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ELOSZO

Hitzok, farkasok, medvék. Eurépa nagyragadozoi, me-
lyek a 21. szazad folyamatosan romlé természeti kornye-
zetében is képesek voltak megtalalni a helyliket. Ez pedig
kozos er6feszitéssel, tobb érdekesoport egységes munka-
javal valosulhatott meg. A nagyragadozok nemcsak a ter-
mészet rendszerének kulcsfontossagu szerepldi, hanem az
emberi torténelemnek és kultiranak is részei: mondak és
mesék fészerepldi, félelemmel és tisztelettel Gvezve — az
érintetlen vadon szimbo6lumai.

A nagyragadozok koriilbeliil egy évszazada fogyatkoztak
meg Eurdpa szerte, els6sorban az él6helyvesztés és az iil-
doztetés miatt. Napjainkban azonban szamos eurépai al-
lamban Gjra megjelentek, melyben a szigorodd vadaszati
szabalyok és a természetvédelmi erdfeszitések egyarant
szerepet jatszottak. Amit a természetbaratok sikerként
iinnepelnek, az a nagyragadozok altal lakott teriileteken
él6knek sokszor kihivast jelent.

Ennek a kiadvanynak a célja, hogy segitsen eligazodni a
molekularis biologiai és laboratériumi eljarasok utvesz-
t6iben. Ezek a modern eszk6zok és eljarasok ma mar
hazankban is elérhet6ek. Annak ellenére, hogy az egyes
érintettek tisztdban vannak a laboratériumi eljarasok
hasznaval, maga a labor sok esetben még mindig ,fekete
doboz” a nagyragadozokkal foglalkoz6 szakemberek koré-
ben. A kiadvany segitséget nyujt a laboratoriumi eljarasok
eredményeinek értelmezésében és abban, hogy meghata-
rozhassuk mely kérdésekre kaphatunk eredményesen véa-
laszt a modern eljarasok segitségével. A kiadvany 6sszeal-
lit6i az alkalmazott genetikai modszerekben hazankban és
nemzetkozi szinten is tapasztalatot szerzett szakemberek.

Szeretjiik Gket vagy sem, a nagyragadozonak szerepe van
a természetben, csdcsragadozo a taplaléklancban és a jol
miikodd, ,onfeldjitd” erdbk teljes értékid tagja. A WWF
Magyarorszag hisz abban, hogy az emberek és a nagyraga-
dozok képesek egymas mellett élni, és azon dolgozik, hogy
helyi lakosok és gazdalkodok szamara hazank él6helyein
a ragadozok elfogadott fajokka valjanak.

Sipos Katalin | igazgato, WWF Magyarorszag



Allél: A gén alternativ allapota. Vad tipusinak az eredeti, a termé-
szetben leggyakoribb génformat nevezziik. Az Gj allélok mutaciéval ke-
letkeznek. A diploid szervezetek sejtjei a gén két alléljat tartalmazzak.
Amplifikaci6: Egy adott gén- vagy DNS-szakasz megsokszorozo-
désa természetes vagy mesterséges masolassal.

RNS (ribonukleinsav): A DNS-hez hasonl6 6ridsmolekula, sok is-
métl6d6 egységbdl épiil fel. Egységei a ribonukleotidok.

DNS (dezoxiribonukleinsav): A nukleinsavak csoportjaba tartozé
Osszetett molekula, a genetikai informaciot tarolja magaban, ez az
orokit6anyag. A nukleotidok szamunka legfontosabb komponensei
a bazisok (adenin, guanin, citozin, timin). Ezek sorrendje hatarozza
meg az egyes allélokat (az egyed tulajdonsagait).

DNS fragment: A vadbiologiaban jellemzéen PCR (1d. kés6bbi fe-
jezetek) alapu eljarasokkal nyert DNS darabok.
DNS-szekvenalas: A DNS bazissorrendjének (adenin, guanin, ci-
tozin, timin) meghatarozasa.

Elektroforézis: DNS fragmentek vagy fehérjék gélben (agaroz
vagy poliakrilamid) tortén6 méret szerinti szétvalasztasa.
Fenotipus: Egy szervezet megfigyelhet6 tulajdonsagai, amelyeket
a genotipus a kornyezettel egyiitt alakit ki. Az azonos fenotipus mo-
gott eltér6 genotipus lehet (homozigota dominans és heterozigota),
illetve azonos genotipust egyedek eltérd kornyezetben kiilonb6z6
fenotipust mutathatnak. Fenotipusos tulajdonsag példaul a szérzet
szine, tomottsége, vastagsaga.

Gén: Olyan nukleinsav szakaszok a DNS-ben vagy RNS-ben, ame-
lyek a szervezet miikodését és novekedését befolyasolo fehérjék sza-
balyozasahoz és elGallitasahoz sziikséges informacidkat tartalmazzak.
Genom: A genom az egyed (faj) teljes genetikai allomanya (DNS vagy
RNS). A genom mérete (hossza) és a gének szama az evolici6 soran né.
Genomika: A genomika a genomot és a gének kolcsonhatasait vizs-
gélja. A genomika a teljes genom DNS-szekvenciajat hatarozza meg
és ebbdl kovetkeztet az egyes gének szekvencidjara (funkcionalis
genomika). Az 0sszehasonlit6 genomika a fajok teljes genom szek-
venciajat vizsgalja.

Osszessége.

Lokusz: Mas néven génhely, a gén vagy egyéb fontos szekvencia
elfoglalt helyét jelenti a DNS-en (vagy az RNS-en).

Marker: A molekularis genetikaban egy DNS-szakasz, melynek helyét
és a hozzarendelhetd biologiai funkciét ismerjiik, ki tudjuk mutatni.
Polimorfizmus: Kiilonb6z6 fenotipust mutat6 valtozatok el6for-
dulésa, illetve egy génnek két vagy tobb valtozata ugyanabban a po-
pulaciéban.
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BEVEZETO

Jelen kiadvany célja, hogy bemutassa azokat a molekula-
ris genetikai modszereket, amelyek segitségével napjaik-
ban is zajlik a hazai nagyragadozok dlloméanyanak geneti-
kai monitoringja, és ismertesse a genetikai vizsgalatokhoz
hasznalhat6 terepi mintak gytijtésének modjat, ezen min-
tak feldolgozasat, illetve kiilénb6z6 esettanulményokon
keresztiil az eredmények hasznosuldsdnak lehetGségeit.
A kiadvanyban megfogalmazott genetikai vizsgélatra
szant mintak gy(jtésének, tarolasanak, szallitisanak és
feldolgozasdnak modszertana a Nemzeti Agrarkutatasi és
Innovaciés Kézpont Mez6gazdasagi Biotechnolégiai Ku-
tatbintézet (tovabbiakban NAIK MBK) és a Biikki Nemze-
ti Park Igazgatosag (tovabbiakban BNPI) egyiittmiikodés-
ben (BNPI: 8-34/1/2017; NAIK/2404-1/2017) valo6sul
meg. A jelenlegi kiadast a LIFE EuroLargeCarnivores
(LIFE16 GIE/DE/000661) projekt taimogatta.

Bizunk benne, hogy az Gtmutaté segiteni fogja a terepi
szakemberek és mintagy(ijték munkajat abban, hogy a
genetikai vizsgéilatra szant mintak gy(ijtése, tarolasa és at-
adéasa szakszertien torténjen, azért, hogy aztan a genetikai
vizsgalatok sikeresen elvégezhet6k legyenek. A mintavéte-
li protokoll ismertetése pedig segit a mintavételi csomag-
ban talalhato eszk6zok pontos és preciz hasznalataban, il-
letve ismerteti, hogy a csomagban talalhat6 védGeszkozok
hasznalatival hogyan keriilhet6k el a zoon6zisok.

A genetikai variaci6 leirasa, mérése és értelmezése a mo-
dern vadviladg populaciobiolégidjanak kozponti eleme.
A genetikai technikak és a vadon él6 allatokra vonatko-
z6 alkalmazasok robbanasanak egyik f6 oka a polimeraz
lancreakcié (PCR) kifejlesztése volt, amely lehet&vé tet-
te a genetikai informaciok megszerzését a kozvetett (Gn.
nem-invaziv) moédon gytjtott, ismeretlen kort vagy kis
mennyiségli mintakbol is.

Egy mésik technoldgiai attorés a nagy kapacitasu szekven-
alas kifejlesztése, amely lehet&vé teszi a genom (a szerve-
zet teljes orokité informaciokészlete) nagy részeinek ér-
tékelését és a vilagban bekovetkezd genetikai valtozasok
meghatarozasat (genomika).

A DNS-markereknek a vadvilag populacidbiologiajara
vonatkoz6 néhany alkalmazisa magaban foglalja a hib-
ridizaci6 vagy a rendszertani kapcsolat meghatarozasat,
a rejt6zkodo fajok és az egyedek azonositasat, a gyakori-
sag becslését, a genetikai variaci6 és sziil6i tulajdonsiagok
szamszert(isitését. Mivel a nem-invaziv mintakbdl eredd
rossz mingségli DNS elemzésében tovabbra is fennall



POLIMERAZ LANCREAKCIO (PCR):

A polimeraz lancreakcié eljaras kidolgo-
zasa Kary Mullis nevéhez fliz6dik (1985),
amiért 1993-ban kémiai Nobel-dijat is ka-
pott. Ez egy olyan médszer, amelyet széles
korben hasznalnak a molekularis biologi-
aban, hogy egy kis mennyiségii DNS min-
tat megsokszorozzanak olyan mértékben,
hogy az vizsgalhaté legyen.

A REAKCIO LEPESEI:

Dentauralas: a kettés szalit DNS magas
hémérsékleten (>90 °C) torténd szétva-
lasztasa.

Anellacié: az un. primerek (révid mes-
terséges szakaszok, melyek a kordbban
szétvdlasztott szalak végeivel komple-
menterek) a kiilon valt DNS szalak vége-
thez kapcsolédnak (kb. 60 °C).
Polimerizaciéo: a DNS szintetizalasa,
a polimeraz enzim segitségével torténik
(72 °C) és a templatnak megfeleléen épiil-
nek be a dezoxiribonukleotidok, igy az
eredetivel azonos DNS szakaszt hoz létre.
A megfelelé mennyiség eléréséhez ez a cik-
lus 20-30-szor megismétlédik.

A reakcib egy PCR késziilékben megy vég-
be, aminek legfontosabb tulajdonsaga,
hogy gyors hémérsékletvaltozasra legyen
képes. Esetiinkben a modszer lényege tu-
lajdonképpen az, hogy a jellemzGen kevés
DNS-t tartalmazé mintakbol (pl. triilék,
sz0r) vizsgalhaté mennyiségii DNS-t szin-
tetizaljunk.

néhany kihivas, a legel6nyosebb megkozelités
az, ha az allatok kezelése soran a nem roncso-
16 mintavételbdl (pl. vér- vagy szovet) jobb mi-
ndségli mintikat gyljtiink, ahelyett, hogy csak
a nem-invaziv mintavételre tdmaszkodnank.
Ez azonban a vadonélg allatok vizsgalata soran
csak azok kozvetlen moédon torténé vizsgalata-
val lehetséges (invaziv mintavételezés). Ezek az
archivalt mintak olyan alapokat biztosithatnak,
mint példaul a gyakorisag vagy a genetikai kap-
csolatok jovébeni valtozasainak vizsgalata, va-
lamint az igazsagligyi szakért6k szaméara létfon-
tossagu adatbazisok kiépitése. Ezen technikik
és alkalmazasok koziil sok gyermekcipében jar
még, de rohamosan fejlédik. Fontos megjegyez-
ni, hogy a genetikai vizsgalati eredmények sta-
tisztikai val6szintiséget mutatnak, a mintaszam
és a markerek szama és jellemzdi befolyasolhat-
jak a statisztikai valoszintiség mértékét. Viszont
nem minden esetben igaz az, hogy tobb genetikai
marker hasznélataval statisztikailag pontosabb
eredményt kapunk. Ezért tovabbra is a geneti-
kai eszkozok leger6sebb alkalmazasai a kiillemi,
demografiai, 6kologiai és terepi adatokkal egytitt
hasznalhatok a legbiztosabban.

/

MODSZEREK

LEGGYAKORIBB VIZSGALATI

A RAGADOZO FAJOK ESETEBEN GYAKRAN
HASZNALT VIZSGALATI MODSZEREK BEMUTATASA

Ebben a fejezetben a vadbiologidban leggyakrabban
hasznalt molekularis genetikai és morfologiai modsze-
reket mutatjuk be, illetve azt, hogy ezek a mddszerek
milyen kérdésekre adhatnak valaszt az egyed vagy a po-
pulécidk vizsgilata soran.

MORFOLOGIAI ELOVALOGATAS

A kiillemi elGvalogatés célja, hogy faj, nemzettség vagy
csalad (pl. kutyaféle, macskaféle) szintjére lesziikitsiik
a minta eredetét, ezzel megkonnyitve a késébbi geneti-
kai hatarozasokat. Vannak mintak (pl. triilék, szér) ahol
a kiillemi el6valogatast konnyebb elvégezni, mint mas
mintak esetén (pl. vizelet, vér). Uriilék esetén a terepi
fellelés koriilményei (pl. hol helyezte el a faj), valamint
a szin, szag, méret, forma és tartalom (pl. szdr, csontok)
segiti a hatarozast. Sz6rminta esetén a szin, forma, méret
és tapintés segiti a szabadszemmel torténé elGvalogatast,
mig a kutikula (sz6r felszine) és medulla (a szdr belsd,
iireges része) minta a mikroszkopikus hatarozast. A mik-

roszkoppal torténd szérhatarozas 1épései a kovetkezdk:

0 A gy(ijtott minta sziikség szerinti mélyfagyasztasa
és csiratlanitisa. Amennyiben a mintat késGbb geneti-
kai vizsgalatnak is alavetjiik az UV-s csiratlanitast ke-
riillntink kell, mert, ez roncsolhatja az 6rokit6anyagot
(DNS-t1), mely a szdrtiisz6ben talalhat6.

PCR késziilékek. Funkcidjukat tekintve valéjdban
a hémérsékletet gyorsan vdltoztatni tudé
termosztdtok, amelyek a megadott protokoll
alapjan végzik a DNS szintetizdldsat.

Gimszarvas medulla fénymikrosz-
kép alatt (400x nagyitds).




@ A terepen gytjtott minta szérokre
bontasa, majd jol zaro6do tasakba helyezé-
se és cimkézése. A bontas lehetGség sze-
rint egyszind (pl. fehér) lapon torténjen.

e A tisztitashoz a sz8rszalakat 70%-os
alkoholba helyezziik néhény 6rara, majd
par percig etil-éterbe rakjuk a szennyezo-
dések eltavolitasa érdekében,

Gimszarvas kutikula fénymikroszkép alatt (400x nagyitds).

@ Az igy el6készitett széroket milli-
méterpapirra helyezziik és megvizsgal-
juk azok szabad szemmel lathat6 tulajdonséagait (méret, sivozottsag, szin, alak, tapintas).

e Kutikula lenyomat készitéséhez zselatin fixet (20%-0s) hasznalhatunk. A zselatint vé-
kony rétegbe elhtizzuk a targylemezen, majd belehelyezziik a sz6rt, tigyelve arra, hogy a
zselatin oldat ne lepje el a mintat.

@ Ha a zselatin megszilardult a szdrt tli/szike segitségével vessziik le a targylemezrol
(minimalis sériilés itt elkeriilhetetlen).

e Ezutan a targylemezt mikroszkop ala helyezziik (400x-os vagy 100x-os nagyitassal vizsgaljuk).

@ A sz6r ezutan ismét targylemezre kertil, ahol koromlakkal rogzitjiik két végénél. A rogzi-
tést kovetben a szort elvagjuk és paraffin olajat/immerzids olajat/kanadabalzsamot cs6pogte-
tlink ra. Az olajos 4titatas utan a medulla mintazat lathat6va valik mikroszkop alatt.

@ A mikroszkopkameraval minden esetben fényképes dokumentaciot készitiink a kovet-
kez6 fontos hatarozobélyegekrol:

a. kutikula mintézat az alnyélen
b. kutikula mintazat a felnyél legvastagabb pontjan

c. medulla mint4zat olajos atitatassal a felnyél legvastagabb pontjan.

Hitiz medulla fénymikroszkdp alatt (400x nagyitds). Hiz kutikula fénymikroszkép alatt (400x nagyitds).

DNS SZEKVENCIAK

A megsokszorozott (amplifikalt) szakaszok szekvenalhatok - meghatarozva a nukleotidok
(a DNS-t vagy RNS-t felépits szerkezeti egységei) sorrendjét - és 6sszehasonlithat6k egy nem-
zetkozi DNS-adatbazissal (4n. génbank). Ennek szdmos el6nye van a nem-invaziv mintakbol
szarmazo fajok azonositasdban. A kozvetlen DNS-szekvenalas (nuklearis vagy mitokondri-
lis) ma a legszélesebb korben alkalmazott technikak kozé tartozik, mert rendkiviil informativ,
és a kozelmultban sokkal konnyebbé és olcsobba valt.
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16S rRNS szekvencia elektroferogramm képe a DNA Star programcsomag SeqMan programjdban illesztve. A nukle-
otidok kiilonbozé szinnel vannak jelblve (adenin-zold, timin-piros, guanin-fekete, citozin-kék). A nukleotidok (adenin,
guanin, timin, citozin, uracil) pdrokba rendezéduve épitik fel a DNS-t. A Foldén él§ Gsszes él6lény és azok tulajdonsdgai
ezeknek a bazispdroknak a sorrendjével jellemezhetd.

A genom méretébdl adododan, a szekvenalasbol

SZEKVENALAS: oo o O .
Olyan folyamat, amelynek sorén meg- gy(ijtott informaci6 mennyisége meglehetGsen
hatéarozzak a molekuldak elsédleges szer- nagy lehet. A DNS-szekvenalds egy célrégiod
kezetét. DNS molekulak esetében a nuk- megsokszorozését, majd az egyes nukleotidok-
leotidok sorrendjének meghatarozasat b e qe . ,

o - P nak megfeleld, jelolt (radioaktiv vagy fluoresz-
Jjelenti. Napjainkra a molekularis biologia , P K K
egyik legmeghatarozébb eszkézévé vdlt, cens) DNS-fragmensek létrehozasat jelenti.
ennek koszonhetben szamos él6lény teljes A DNS-fragmenseket ezutan elektroforézissel el-
genomydt sikeresen meghatdroztdk. vélasztjuk és szabad szemmel lathat6va tessziik.

NUKLEARIS GENOM MITOKONDRIALIS GENOM

A sejtmagban talalhato A mitokondriumban talalhat6
Lineéris, komplex felépitéssel Kor alaki molekula

Koriilbeliil 3 milliard bazispar 16-17.000 bazispar

Két kopia a testi sejtben Tobb tucat kopia, tobb mitokondrium sejtenként

20-25.000 gént tartalmaz 37 gént tartalmaz
Nagy része a nem kodol6 régio Kis része a nem kodol6 régio

Mindkét sziil6td] egyenlGen 6rokolt Anyai 6roklés

Kiilénbségek a nukledris és a mitokondridlis genom kézott.
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MOLEKULARIS MARKEREK

Molekularis markerként hasznalhatok a DNS olyan
meghatarozott szakaszai, melyek specifikus szekven-
cidkat tartalmaznak, és kovetik a mendeli 6roklés-
menetet. Lehetnek gének, vagy olyan DNS szakaszok
egyarant, amelyeknek nincs fenotipust kialakité sze-
repe. Az idealis DNS markerek nagyfokt polimorfiz-
mussal rendelkeznek, lehetSleg kodominansan
oroklédnek, gyakori az el6fordulasuk, és reprodu-
kalhat6 eredményt adnak. A molekularis markerek
f6bb alkalmazési teriilete a genotipus-azonosités,
genotipizalas, genetikai diverzitas elemzése, gén-
véaltozatok és allélvariaciok azonositasa, természetes
populacidk jellemzése.

MIKROSZATELLITEK
(STR, SHORT TANDEM REPEAT)

A mikroszatellit markerek rovid (1-10 bazispar, lta-
l4ban 2-5 bazispar hosszi) DNS szekvencia szakaszok
tandem ismétl6désébdl (gyakran angol néven: STR,
Short Tandem Repeat) épiilnek fel. Kedvezd tulaj-
donséagaik miatt populaciébiolégiaban torténd alkal-
mazasuk elég széles korben elterjedt. Az ismétl6dések
szamanak valtozasa miatt polimorfak, és jellemzd
rajuk, hogy véltozatosak, konzervativak, nincs fenoti-
pust kialakito szerepiik és kodominansan 6roklédnek.
Megkiilonboztetiink mono- (egy bazisparos), di- (két
béazisparos), tri- (hArom béazisparos), tetra- (négy ba-
zisparos), penta- (6t bazisparos) és hexa-(hat bazis-
paros) nukleotidokat. A tetranukleotid ismétl6dések
szamitanak a legkedveltebbnek a méretkiilonbségek
detektalasanak viszonylagos egyszer(isége miatt.
A mikroszatellit 16kuszokat PCR segitségével sokszo-
rositjuk, az allélok mérete az ismétlések méretét6l
és szamatol fliggben keriilnek meghatarozasra. Az
allélok méretének (allélhossziisdg) meghatarozasa

Marker neve

135 140 145 150
marer 1 | I
-

marker 2

marker 3

marker 4

A markerek multiplex kérnyezetben torténd haszndlatdnak tervezése. Az elsé sorban lévd szdmok az allélhosszisdgot
Jjeldlik, a kbzel azonos mérettartomdnyba tartozé markerek kiilonbdzs szinnel vannak jelolve, amik a kapillaris elektro-
forézis és az annak eredményébdl végzett bioinformatikai kiértékelés sordn is detektdlhatok.

kapillaris elektroforézis modszerrel torténik. Az adatok feldolgozasahoz t6bb bioinformatikai
program is hasznalhat6 (példaul PeakScanner szoftver). A PCR vizsgélatok soran a mikroszatel-
liteket hasznalhatjuk kiilon-kiilon is reakcidonként, de a vizsgalatok multiplex kornyezetben (egy
reakcidban tobb marker vizsgalata) is elvégezhetSk. Ez azt jelenti, hogy egy reakcidban parhu-
zamosan tobb markert is vizsgalunk, ezzel a vizsgalatok koltséghatékonysagat lehet elGsegiteni.
Ebben az esetben azonban fontos a markerek allélhosszisag tartomanyanak ismerete, azaz hogy
milyen méreti allélok megjelenését varjuk. A kozel azonos hossztartoményba es6 markereket
ugyanis csak korlatozottan lehet egy reakciéban hasznalni, az allélméretek detektalasanak tech-
nikai tulajdonsagai miatt.

A mikroszatellitek jol illeszkednek a hagyomanyos populaciégenetikai modellekhez, mivel min-
den 16kusz kodominans (megkiilonboztethetd) és az allélok mendeli 6roklésmenetet mutatnak.
A mikroszatellitek nagyon magas valtozatossagot (variabalitiast) hordoznak, és PCR-alapu vizs-
gélatuk lehet6vé teszi a roncsolas mentes és nem-invaziv mintavételezés hasznéalatat.

SNP-K

Az SNP (single-nucleotide polymorphism — egypontos nukleotid-polimorfizmus) olyan DNS
varicid, amely egyetlen bazispar kiilonbség forméjaban jelentkezik két DNS szekvencia kozott.
Kiilonosen alkalmasak a nem-invaziv mintavételre jellemzs rossz minéségii mintak vizsgélata-
ra. Az SNP olyan, a DNS szekvenciaban megjelend variacio, mely akkor jon 1étre, ha a genomban
egy nukleotid megvaltozik. Egy variacio akkor tekinthet6 SNP-nek, ha a populaci6 tobb, mint
1%-a a DNS szekvencia egy adott pozici6jaban eltéré nukleotidot hordoz. Tehat a legf6bb kii-
16nbség az egyénekben azonosithat6é pontmutacio6 és a populaci6 t6bb mint 1%-ban megjelend
SNP kozott annak gyakorisadgaban van. Ahogy a neve is jelzi, az SNP-k olyan régiok, ahol kiilon-
bo6z6 fajok esetén vagy a fajon beliili egyedek egyetlen nukleotidban kiilonb6znek egyméastol.
A rossz mindségli mintakban az SNP-t tartalmazé DNS szakaszok konnyebben sokszorositha-
tok, mint a mikroszatellitek, mivel a régi6 révidebb (50—70 bazispar), mint a mikroszatellitek
(80—-300 bazispar). Tovabba az SNP-k gyakoribbak a genomban, a modern technolégidk segit-
ségével egyszerre tobb szaz vagy akar tobb ezer SNP-hely vizsgalhato egyszerre. Az SNP adatba-
zisok sok faj szamara gyorsan elérhetévé valnak, a vizsgalati koltségek azonban magasabbak a
mikroszatellitekkel szemben, és az adatok értékelése is nehézkesebb.

Regionalis vagy Genetikai diverzitds | Egyedazonositas
szubspecifikus és szubpopulécibs és rokonsagi
populéciostruktara strukttra vizsgalatok

Rendszertani
elkiilonitések

Marker tipusa

Mitokondrialis DNS
(mtDNS) szekvenciak

Mikroszatellitek

SNP

A gyakori tipustt molekuldris markerek alkalmazdsa a vadbiolégidaban.
(oo — nagyon jol alkalmazhaté, xxx — jol alkalmazhatd, xx — kozepesen alkalmazhaté, x — kevésbé jol alkalmazhatd).
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BETEKINTES A VADFAJOK
POPULACIOGENETIKAJABA

FAJOK AZONOSITASA ES ELOSZLASUK
MEGHATAROZASA

Sok faj nehezen lathat6 vagy kezelhet6 invaziv moédon
(pl. élve fogo csapdazassal), igy ezen fajok azonositasat
kizarélag a nem-invaziv mintak (pl. szérszalak vagy
az uriilék morfologiaja) alapjan végezhetjiik, ami sok
esetben nem tal megbizhatd. A DNS alapu elemzések
révén ezek a fajok is viszonylag konnyen vizsgalhatova
valnak, amit a nem-invazivan gytijtétt mintatipusok
segitségével lehet elvégezni. Kis szam1 vagy degradalt
minta esetében a mitokondrialis DNS (tovabbiakban
mtDNS) vizsgalat elényosebb, mint a genomi DNS
alapd, mivel a mtDNS nagyobb képia szamban van je-
len, igy a vizsgalat nagyobb valdszintiséggel végezhetd
el sikeresen. A mtDNS alapti PCR vizsgalatokbdl szar-
mazob szekvenciak a fajok kozott valtozast mutatnak a
fajokon beliil azonban konzervéltak (allandok). Ezek
azok a kiilonbségek, amelyek lehet&vé teszik a mintak-
bol torténd fajazonositast, ugyanakkor a fajon beliili
elkiilonitésre kevésbe alkalmasak.

HIBRIDIZACIO

Az egyének taxonémiai csoportokhoz valé hozzaren-
delése hatarozza meg a meg6rzés és a gazdalkodas
alapvet6 egységeit. A genetikai jellemzdk kiegészitik a
morfologiat és egyéb informécidkat (példaul a foldraj-
zi tavolsagot) a rendszertani kapcsolat meghataroza-
sahoz. Ennek soran a genetikai informéci6 feltarhatja,
hogy az egyik fajba torténetesen egymasba agyazott
csoportok ténylegesen eltéré evolicios Gssel rendel-
keznek, potencialisan eltér6 védelmi igényekkel. A ge-
netikai markerek kiegészithetnek mas informéacidkat
is, hogy segitsenek megoldani a faj vagy alfajszint ala
tartozo fontos rendszertani kapcsolatokat, beleértve az
evolicibs egységeket, rendszertani csoportok kozotti
hibridizaciot, a nevezéktannal kapcsolatos kérdéseket
és a fajok kezelésével kapcsolatos kérdéseket.

EGYED ES IVARAZONOSITAS

A fajazonositason kiviil a genetikai modszerek alkal-
masak a vadon él6 allatfajok egyed- és ivarhataroza-
sara is. Az emlGsokben a n6i nemi kromoszéma XX, a
him pedig XY, a himek az Y kromoszéméhoz kapcsolt
DNS markereket hordoznak a néstények pedig nem.

— ——
S -
- -
247 bp - - —
215 bp . — ]
- - - A o .
2 + R

Kutyafélék ivarhatdrozdsa agaréz
gélelektroforézis alapjdn. A ndstényekben
1 fragmentum ldthaté (215 bdzispar
hosszt1), a himekben pedig kettd (215 és
247 bazispdr hosszisdgi).

Az X és Y kromoszoman is elhelyezkedik az amelogenin
gén, amely szdmos emlGsben hosszpolimorfizmust mutat
az X és Y kromoszoma kozott, ez lehetGséget biztosit, hogy
egy amplifikalé primer par segitségével a nGstényekben 1,
a himekben pedig 2 DNS fragmentet adjon. Ez a hosszpoli-
morfizmus teszi lehet6vé azt, hogy meghatarozhat6 legyen a
vizsgalt minték ivara.

Az egyedek azonositasat (a genetikai profil felvételét) rend-
szerint az erdsen variabilis nuklearis DNS-bd4l, kiilondsen a
mikroszatellit és az SNP vizsgalatok altal hatarozzuk meg.
A fajok megérzéséhez és a veliik vald gazdalkodashoz is fon-
tos az egyedek szamanak és a populaciok genetikai strukta-
rajanak becslése. Az igazsagiigyi vizsgalatok soran is fontos
az egyedazonositas. Egy ragadozo kartétel esetében ugyanis
az 4llat fajan és ivaran tdl egyed szinten is elvégezhetjiik a
hatérozast, igy a késGbbi esetek soran Gsszehasonlithatova
valik, hogy egy vagy t6bb egyed felel8s a karokozasért.

Az egyes genotipusok masik hasznositasi modja a gyako-
risag és egyéb alapvet6 értékek becslése, melyre az agy-
nevezett fogas-jelolés-visszafogds modszer alkalmas. Ha
egy nem invaziv mintabdl azonositunk egy egyedet és azt a
késébbiekben mas mintakbdl is azonositunk, akkor megal-
lapithatjuk példaul az egyed minimalis mozgéaskorzetét is,
vagy mez6gazdasagi kartétel esetén azt, hogy a gazda allata-
it ugyanaz az llat pusztitotta-e el.

Az olyan markerek, mint a mikroszatellitek és az SNP-k, az
el6bb emlitetteken kiviil mas paraméterek vizsgalatara is
alkalmasak. Ezenkiviil mendeli kodominans kifejez6dést
mutatnak, vagyis azonositjadk az egyed mindkét sziil6tdl
orokolt tulajdonsagait (alléleit). Ezekbdl az allélméretekbdl
ki lehet szamolni az allélfrekvenciakat, a heterozigdciat és a
genetikai valtozatossag egyéb mutatoit. Ezek az adatok fel-
hasznalhatok a populéci6 struktirajanak becslésére, popu-
laciok kozotti kapesolat vizsgalatara, populaciok eredetének
vizsgalatara, beltenyésztettség vizsgalatara és a populacio
drasztikus csokkenésének (palacknyak hatas) mult és jelen
béli vizsgilatara is.

Végiil, az egyéni genotipusok lehet6vé teszik az egyed-szii-
16 kapcsolat vizsgalatat is. Ez a genetikai elemzés segithet
meghatirozni populécion beliil a szaporodni képes egyedek
szamat, a sziilonkénti utédszam atlagat és variancia értékét.
A genetikai vizsgalatok nagyon hasznosak lehetnek abban
az esetben is, ha a terepi megfigyelések nem sikeresek vagy
pontatlanok, tehat fontos megjegyezni, hogy a legponto-
sabb eredményeket a terepi megfigyelések és a genetikai
vizsgélatok Osszessége adja.
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LEGGYAKORIBB TEREPI MINTATIPUSOK

A mintavételi lap, mely
tartalmazza a minta leg-
fontosabb informdciéit.

A HAZAI NAGYTESTU RAGADOZO FAJOK
TEREPI MINTAVETELEZESBOL SZARMAZO LEG-
GYAKORIBB MINTATIPUSOK, AZOK GYU)TESE,
TAROLASA ES FELDOLGOZASA

A kovetkez fejezetben a ragadozo fajok terepi min-
tavételezésébdl szarmazoé leggyakoribb mintatipuso-
kat mutatjuk be, azokon beliil pedig megfogalmazzuk
a sikeres genetikai vizsgalat elvégzéséhez sziikséges,
helyes mintavételezési és tarolasi javaslatainkat is.
A protokoll kidolgozasa a Szent Istvan Egyetem Vad-
Vildg Meg6rzési Intézet ,Fenntarthat6 természet-
védelem magyarorszagi Natura 2000 teriileteken”
(Svajci —Magyar Egyiittm{ikodési Program) SH/4/8.
azonositd szami projekt keretén belill, az egye-
tem megbizisabdl valésult meg a NAIK MBK-ban
(NAIK/2571-1/2016.46/258). A jelen kiadvanyban
szerepld protokoll ennek egy atdolgozott és kibévitett
valtozata, mely a BNPI és a NAIK MBK egylittmko-
désében (BNPI: 8-34/1/2017; NAIK/2404-1/2017)
val6sul meg.

Az altalunk hasznalt mintavételi csomagot igyekez-
tiink gy kialakitani, hogy az a mintavételezést minél

Mintavételi lap
Kapcsolattartd: Dr. Stéger Viktor PhD
Nemzeti Agrarkutatasi és Innovacids Kézpont
Mezogazdasagi Biotechnologial Kutatdintézet
2100 Gadalls, Szent-Gydrgyi Albertu. 4.
E-mail: viktor steger@gmail com  Fax: 36-28-326-101

Mintavétel helye, ideje:

HONVACOORAIOATE: e resespseonsmpsesessosss s

Minta gyvijtdiének neve, elérhetosége:

Minta azonosité: 1
Minta tipusa: nval fekdalia szdr szovet
EBVEh cxrrry sr s e s e e s pu s v e e e e e o

Feltételezett allatfag: ... ... ...

Meg)egVZas. - e

A mintavételi csomag részel.

egyszer(ibbé, egyértelmiibbé tegye és
a zoonozisok elkeriilését biztositsa a
mintagytijtés soran.

A csomag tartalmaz egy mintavételi
lapot, mely egy hermetikusan zarhat6
miianyag zacskdban van, ezt a min-
ta tipusatol fiiggetleniil ki kell tolteni.
A lapon a legsziikségesebb adatok sze-
repelnek, Ggy, mint a mintavételezés
pontos helye (EOV vagy WGS GPS ko-
ordinata) és ideje, a minta tipusa (pl.
iiriilék, vizelet, szér), a mintagytijt6
neve és elérhetGsége. Ezen kiviil, ha a
mintaval kapcsolatban valamilyen ész-
revétele van a mintagytjt6nek, fontos,
hogy a mintavételi lapon feltiintesse

azt. Ilyen lehet példaul héban torténé vizeletminta gytijtésénél a nyomokbol kovetkeztethetd
feliiljelolés valoszintisége vagy feltételezetten ragadozok altal elejtett haszonallat esetében az,
hogy a tetem koriil a mintavételezés el6tt a pasztorkutyak is megfordultak és esetlegesen meg-
nyaltik az elejtett allati tetemet.

>

>
>
>
>

URULEK

A nem-invaziv mintak koziil az egyik leggyakoribb. Az tiriilékmin-
tak gytjtésére a téli honapok a legalkalmasabbak, mivel ekkor az
alacsony h6mérséklet miatt a lebontd folyamatok lassabban zajla-
nak. Az év t6bbi részén a hajnali 6rak jelenthetnek alkalmas idGsza-
kot, mivel ekkor még kevésbé degradaldédik a melegtdl az tiriiléken
talalhat6 DNS, és a lebont6 szervezetek (pl. bogarak) is kevésbé ak-
tivak. Az eddig leirtak alapjan fontos, hogy a minta minél frissebb
legyen. Amennyiben az iiriilék lathatoan friss (csillogd, fényls, at-

A csomag tartalmaz tovabba egy par gumikesztytit, annak érdekében, hogy a mintavételezés
soran ne szennyez6djon mas DNS-sel. A keszty(i hasznalata nagyon fontos a mintavételezést
végz6 személy egészségének meglrzése szempontjabol, de fontos a minta szempontjabol is,
ugyanis a keszty(i hasznéalataval kiiszobolhet§ ki a minta emberi DNS-sel val6 ,,szennyezé-
se”, a human kontamin4cié. Fontos, hogy a mintavételezés elejétdl a végéig a gumikesztyi
a kézen legyen.

Az 50 ml-es centrifugacsé lehetGséget biztosit téli havas honapokban vizelet gytijtésére, ezen
kiviil gy(ijthetd benne szér is.

Az Ggynevezett mintavételi palca vagy SWAB, ami egy hosszi nyelii fiilpiszkaléra hasonlitd
eszkdz, amivel tobb tipust minta is gytijthet6 Ggymint az iiriilék, nyal, vér vagy szajkaparék.
Az abszolut alkoholt tartalmazo 2 ml-es eppendorf cs6 alkalmas sz6vetminta tarol4sara vagy
az el6bb emlitett mintavételi palca végét beletérve annak tarolasara. Az alkohol a genetikai
minta tartositasat biztositja.

Egy nagy hermetikusan zirhat6 miianyag tasak alkalmas az
iirtilék begytijtésére.

Az tirtilék felszinérdl torténd mintavételezés a mintavételi pdlca segitségével.
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latszo6 réteg van a felszinén), alkalmas arra, hogy a
mintavételi palcaval vegyiink bel6le mintat.

Fontos, hogy csak az iiriilék felszinérdl vegyiik a
mintat, a palca végét az iiriilékbe ne nyomjuk bele,
ugyanis genetikai vizsgalatra az iiriilék felszinén
1év6, az egyed bélfalardl levalo bélham sejtek alkal-
masak. A mintavételi palcara keriil6 minta meny-
nyisége is fontos, a til kevés és a tl sok minta is
befolyasolhatja a genetikai vizsgalat sikerességét.
Az iiriilék belseje idegen DNS-t (taplalék, parazi-
ta) tartalmazhat, ami zavarhatja a meghatarozast.

A petricsészében [év6 kbzéps6 mintavételi pdledn A kenetet az iriilék felszinének t6bb pontjardl is el-
ZZ&ZZQJJ-;@ gigiﬁﬁ Zig.; ;ZZI Z(t)(li’, Z%Zboe%?yl?sgﬁ készithetjiik. Ennek végeztével a palca végét torjiik/
hatja a genetikai vizsgdlat sikerességét. vagjuk bele az alkoholt tartalmazo6 2 ml-es eppend-

rof csébe, annak tetejét pedig jol zarjuk le. Ezen
kiviil magat az iiriiléket is érdemes begytijteni a mintavételi csomagban talalhaté nagy alakia
zarhat6é mlianyag zacskoba. A zacskot a kinyitast kovetGen forditsuk ki, helyezziik bele a keziin-
ket, a zacskon keresztiil fogjuk meg az tiriiléket és a zacskot forditsuk ra, majd zarjuk le. Nagyon
fontos a genetikai vizsgélatig a minta tarolasa is. Amennyiben lehetséges, a mintavételezés so-
ran a mintat gytijt6 személy autdjaban legyen olyan tarold eszkoz (pl. hungarocell doboz benne
jégakku vagy szarazjég), amely lehet6vé teszi a minta 0°C koriili vagy az alatti tarolasat néhany
oraig. A genetikai vizsgalatokat végz6 laboratériumokban a tarolasra biztositott legalabb -20°C-
os fagyaszt6, viszont a minta begytijtését6l a minta atadasaig fontos, hogy a genetikai mintak
fagyasztoban (-20°C) legyenek tarolva, illetve a genetikai vizsgalatot végz8 laboratériumig a
minta legaldbb a mar el6bb emlitett 0°C koriili h6mérsékletet biztositd dobozban, taroléedény-
ben legyen széllitva. Ezekre a DNS degradal6édasanak megakadalyozasa miatt van sziikség, a
nem megfelelS tarolas és szallitas ugyanis rontja a vizsgalatok sikerességének valoszintiségét.

VIZELET

Ennek a mintatipusnak a gytijtésére is a téli, hideg
hoénapok a legalkalmasabbak, amikor a mintagytij-
tésre szolgilo teriiletet h6 boritja. Ilyen idében
ugyanis a vad nyomolvasasa és koévetése soran
gyUjthet6 Ossze a vizelet. Az allat(ok) nyoma a tere-
pi szakembernek segit tobb olyan tényez6 megalla-
pitasaban, ami a genetikai vizsgalatoknal is elényt
jelent (pl. feltételezett egyedek szamanak meghata-
rozasa, feliiljel6lés).

A vizeletes havat az 50 ml-es centrifugacs6ben kell
gyUjteni, lehet&ség szerint a csovet meg kell tolteni
hoéval. Fontos, hogy a minta ne olvadjon ki és rovid
id6n beliil -20°C-os fagyasztoba keriiljon. A minta
szallitasa soran pedig fontos, hogy jégakkut tartal-
maz6 hungarocell dobozban térténjen, szintén arra

A héban térténd nyomolvasds sordn talalt ragadozé
vizelet gyijtésére alkalmas centrifugacsé.

iigyelve, hogy a minta ne olvadjon ki.

SZOR

Szintén gyakori mintatipusnak szamit. Gytijté-
sére az év teljes idGszaka megfelel6. A mintak
els6sorban dorgolézofakrol, drotkeritésekrdl
keriilnek begyl'ijtésre, de el6fordulhatnak célzot-  Szértiiszét tartalmazé szérszdl fénymikroszkopos

tan szérgyijtés céljabol kihelyezett szérgyijts képe. A genetikai vizsgdlatra alkalmas szérszdlaknak
szdrtiisz6t kell tartalmazniuk, a fed8sz6rékén szabad

eszkozokrdl szdrmaz6 minték is. Ezen mintati-  ,,.mel is ldthatdk a szortiiszdk.

pus esetében is fontosak a mintavételi helyen la-

tott egyéb, kozvetett nyomok, jelek. Ezen informéaciok mintavételi lapon torténd feltlintetésével
kizarhat6 példaul a kereszt szennyezGdés (a szérszéalak tobb egyedtdl szarmaznak) is. Abban az
esetben, ha nem donthet6 el egyértelmiien, hogy a sz6rszalak mely fajhoz/fajcsoporthoz tartoz-
nak, a genetikai vizsgalatot sz6rmorfologiai vizsgalat el6zi meg.

A gyljtott szoroket 1égmentesen zarhaté milanyag vagy papir gytjtétasakokba helyezziik. An-
nak érdekében, hogy egy sz6rszalbol a DNS izolalas pontos és megbizhat6 legyen, fontos, hogy a
szOrszalak szdrtiiszot is tartalmazzanak. A mintakat ebben a formaban konnyt széllitani, rovid
tavon hiités sem sziikséges, ezért bizonyos esetekben egyszer(i postai Gton is eljuttathatok a
vizsgalat helyszinére, azonban biztosabb, ha a szallitas is hiitve zajlik. A tovabbiakban a tarolas
szintén hiitve, szaraz helyen torténik.

NYAL

Ezzel a mintatipussal a legtobb esetben mezdgazdasagi kartételek (feltételezetten ragadozo altal
elejtett haszonallat) kapcsin végziink genetikai vizsgalatot. A nyadlminta — csak tigy, mint a t6bbi
minta — esetében is fontos, hogy minél hamarabb meg legyen mintazva a genetikai vizsgalatra.
A 24 6ranal régebbi genetikai vizsgalatra szant minta nagy valészintiséggel alkalmatlan arra,
hogy sikeres fajhatarozast végezziink rajta, ez az idGintervallum téli, hideg id6ben néhany 6raval
kitol6dhat. A mintatipus esetében szintén a vizsgalatot nehezitd tényezd a ,szennyez6dés” kér-
dése, nem tudhatjuk ugyanis, hogy a mintavételi helyet (harapasi, ragasi sebek) hany 4llat hasz-
nélta. Ezt nehezitheti a haszonéllatok védelmét szolgal6 ny4j6rz6 kutyak jelenléte is a teriileten,
akik szintén hozzaférhetnek az elhullott haszonéllathoz. Ebb6l kévetkezéen el6fordulnak olyan
esetek is, amikor az elejtett allatrol vett nyalminta kutyatol szarmazik. A genetikai vizsgalat so-
ran ennek kizarasara ajanljuk, hogy a helyszini nyal mintavételezéskor a teriileten 1év6 ny4j6rzé
kutyaktol is vegyenek genetikai mintat a szakemberek.

A genetikai vizsgélatra szant nyal mintat a mintavételi palca (SWAB) segitségével gytjtjik, a
palca végét pedig a 2 ml-es abszolat alkoholt tartalmazoé eppendorf csébe torjlik/vagjuk bele,
a csé tetejét jol zarjuk le. A mintat lehetGség szerint
hiitve taroljuk, a minta széllitisahoz jégakkut tar-
talmaz6 hungarocell dobozt hasznaljunk.

———

SZOVET

Nem gyakori mintatipus, az elhullott egyedek ese-
tében hasznaljuk genetikai vizsgalatokra, mivel vi-
szonylag egyszerti bel6le DNS-t izolalni.

A mintagytijtés lehetGség szerint az allat hatsé
combjabol torténik kés vagy szike segitségével.

A 75-99%-0s alkoholt tartalmazé 2 mi-es
eppendorf cs6 benne szévetdarab.
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Fontos, hogy a vagbeszkoz a hasznalat el6tt alkohollal le legyen mosva, illetve tobb allat egy
id6ben torténé mintavételezésekor - azok kozott - a vagbeszkozt szintén mossuk le a kontami-
néacio elkeriilése érdekében. A genetikai vizsgalat elvégzéséhez egy bors6szemnyi izomszovet
darab is elegendd, azonban a vizsgalat ismételhetésége érdekében ajanlott nagyobb mintat
gyljteni. A szovetet a 2 ml-es abszolit alkoholt tartalmazé eppendorf cs6be helyezziik, a csé
tetejét jol zarjuk le. A mintat legalabb hiitve, de lehet6ség szerint fagyasztva taroljuk, a szalli-
tashoz jégakkut tartalmaz6 hungarocell dobozt ajanlunk.

-

VER

Ennek a mintatipusnak a gy{ijtésére elsGsorban
a védett vagy fokozottan védett allatok befoga-
sakor (atszallitas, jelolés) van lehetdség, ezért
ritka mintanak szamit. El6nye, a szévetminta-
hoz hasonléan, hogy egyszerti a mintabdl tor-
ténd DNS izolalas, illetve annak mindsége és
mennyisége az esetek tulnyomdé tobbségében
kifogastalan.

Genetikai vizsgalatokhoz minimum 200 mik-
roliter (kb. 10-15 csepp) vér sziikséges, amit
szakember (allatorvos) vesz az &llattdl egy
4 ml-es vérvételi cs6be, amelynek bels6 falan
véralvadasgatld anyag (etilén-diamin-tetra-
ecetsav — EDTA) talalhat6. Fontos, hogy a cs6-
ben talalhat6 vér jol keveredjen el a véralvadas-
gatlo anyaggal, ezért a mintavételt kovetGen, a
vérvételi csd lezarasa utan, azt sziikséges jol Vérmintavételi csé, belsé faldn véralvadds-gatlé
atmozgatni. Ezt kovetGen a minta tarolasa 0°C  anyag (EDTA).

koriili vagy az alatti h6mérsékleten torténjen,

a mintat jégakkut tartalmaz6 hungarocell dobozban szallitsuk.

Abban az esetben, ha nem 4ll rendelkezésre vérvevé cs6, de terepen vérminta gytijthe-
t6 (példaul sebesiilt allat vére az avarban), ez torténhet mintavételi palca segitségével is.
A vércseppeket itassuk fel a mintavételi palcaval, annak végét torjiik bele a 2 ml-es eppen-
dorf csébe, és azt szallitasig taroljuk 0°C koriili vagy az alatti h6mérsékleten.

CSONT

A csont- és fogszovetek is alkalmasak DNS diagnosztikara, amennyiben megfelel6 koriil-
mények kozoétt maradtak fent. A csapadékos nedves talaj és a benne talalhaté gombéak és
baktériumok a DNS lebomlasat okozzak hosszi tavon. A természetben talalt elhullott allati
maradvanyokbol, illetve szakhatosag altal lefoglalt kif6zott koponyakbol keriilnek vizsga-
latra ilyen mintak. Koponya esetében az abbol kivett fogak (4ltalaban 6rl6- és szemfogak)
alkalmasak a faj vagy egyedazonositasra. A mintagy(ijtés gumikeszty(iben torténik a huméan
DNS-sel val6 keveredés elkeriilése érdekében. A minta gytijthet6 50 ml-es centrifugacsébe
vagy mianyag gytjt6tasakba is. A tarolas és szallitas nem feltétleniil igényel hiitést.

GEREZNA

Szintén ritka mintatipus, elsGsorban szakhatosag altal
lefoglalt illegélisan tartott védett vagy fokozottan védett
fajok esetében keriil sor genetikai vizsgalatra fajhata-
rozas céljabol. A mintagy(jtés steril szikével torténik.
A kikészitett bérbdl koriilbeliil 16-20 cm2-es darab
gytijtése javasolt. A gytijtés torténhet 50 ml-es centrifu-
gacsGbe vagy miianyag gytjtGtasakba is. A tarolas és a
szallitas nem igényel hiitést.

Aranysakdl gerezna minta petricsészében
feldolgozds elétt.

LABORATORIUMI VIZSGALATOK

A mintékat a laboratériumba torténd beérkezésekor egyedi azonositoval latjuk el, hogy csok-
kentsiik a kézi adatbevitelbdl fakad6 hibakat; valamint a mintakat a hozzajuk kapcsol6d6 ada-
tokkal egyiitt adatbazisunkban régzitjiik. A mintakat -20°C-on, esetenként -70 °C-on taroljuk,
hogy a DNS degradal6dasat megel6zziik. A mintak szennyezését elkeriilendd, a preparalast
elszivofiilkében, a tobbi munkafolyamatot pedig Gn. laminaris boxban végezziik megfelel vé-
défelszerelésben (laborkopeny, hajhald, maszk, gumikesztyli, véd6szemiiveg).

A nem-invaziv mintakbodl szarmaz6 DNS kinyeréséhez kereskedelemben hasznalhaté DNS
izolal6 protokollokat hasznalunk.

Lehet6ség van DNS izolalasara izolalo robot segitségével, mellyel egy id6ben tébb minta izo-
lalasa torténik. Ez egyrészt gyorsitja a laboratoriumi vizsgéalat idejét, masrészt a robot segit-
ségével javithatb az izolalt DNS mindgsége és mennyisége is, ugyanakkor a koltség magasabb
a kézi protokollokénal.

A DNS kinyeréshez szigort szabalyokat allitottunk fel a személyzet, felszerelés és anyagok
mozgéasaval kapcsolatban, hogy megel6zziik a szennyez6dést, valamint negativ kontrollokat
is hasznaltunk. Az izolalt DNS mindségét és mennyiségét spekitrofotométerrel, illetve agaro6z
gélelektroforézis segitségével ellendrizziik. Amennyiben a DNS tisztasaga nem megfelel§ a
genetikai vizsgalatok elvégzéséhez, szintén kereskedelmi forgalomban vasarolhaté protokoll
segitségével megtisztitjuk azt a kiilonboz6 gatlé anyagoktdl (iiriilék minta esetében példaul
a taplalékban talalhato6 egyes Osszetevlk, gerezna esetében pedig a cserz6anyagok), melyek
géatolhatjak a PCR reakciot.

Fajhatarozast a mitokondrialis 12S rRNS (riboszémaélis RNS) és 16S rRNS gének szekvencia-
janak meghatarozasaval végziink. A PCR reakci6 soran kapott szekvenciak pedig szekvenator
gép segitségével keriilnek meghataro-
zasra. A kapott szekvencidkat bioin-
formatikai moddon, kiilonb6z6 prog-
ramok segitségével illesztjiik. Az igy
kapott egyedi szekvenciakat a National
Center for Biotechnology Information
génbankjaban (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/nuccore) talalhat6 szekvenci-
akkal vetjiik 0ssze a BLAST program
segitségével.

Néhdny, DNS izoldldsdra és a szennyezett DNS tisztitdsdra alkal-
mas csomag (Uin. Kit).
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Az egyedazonositast nem kapcsolt autoszoméas mikrosza-
tellit (STR) markerekkel végezziik, a markereket multip-
lex koriilmények kozott hasznaljuk, ami azt jelenti, hogy
egy reakcidban egyszerre tobb markert is vizsgilunk.
Ez a koltséghatékonysagot teszi lehet6vé. A markereket
nemzetkozi szakirodalmak alapjan valogattuk Ossze és
optimalizaltuk Gket multiplex kornyezetben. Kutyafé-
1ék esetében a markerek szama 23 (0sszesen 4 plexben),
macskaféléknél 21 (6sszesen 3 plexben), a barna medve
egyedazonositasara pedig 8 markert (Gsszesen két plex-
ben) hasznalunk.

Az egyes szinek a kiilonb6z6 markereket jelenitik meg.
Az 4brarol leolvashatd a vizsgilt minta markerenkénti
allélhossztisaga. Abban az esetben, ha az egyed az adott
markerre homozigota, egy csiics lathaté (példaul az dbran
a piros csics), ha adott markerre heterozigota, két csiics lathatod (fekete, zold és kék szinek).
A csticsok kiilonbozdsége igy végso soron az egyedek kozotti kiillonbozéséget mutatja meg, ezal-

MagCore izoldlé robot, mely egyidSben
16 minta izoldldsdt teszi lehetévé.

tal lehetGvé valik az egyéni azonositasa az allatoknak.
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Multiplex PCR vizsgdlat elektroferogramm képe PeakScanner programban megjelenitve

A PCR termékek méretének meghatarozasa kapillaris elektroforézissel torténik egy speciélis ké-
sziiléken. A mintak egyedi genotipusat, azaz a benniik talalhat6 allélméreteket egy erre a célra
készitett bioinformatikai program (pl. PeakScanner) segitségével hatarozzuk meg. A leolvasott
allélhosszisagokat (kromatogramokat) tablazatban rogzitjiik, és a tovabbi értékelésekhez eze-
ket az eredményeket hasznaljuk, szintén kiilonb6z6 bioinformatikai programokat hasznalva.
A fajok genetikai alapt szétvalasztasat f6koordinata analizissel (pl. PAST szoftver) és klaszterezd
algoritmus segitségével (pl. Structure szoftver) végezziik. Szintén ezekkel az adatokkal jellemez-
ni tudjuk a vizsgalt egyedek és populacidk genetikai kiilonbségeit. Mas programok segitségével
pedig jellemezni tudjuk a vizsgalt fajok rokonsagi kapcsolatait is. Itt is fontos megjegyezni, hogy
ezek a bioinformatikai eljarasok statisztikai modelleken alapulnak, tehat az eredmény val6jaban
egy statisztikai valdszintiséget jelent. A vizsgalatok soran, a minta vagy csoportszam, illetve a
markerek szamanak valtoztatasaval a statisztikai valoszintiségek is valtozhatnak.

ESETTANULMANYOK

A kovetkezd példakon keresztiil szeretnénk bemutatni, hogy a hazai genetikai
vizsgalatok milyen célt szolgalnak a nagyragadozokkal kapcsolatos kutatasokban,
illetve, hogy milyen esetekben tudnak segitségiil szolgalni a terepi szakemberek
szaméara. Gyakori kérdésként meriil fel, hogy milyen anyagi vonzata van ezeknek
a vizsgalatoknak. A koltségek a minta tipusatdl és annak mindségétdl fiiggben
véltozhatnak. Gyengébb mindségli minta esetében a vizsgalatok ismétlésére le-
het sziikség, mely noveli annak koltségét. Ezen tényezdk figyelembe vételével egy
minta genetikai profiljonak megallapitasa atlagosan brutt6 20.000-30.000 forint.
Az itt bemutatott esettanulmanyok a BNPI-vel val6 egyiittmiikodés soran (BNPI:
8-34/1/2017; NAIK/2404-1/2017), annak megbizasabol késziiltek.

TELJES GENETIKAI PROFIL FELVETELE ELHULLOTT ALLAT TETEMEROL VETT
NYALMINTABOL

FeltehetGen ragadozo altal zsakmanyolt vad vagy haziallat tetem vizsgalata esetén
a kozvetlen és a kozvetett jelek vizsgilataval megallapithaté a ragadozo faja. Ilyen
esetekben segitség lehet a ragadoz6 nyalanak genetikai vizsgalata, mely minta, ha
megfelel6 id6ben és a javaslatoknak megfelel6 modon gy(jtotték és taroltak, faj
vagy akar egyed szintli azonositast tesz lehet6vé. 2018 tavaszan laboratériumunk-
ba érkezett egy feltételezetten sziirke farkas altal elejtett muflon tetemérdl vett nyal
minta. A mintavételi lapon szerepl6 adatok alapjan, a muflon koriili nyomokbol itél-
ve az elejtés friss volt, a nappali és az éjszakai h6mérséklet pedig kedvezett annak,
hogy a DNS a lehet6 legkisebb mértékben degradalédjon. A mintavételezést kove-
téen a mintat a kért modon taroltak (1d. fentebb) és szallitottak a laboratériumba.
A kapott nyal mint4bol a gyari protokollnak megfelel6en elvégeztiik a DNS izolalast,
melynek toménysége és tisztasaga megfeleld volt a genetikai vizsgalat elvégzéséhez.
A fajazonositashoz 23 darab di- és tetranukleotid, az egyedazonositashoz pedig 14
darab tetranukleotid, kutyafélékre specifikus autoszomas mikroszatellit markert
hasznaltunk, amik segitségével megtortént a PCR vizsgalat. A kapillaris elektroforé-
zis végeredményeként megtortént a kapott allélméretek detektalasa, amik genotipus
tablazatban keriiltek rogzitésre. A miik6dé mikroszatellit markerek szama lehet6vé
tette a faj és egyedazonositas elvégzését is. A fajazonositast a STRUCTURE program-
mal végeztiik kutya és sziirke farkas referencia mintak felhasznalasaval. Az egyed-
azonositashoz a PAST program f6koordinata-analizisét hasznaltuk.

A vizsgalatok soran sikeres volt mind a faj, mind az egyedazonositas. A tetemr6l vett
nyal minta sziirke farkastol szarmazott, az azonositott him egyedet pedig a vizsgélat
el6tt mas mintaban nem azonositottuk, igy Gj példanyt ismerhettiink meg a tertile-
ten. Azokban az esetekben, ha a genetikai vizsgalatra szant minta friss és nem kevert,
lehet8ség van az ilyen jelleg(i vizsgalatok elvégzésére, az igy kapott eredmények pe-
dig segitséget nyajthatnak a terepi szakembereknek a kérdéses esetek elbiralasaban.

MINIMALIS MOZGASKORZET BECSLESE GENETIKAI VIZSGALATI
EREDMENYEK FELHASZNALASAVAL

A macskafélékre jellemzd, hogy iiriilékiiket elkaparjak, avarral, folddel rejtik el, ge-
netikai vizsgilatra alkalmas minta gytijtése éppen ezért nehéz. A legalkalmasabb
id6szak a téli, hoban tortén6 nyomolvasas és a nyom vonalan talalt iiriilék vagy
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vizelet gyijtése. A Duna-Ipoly Nemzeti Park
Igazgatosag és a Borzsony Alapitvany évek
oOta keresi és gylijti a téli idGszakban tobbek
kozott az eurazsiai hitz genetikai vizsgalatara
alkalmas mintakat. A NAIK MBK Alkalmazott
Vad-és Haszonallat Genomika csoportja 2016~
ban kezdte el vizsgilni a hazai fokozottan vé-
dett eml6s ragadozo fajokat, koztiik a hitzt is.
A Borzsony teriiletér6l kapott lirtilék mintakat
2009-t61 kezdGdGen gylijtotték és megfeleld
koriilmények kozott -20 °C-os fagyasztdban
taroltak. A szallitas jégakkuval ellatott doboz-
ban tortént. A genetikai vizsgélat célja a te-
riileten el6forduld feltehet6en eurazsiai hitz
jelenlétének kimutatasa, illetve létszamanak
és az egyedek ivaranak megallapitiasa volt.
Az {iriilékb6l torténé DNS izolalast kovets-
en, a 21 darab macskafélékre specifikus mik-
roszatellit marker segitségével megtortént a
PCR vizsgalat. Az ezt kovetd kapillaris elekt-
roforézis eredményeként rogzitésre keriiltek
a lokuszonként detektalt allélméretek, ame-
lyekbdl meg lehetett allapitani a teriileten el6-
fordul6 egyedek szamat. Az egyedek ivara az
amelogenin génre tervezett sokszorosité pri-
mer par segitségével keriilt meghatarozasra.
A vizsgalatok soran Osszesen 9 minta geneti-
kai profiljat sikeriilt rogziteni, ezekbdl a min-
takbol pedig két egyedet azonositani. Az egyik
egyedet hétszeres, a masikat kétszeres vissza-
fogassal (az egyed tobb mintabol torténé azo-

Az egy egyedhez tartozé mintdk GPS koordindtdinak
feltiintetésével és a mintavételi pontok Osszekotésével
kiszamolhat6 az egyed minimdlis mozgdskorzete. A kép
illusztracié, a szemléltetés céljat szolgdlja.

nositasa). Mind a két egyed him ivard. A pon-
tos mintavételezés soran rogzitésre keriilt a
mintak gylijtésének éve és pontos GPS koordi-
natai is. Ezekkel az adatokkal megallapithato,
hogy az egyedek 2009-2013 kozott fordultak
el6 a tertileten, a hét genetikai mintabdl azo-
nositott allat esetében pedig a GPS koordina-
tak segitségével annak minimalis mozgaskor-
zete is azonosithat6 volt.

FOKOZOTTAN VEDETT RAGADOZO
TETEM GENETIKAI VIZSGALATA SORAN
DETEKTALT VISSZAFOGAS, ROKONSAGI
KAPCSOLATOK

A fokozottan védett ragadozo tetemébdl gytij-
tott genetikai minta is sok fontos informéci6-
val szolgalhat, annak ellenére, hogy a vizsgalt
allat mar nem él. Kutatocsoportunk 2018
Gszén kapott egy illegélisan elejtett sziirke far-
kas izomszovet mintat. Nem é1§ allatrdl 1évén
sz0, a combizombol vett minta volt a genetikai
vizsgalatokra legalkalmasabb mintatipus a la-
borvizsgalatok elvégzése és az anyagi raforditas
szempontjabol is. A genetikai vizsgalatra szant
izomszovet mintat az allat hatsé combjabol
gylijtotték 2 ml-es abszolat alkoholt tartalma-
z6 eppendorf cs6be, amit -20 °C-on taroltak
és megfelel6 modon szallitottak. Az elejtett
allattal kapcsolatban informaciét kaphattunk
annak mozgaskorzetérol visszafogis esetén (ha
az egyedet més genetikai mintaébdl is azonosi-
tottuk maér), illetve rokonséagi kapcsolatokat is
vizsgaltuk a mar adatbazisunkban 1év§ sziirke
farkas mintakkal.

Az izomszovet mintabdl a protokollt készitGk
utasitisai alapjan genomi DNS-t izolaltunk,
aminek toménysége és tisztasaga lehet6vé tette
a PCR vizsgalatok elvégzését. Az egyedazono-
sitdshoz 14 darab tetranukleotid mikrosztellit
markert és az ivarhataroz6 markert hasznaltuk,
ezekkel a markerekkel tortént a PCR vizsgalat.
Az ezt kovet6 kapillaris elektroforézis végered-
ményeként megtortént a kapott allélméretek
detektalasa, amik Microsoft Excel tablazatban
keriiltek rogzitésre. Az egyedazonositas és a

visszafogas vizsgalatara a PAST program f6koordinata-analizisét, a rokonsagi kapcsolatok vizs-
galatara pedig a Colony programot hasznaltuk.

A vizsgalat soran mind a 14 autoszéméas STR marker és az ivarhataroz6 marker is miikodott, igy
elvégezhet§ volt az egyedazonositas, ezt kovetGen pedig a genetikai profil Gsszevetése az adatba-
zisunkban 1év6 tobbi mintaval. A sziirke farkas tetem genetikai profilja megegyezett egy 2018
telén gytijtott iirtilékminta genotipusaval, ez egy sikeres visszafogast jelentett. A rokonsagi kap-
csolatok vizsgalatanal pedig sikeriilt rokoni kapcsolatot talalni egy mésik, ugyanazon a teriile-
ten mozgo him egyeddel. Ezt az eredményt a BNPI kameracsapdas felvételei is megerdsitették,
ugyan is azon a teriileten, ahonnan a genetikai mintak szarmaznak kozel egy éve rogzitette tobb
felvétel is a két fiatal him jelenlétét.

KOBORLO EGYEDEK GENETIKAI PROFILJANAK ROGZITESE AZ ESETLEGES UJABB ELO-
FORDULAS MEGALLAPITASA CELJABOL

Az Eurdépaban el6forduld nagytestli ragadozoé fajokra jellemzd, hogy képesek akar rovid idén be-
liil is nagy tavolsagokat megtenni. Igy volt ezzel a 2018 nyaran az orszagot észak — déli iranyban
atszel6 barna medve is. Az allatot t6bb napos keresés utan sikeriilt Szeged kornyékén altat6lo-
vedékkel elkabitani, melynek t&bb célja is volt. A medve kapott egy jelados nyakorvet a nyomon-
kovethetGség miatt, atesett egy orvosi vizsgalaton, illetve ez id6 alatt a szakemberek vért is vettek
az allattdl, a genetikai profil megallapitasa miatt. A vérvételt allatorvos végezte, véralvadasgatlo
anyagot (EDTA) tartalmaz6 vérvevd cs6be, ezt kdvetSen a minta jégakkut tartalmazo hungarocell
dobozban keriilt a laboratériumba. A jeladéval ellatott allatot a szlovak-magyar hatar kozelé-
ben engedték vissza a természetbe, a jeladot viszont az allat r6vid id6n beliil letépte magarol. Az
ezt kovet6 napokban tGbben is latni vélték az allatot a BNPI miikodési teriiletén. Az egyik ilyen
alkalommal egy medve egy gyiimolesoskertben lakmarozott és a fardl vald taplalkozas kozben,
a fa kérgéhez hozzadorgolézve az allat bund4jarol néhany szérszal a kérgen maradt, ahonnan
a szakemberek mintat tudtak gytjteni. Ezzel a mintaval genetikai szempontbo6l vizsgalhatova
valt, hogy a két medve ugyanaz az egyed-e.

Mintatipusoktdl fliggéen (vér, szér) a szakemberek elvégezték a mintakbdl torténé DNS izola-
last. Ezt kovetGen az egyedazonositashoz hasznalt 8 darab medvefélékre specifikus autoszémas
mikroszatellit marker segitségével megtortént a PCR vizsgalat. A kapillaris elektroforézis vég-
eredményeként megtortént a kapott allélméretek detektalasa, amik Microsoft Excel tablazatban
keriiltek rogzitésre, ezek az adatok pedig lehetGvé tették, hogy a két mintat Gssze lehessen ha-
sonlitani egymassal. Ezen kiviil a szakemberek ezeket a mintakat f6komponenes-analizis soran
Osszehasonlitottak egy 2016-ban mar azonositott barna medve genotipusaval, melyet két iiriilék
mintabol is sikeriilt azonositani.

Avérminta esetében mind a 8 autoszomas mikroszatellit markerrel sikeres volt a vizsgélat, a sz6r
minta esetében 6 mikroszatellit marker miikodott. Mivel a szor esetében a vérmintahoz képest
voltak hidnyz6 markerek, igy nem lehet teljes bizonyossaggal megallapitani, hogy a két minta egy
egyedtdl szarmazik-e. Viszont abban az esetben, ha csak azt a 6 16kuszt vizsgaljuk, amiken mind
a két minta esetében miikodott a PCR vizsgalat 100%-os egyezés mutatkozik a vér és a sz6rminta
kozott, igy feltételezhetd, hogy a két minta egy egyedtdl szdrmazik vagy az egyedek, amelyek-
t6l a mintdk szarmaznak nagyon kozeli rokonsagi kapcsolatban allnak egymassal. A f6kompo-
nens-analizis eredménye azt igazolta, hogy a 2016-ban azonositott barna medve genotipusa nem
egyezik sem a vér-, sem a sz6rmintikéval, igy Gjabb egyedet vagy egyedeket sikeriilt azonositani
genetikai vizsgalatok segitségével.
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