat
sig vara vildigt populations- och individspecifika, vilket gér det mdojligt att spara en
individ till en population. I experimentet genomfort av Wasser et al. 2008, kunde en
16 mikrosatellit loci metod anvéndas for att spara beslagen till antingen savann- eller
skogspopulationer. Metoden kan alltsd vara ett tillforlitligt sétt att framgangsrikt spara
beslagtagna elfenben till usrprungspopulationen. Om man kan ta reda pa vilka
regioner som dr populdra for tjuvjakt, kan man dirigera brottsbekdmpning till dessa
platser. Det &r svart att spara ett specifikt fall till sitt geografiska ursprung eftersom
det oftast bara finns information om sjdlva platsen dar betarna beslagtogs (dar
produkterna transporterats ut ifran), men ménga studier har anda effektivt kunna spara
produkter till sina ursprung. Elfenben behover nddvandigtvis inte ha exporterats fran
samma land dér elefanten har dodats.

I en studie fann man att elfenbenbeslag fran varje serie, eller tidsperiod, sparades till
samma ursprung (antingen savannen eller skog), vilket var en viktig upptickt. Det kan
betyda att de som utfort brotten har riktat sig mot specifika populationer och forsokt
exploatera dessa populationer. Om ménniskorna som utfor brotten kan gora det pa ett
stdlle, kan de sedan ga vidare till ett annat stélle och forsdka exploatera en population
dér. Dessa upptéckter skulle aldrig ha skett utan forensiska verktyg, och med framtida
utvecklingar i metoderna kan fler liknande studier leda till starkare lagtillimpning.
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Utveckling av DNA-databasen behovs dven; specifikt av L. africana, med kontroll
DNA-prov. En storre och mer tillforlitlig databas behdvs i framtiden for ldttare
matchning av beslagtagna elfenben (Kinuthia ef al. 2015).

Icke-genetiska verktyg har ocksa visat sig vara framgangsrika i fallet med svarta
koralldjur. Mikroskopi, rontgen, diskriminantanalys och FTIR har anvints for att
skilja mellan svarta koralldjur, mangrovetrd, plast eller keratin. Svarta smyckesobjekt
som tagits in som bevis for en kriminal undersékning, kan med hjélp av metoderna
identifieras som koralldjur (Espinoza et al. 2012). Om icke-genetiska tekniker har
kunnat anvéndas for denna typ av djur, kan liknande metoder mdjligtvis utvecklas for
andra arter i framtiden, for att inte bara begrénsa till genetiska metoder.

Utvecklingen av forensiska DNA-metoder behovs i1 bevarandet av arter eftersom det
ar ett relativt nytt studiefalt. Effektiviteten av artidentifiering beror som sagt
mestadels pd huruvida stor och omfattande artdatabasen som man jamfor med ar. Nér
man jimfor en sekvens fran ett icke-identifierat prov med en sekvensdatabas vill man
ha en sé stor databas som mojligt dar flera arter redan identifierats, sé att man slipper
fel pd grund av att det finns for f arter tillgéingliga i databasen. Effektiviteten i
identifiering beror dven pa den typ av metod som anvénds. En vanlig PCR-metod ar
tidskrdvande, darfor har till exempel multiplex-PCR utvecklats for att bekdmpa
svarigheterna med vanlig PCR (Espinoza et al. 2012). Det behdvs mer utveckling i
forensiska DNA-metoder for djur eftersom genetiska markorer &r mer varierande hos
icke-ménskliga djur.

Aven om den forensiska vetenskapen hos djur inte nitt samma utstriickning som hos
méinniskor, har den dndé utvecklats pd grund av det hot djuren méter genom tjuvjakt,
habitatforstoring, konflikter och olika typer av illegal handel. Fler och fler arter listas i
CITES Appendix I eller II pd grund av sina kritiska tillstdnd. En listning i CITES
innebadr att arten dr extremt utrotningshotad. Dedikerade forensiker strévar efter de
hogsta standarder inom djurforensik, eftersom det &r essentiellt for att kunna
implementera lagstiftning och skydd mot djuren.

Jag tror pé en stark framtid for varierande forensiska genetiska tekniker eftersom det
har varit stor forskning pd nya, utvecklade metoder att identifiera en art, individ, eller
geografisk ursprung. Ett exempel dr multiplex-PCR, som har visat sig vara mer
effektiv dn tidigare PCR-metoder. Jag tror dven att tidigare metoder som anvints for
ménniskor kan anvéndas i utvecklingen av dessa nya tekniker for icke-ménskliga djur,
men det dr naturligtvis mer krdavande pa grund av komplexiteten och diversiteten
mellan alla djur.
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Hur kan man skydda varldens utrotningshotade djurarter med
hjalp av forensisk genetik?: etisk bilaga

Marisol Avilés

Sjalvstandigt arbete i biologi 2016

Etiska aspekter
Handel med utrotningshotade djur?
Den storsta etiska fragestdllningen som alla experiment tagit med i mitt arbete &r

handeln med utrotningshotade djur, och alla dessa djur &r listade i CITES (Convention
on International Trade in Endangered Species), som arbetar med att skydda
utrotningshotade arter. Trots att det &r etiskt inkorrekt att driva handel med arterna,
sker det dnd4, och det ar darfor viktigt med forensiska verktyg for att bedoma om
handeln varit illegal eller inte. Handeln &r etiskt problematiskt eftersom alla djur har
ritt att inte behova behandlas som handelsprodukter. Enligt mig ska ingen handel med
djur 6verlag som hotar djurets livskvalitet och skapar lidande existera, vare sig
handeln é&r illegal eller legal, eftersom djur inte ska anses som produkter for
ménniskans ndje. Ménniskan behdver exempelvis inte elefantbetar till sina
hemdekorationer eller en matta gjord av leoparddelar, det finns andra material som
inte paverkar djurs vilfard. Fler myndigheter borde ta del av skyddandet av
utrotningshotade arter, eftersom utrotningen inte bara leder till minskad artdiversitet
och utddende av en viss art, utan det paverkar dven ekologin och néringskedjor, samt
de habitat som arterna har. Det ar sjélvklart negativt att en viss art dor ut; varje art har
lika mycket ritt att finnas pd denna planet.

Jag tycker inte att det har funnits etiska aspekter i sjdlva forsoken som gjorts, eftersom
de flesta proverna &r delar av redan ddda individer, det &r dock viktigt att proverna i
forsoken behandlas med extrem varsamhet eftersom DNA é&r véldigt kédnsligt och den
méngd DNA som anvénts i forsoken &r valdigt liten, s om man forlorar en viss
méngd DNA kan det forstora studien och péverka den hotade artens framtid. Ett
mdjligt undantag for en etisk aspekt dr dock ett forsok, dar artidentifiering gors for
dgg som missténks vara fran papegojfaglar. Embryon i dgg dr dven de individer, och i
forsoket togs viavnadsprover frén dggen for att kunna géra DNA analyserna. Det
framgar inte 1 artikeln om embryona dverlever efter forsdket, men med tanke pé att
papegojfigelarter dr utrotningshotade kan det tdnkas att de gor det. Risken &r dock
hog att embryona skadats, vilket kan paverka fagelns senare livsstadier. Det &r viktigt
att klargora att man inte ska introducera onddigt lidande hos individer i forsok med
djur, men den etiska aspekten har inte framgétt i detta omréde.

Forskningsetik
Under arbetets gdng har jag funnit vildigt mycket ny forskning inom omrédet, vilket

tyder pd att forskningen &r ett relativt nytt félt. Jag har dock varit noggrann nir det
giller vilka artiklar som ska vara med i uppsatsen och vilka som inte dr relevanta. De
artiklar jag valt anser jag vara relevanta till mitt omrade och dven tillforlitliga, med
unika och viktiga experiment. Jag anser att jag har pa ett korrekt vis angett kéllor i
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texten dir jag inte sjélv dragit slutsatser. Jag har dven skrivit pa ett nyanserat vis i min
text genom att anvinda olika perspektiv av de olika metoderna som anvints.
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