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Osszefoglalas. A szerzék az IsoCode STIX™ papirbél és a tollakbdl térténé mintavételi
modszert hasonlitottak 6ssze, a karpat-medencei parlagi sas (Aquila heliaca) begyijtott
vedlett tollaibdl és vérmintaibol végzett ivarmeghatarozasok, mikroszatellita fragmens-
analizisek és mtDNS haplotipus meghatarozasok eredményeinek felhasznalasaval.

A munka soran, magyarorszagi és szlovakiai parlagisas-territoriumokbol, a madarak zava-
rasa nélkiil begyijtott, 687 vedlett tollbdl, valamint 127, a szlovakiai fiokak gyliriizésekor
vett vérmintabol tortént DNS-kivonas. Mindkét mintavételi modszer hatékonynak bizo-
nyult a genetikai vizsgalatokhoz, és a mintak tipusat tekintve (toll, ill. vér) gyakorlatilag
nem volt kiilonbség a DNS-kivonas (93,6%, ill. 98,4%) és az ivarmeghatarozas (96,3%, ill.
98,4%) hatékonysagaban. A mikroszatellitafragmensek meghatarozasa soran a vérmintak
elemzésének 71,2%-a volt sikeres, mig a tollak esetében a szlovakiai mintakbél Iényegesen
kisebb aranyu volt a sikeres meghatarozas (13,6%), mint a hasonlé hazai mintaknal
(100%), amelynek oka nagy valészin(iséggel a tollak eltéré tarolasi médjaban keresheté. A
mitokondrialis DNS-szekvenciak elemzése soran a megfelel6en tarolt, vedlett tollakbol
szarmazo mintak nagyobb aranyban bizonyultak hasznalhaténak, mint a vérmintak (sike-
rességi arany 82,6%, ill. 29,2%).

Mivel mindkét vizsgalt médszer jelentésen leegyszeriisiti a terepi mintavételt, és eredmé-
nyeik alapjan mindkét eljarassal megfelel6 DNS nyerhet6 ki a kiilonb6z6 genetikai vizsga-
latokhoz (az egyes meghatarozasok eredményességét azonban jelentésen befolyasolhatja
a mintavétel modszere és a mintak tarolasi modja), lehetéség nyilik a fajtol (veszélyezte-
tettség, kezelhet6ség), ill. a rendelkezésre all6 anyagi lehetéségektdl fliggéen valasztani a
két médszer kozt.

Summary. In addition to conservation biological genetic studies, there is a growing need
for the verification of the origin of animals and animal products. Sample collection is a
serious problem in the case of wild, endangered or stress sensitive species. Non-invasive
techniques are required by most of these species (shed hair, feathers, and droppings),
while invasive methods (e.g. blood samples) can be applied only occasionally, when the
animals are handled because of other reasons (i.e. medical examination, ringing, cleaning
the cages). The stress caused by the collection of blood samples can be reduced by using a
process designed for taking small amounts of blood for genetic examinations. One of
these methods is the use of the IsoCode STIX™ paper. In this study the authors compared
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Genetikai
vizsgalatokra

a haziallatok és

a veszélyeztetett
allatfajok korében is
sziikség van

Az invaziv mintavétel
az allatok zavarasaval,
megfogasaval jar

two sampling methods (shed feathers vs. IsoCode STIX™) based on the results of DNA
extraction, genetic sexing, DNA profiling and mitochondrial DNA sequencing of eastern
imperial eagles of the Carpathian basin.

In their study they examined the DNA extracted from 687 shed feathers (collected without
disturbing the animals) and 127 blood samples collected from Slovakian eagle chicks
during the ringing procedure. Both methods proved to be efficient enough to retrieve DNA
in adequate quality and quantity for genetic analyses. They found no significant difference
between the two types of samples (feather and blood) in the efficiency of DNA extraction
(93.6% and 98.4%) and sexing procedures (96.3% and 98.4%). 71.2% of the blood samples
yielded a correct DNA-profile, while the results from feathers differed significantly
according to the origin of samples. Only 13.6% of the Slovakian feather samples gave a
proper DNA-fingerprint, while this ratio was 100% among the Hungarian samples. This
difference can most likely be explained by the different storage conditions of feathers. The
properly stored Hungarian shed feathers proved to be more usable than the blood samples
in the analyses of the mitochondrial DNA sequences (82.6% vs. 29.2%).

According to their results, both sampling methods (shed feathers and blood samples
collected on special impregnated paper) provide appropriate DNA for genetic
examinations, furthermore the sampling is much simpler, and the tests can be performed
quickly and precisely, however the efficiency differed according to the type of analyses,
the collection method and the storage conditions.

A természetvédelmi célu genetikai elemzések rutinszer(ivé valasa mellett az allat-
orvosi gyakorlatban is folyamatosan terjednek a molekularis modszereken alapuld
vizsgalatok. Bar a két tertlet célkit(izései eltéréek, mégis — a vizsgalatok jellegébdl
adoddan — hasonlo technikai problémak és megoldasok mertlhetnek fel. A fajmeg-
Brzési tevékenységben, vagy akar egy hosszu tavu tenyésztési stratégia kidolgoza-
saban rendkivil fontos az allomanyok genetikai allapotanak pontos felmérése, hi-
szen a populacié szerkezete (génaramlas, metapopulaciok, genetikai sodrédas)
alapvetéen meghatarozza a faj vagy fajta tulélési esélyeit (20). A genetikai vizsga-
latok eredményei alapjan minden korabbi, megfigyeléseken alapuld modszernél
pontosabban becsilhetéek az allomanyok demogréfiai sajatossagai (24), a be- és
kivandorlas (18, 23) vagy az utodok ivararanya (24). Az igy kapott adatok alapve-
téen befolyasolhatjak egy veszélyeztetett faj védelmének stratégiajat (16, 25), ill.
kovethet6vé valik a védelmi tevékenységek eredményessége (25). A felsoroltak
mellett egyre nagyobb az igény a hazidllatok (kuléndsen az értékes tenyész- és ha-
szonallatok) szarmazasanak pontos és megbizhaté bizonyitasara is. Ebben a gene-
tikai vizsgalatok nagy szerepet kaphatnak (2, 9).

Vadon él6, veszélyeztetett vagy stresszre érzékeny allatfajok esetében a vizsga-
latokhoz sziikséges mennyiségl és minéségl DNS-mintak begydjtése gyakran ko-
moly gondot jelent.

A genetikai mintavételi médszereket harom csoportba sorolhatjuk:

— destruktiv mintavétel soran a begyjtott egyedek elpusztulnak;

— invaziv mintavételhez szikséges az allatok befogasa (pl. vér, nyalkahartya, bi-
opszia);

- neminvaziv mintavételnél az allatok altal hatrahagyott nyomokat (vedlett toll,
sz6r, Urllék) hasznalnak fel, amelyek az allatok befogasa, zavarasa nélkul is elér-
het6ek (26).

Az elsd két modszernél j6 minéségl DNS-hez lehet jutni, am az egyedek elpusz-
titasa, karosodasa, valamint a zavarasuk okozta stressz sok esetben nem fogadha-
t0 el, tovabba a felhasznalhaté mintak szama is altalaban erésen korlatozott (26).
Veszélyeztetett vagy stresszre kilondsen érzékeny fajoknal olyan esetekben van
lehet6ség invaziv mintavételre (pl. vérvételre), amikor az egyedek egyébként is
kézbe kerllnek (pl. fiokak gyUr(izése, allatorvosi vizsgalat, kezelés). A genetikai cé-
|t vizsgalatokhoz igen kis mennyiség minta is elegendd, ezért a vérvétel okozta
stressz tovabb csokkenthetd az IsoCode STIX™ kit segitségével. Az eljarasnal
egyetlen csepp vérbdl, révid id6 alatt, egyszer( eljarassal lehet megfelelé mennyi-
ségl és j6 min6ségl DNS-mintahoz jutni, és a minta tarolasa sem igényel kilén
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felszerelést, mivel az, a papir szaradasa utan, akar szobahémérsékleten is, viszony-
lag hosszU ideig eltarthato (8).

A genetikai vizsgalatokban nagy el6relépést jelentett a neminvaziv mintavételi
madszerek kifejlesztése (26). A mintaszam igy jelentésen ndvelhetd, hiszen nincs
szUkség a vizsgalando6 egyed befogasara, zavarasara, ugyanakkor az igy begyjtott
mintak legtdbbszor jelentésen rosszabb minéségliek. Ez megndveli a vizsgalatra
forditandd koltséget és id6t (27). Megfelelé modszerrel a frissen begydijtott és ke-
zelt toll, sz6r és Grulék altalaban j6 mindségl genetikai mintat szolgaltat (15). Ma-
darak esetén a neminvaziv mintavételt megkdnnyiti, hogy levedlett tollaik kdnnyen,
komolyabb zavaras nélkil begyUjthetdk (pl. a fészkel6- vagy pihenéhelyek terepi el-
lendrzésekor, ill. fogsagban a ketrecek takaritasakor), tarolasuk nem igényel kiilon-
leges korilményeket, valamint kénnyen szallithatok (akar postai Gton is).

A genetikai vizsgalatok egyik gyakori tipusa az ivar meghatarozasa (10, 14), hi-
szen szamos madarfajnak nincs jél lathaté ivari dimorfizmusa. Az ivar pontos isme-
rete jelent6s gazdasagi elénydkkel is jarhat az allattenyésztésben (29). Madaraknal a
toj6 a heterogametikus (WZ ivari kromoszémak) és a him a homogametikus ivar (Z2),
igy a W-kromoszémara specifikus szekvenciak kimutatasa lehet egy lehet&ség az
ivarmeghatarozasra. Az elmult évtizedben fedezték fel az elsé W-hez kot6d6 gént
madarakban (CHD1W), ami a kromo-helikaz DNS-k6t6 fehérje kddolasaért felel, és
a legtobb fajra jellemz6 (13). A csak tojokra jellemzé CHD1W génnek van egy mind-
két ivarban megtaldlhatd, Z-kromoszémahoz két6d6 valtozata is. Ezek a gének az
ivari kromoszémak rekombinalddd pszeudoautoszomalis régidin kivil helyezédnek,
igy meglehetésen konzervativak és alkalmasak az ivarok azonositasara (10).

Tovabbi gyakori célja a genetikai vizsgalatoknak az egyedek azonositdsa, nyo-
mon kdvetése, amely sok esetben nagysagrendekkel hatékonyabb lehet a mecha-
nikai vagy vizualis jeldléseken alapuld azonositasi médszereknél. Az egyedekre jel-
lemz& DNS-profil (vagy DNS-ujjlenyomat) azonositasaval és megismételt mintavé-
tellel fontos dkoldgiai kérdésekre is valaszok adhatok (mint pl. a populacié morta-
litasi rataja, az egyedek par- és territériumhlsége), de az egyes egyedek rokoni
kapcsolatai is ellendrizhet6ek (pl. allattenyésztéi vagy allatorvosi gyakorlatban).

A mikroszatellitak a nuklearis DNS nem kodol6 régidiban talalhato, 2—-6 bazis-
paros nukleotidismétlédések (5), amelyek szerepe a genomban még nem teljesen
tisztazott. A DNS-polimeraz enzim, a révid szakaszok nagyszamu ismétlédése mi-
att, gyakran ejt hibat ezeknek a szakaszoknak a masolasakor, igy szelekciés nyo-
mas hidnyaban a mikroszatellitékon nagymérték(i polimorfizmus alakulhat ki.
Tobb ilyen szakasz bazisparokban megadott hosszat vizsgalva, egyedre jellemz6
mintazatot kapunk, amely akar egyedi azonositast is lehetévé tesz (DNS-profil) (5).
Mivel a mikroszatellita-markerek erésen fajspecifikusak, ezen maédszer esetében
lényeges feltétel, hogy a vizsgalni kivant faj genomjaban kell6 szamu polimorf lo-
kusz ismert legyen. Ez mara mar a veszélyeztetett és a haszonallatfajok esetében
legtdbbszor rendelkezésre all.

Egymastél tavolabbi rokonsagban allé csoportok (dllomanyok, fajok, fajtak)
Osszehasonlitasara alkalmas az anyai agon 6roklédd mitokondrialis DNS (mtDNS)
egyes szakaszainak vizsgalata. Az mtDNS masolddasakor nincs replikacios javitd
rendszer, ezért mutacids rataja atlagosan nagyobb a nuklearis DNS kddold szaka-
szainal, azonban a mikroszatellitak ratajanal kisebb (12, 17). A haziallatok erede-
tét (4, 22), 6si és 6shonos tenyésztett allatfajtak leszarmazasat is gyakran mtDNS-
szakaszok vizsgalataval rekonstrualjgk (1, 6, 7). Az mtDNS vizsgalatan alapulo
modszerek hatékonysagat altalaban néveli, hogy képiaszama a sejten belll na-
gyobb, mint a nuklearis DNS-nek, igy kis mennyiségl vagy erésen karosodott min-
tabdl nagyobb eséllyel lehet a molekularis genetikai vizsgalatokhoz megfelel®
DNS-oldathoz jutni.

Sajat vizsgalatok

Vizsgalatunkban a vildgszerte veszélyeztetett parlagi sas (Aquila heliaca) karpat-me-
dencei allomanyabdl begy(jtott vedlett tollakbol, tovabba vérmintakbdl végzett ivar-
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meghatarozasok, mikroszatellita-
fragmensanalizisek és mtDNS hap-
lotipus meghatarozasok — hasz-
nalt médszerektél fliggd — ered-
ményességét elemeztik.

Anyag és modszer

Mintavétel

A vizsgalathoz felhasznalt, ved-
lett parlagisas-tollakat a ma-
gyar és a szlovak parlagisas-
monitoring keretében végzett
fészkel6- és pihendhely-ellen-
Orzésekkor gyUjtottik be. A
fészkel6helyek  ellenérzésére
évente altaldban két alkalom-
mal, a fiokak juniusi gydrizése-
kor, majd a kirepulést kdvets-

en, augusztus—-szeptember ho-

1. abra. A tollcsévébdl kivagott, vérrégét tartalmazo felsé koldok napokban kerdlt sor, igy a min-
Figure 1. The superior umbilicus, cut from the feather shaft, containing a bloodclot tak begy(jtése nem jart a ma-

Parlagi sasok fészkel6-
és pihendhelyein
tollmintakat
gyujtottek

Gydir(izéskor 127
fiokabol vettek
vérmintat

darak zavarasaval. A parlagi sasok minden évben lecserélik tollazatuk egy ré-
szét, a julius és szeptember kozti koltési idészakban szinte folyamatosan vedle-
nek. A kivedlett tollak, a foldre kertléstket kdvetéen néhany hénap alatt eré-
sen degradalodnak, igy a vizsgalatban felhasznalt, gyengén vagy egyaltalan
nem degradalédott tollakat legnagyobb val6szinlséggel a begyUjtést megel6-
z6 néhany héten beldl hullajtottak el a madarak.

Genetikai vizsgalatokhoz a tollak felsd koldoknek (superior umbilicus) nevezett
részét tavolitottuk el szikepengével, ahol a nagyobb tollak esetében szabad szem-
mel is lathatd vérrdg taldlhato (1. dbra). Ez a vérrdg a tollfejl6dés soran visszahu-
z6do kotdszévet maradvanya, mivel az azt taplaléd artéria itt 1ép at a tollcsévén. Az
itt kialakulé zarvanyban 1évé magvas vordsvérsejtek altalaban megfelel6 mennyi-
ségli és mindségl DNS-t tartalmaznak a vizsgalatokhoz (15).

A preparalasok soran, a DNS-laboratériumokban megszokott médon, nagy fi-
gyelmet forditottunk a mintak keresztszennyezédésének elkertlésére (15).

A szlovakiai fiokak gyir(izésekor, a madarak szarnyvénajabdl pontszer( szurast
kovetéen néhany csepp vért itattak fel egy specidlisan kialakitott és impregnalt
sz(ir6papirra (IsoCode STIX™), amely a gy(r(izéssel egyébként is jard stresszhatast
valészinlleg nem ndvelte jelentés mértékben.

Valamennyi mintat =20 °C-on, fagyasztéban taroltuk és altaldban egy hénapon
belll megkezdtik a feldolgozasukat.

DNS-kivonas

A DNS-t médositott kisdzasos modszerrel vontuk ki (11). A kivagott darabokat el6-
szor Proteindz-K-s emésztésnek tettik ki: 30 pl Proteinaz-K enzim (10 mg/ml), 15 pl
SDS (20%-os oldat), 100 pl Proteindz-K puffer, 155 pl viz és 10 pl DTT (1,4-ditio-tre-
itol, 1 M). Az igy kezelt mintak, alapos keverés utan, egész éjszakara 55-60 °C-0s
vizfird6be kerltek.

A kovetkezd lépésben a fellluszobol a maradék peptideket 5 mol/l koncentra-
cioju LiCl oldattal kicsaptuk, majd a tisztitas kloroform-izoamilalkoholos (24:1 ara-
nyu) kirazassal folytatodott. A DNS-t tdmény etanol hozzaadasaval csaptuk ki,
majd 70%-os etanolos rehidralds utan megfelel§ tarolooldatban vettik fel (Tris-
EDTA puffer) és fagyasztoban taroltuk a tovabbi degradacio elkerilése érdekében.
A kivont DNS mennyiségét és min6ségét 0,8%-0s agardzgélen valé futtatassal el-
lendriztik (2. abra).

A szlovakiai fiokak vérmintai esetén az impregnalt sz(irépapirhoz (IsoCode
STIX™) a gyarto altal mellékelt protokoll alapjan jutottunk DNS-oldathoz.
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2. abra. Kilénbdz6 eredet mintakbol szarmazé DNS-oldatok 0,8%-0s agardzgélen
futtatva

1, 2 = IsoCode STIX™ -re vett vérminta, 3, 4 — vedlett toll fels6 koldokébsl szarmazo vér-
rogbdl vett minta, 5, 6 — a felsé koldokbdl szarmazd vérrdg és a toll hegyének a felhasz-
nalasaval készult minta, 7, 8, 9 — hagyomanyosan vett vérmintabdl szarmazé DNS-oldat
harom kilonbdz6 higitasban (125X, 25X, 1X), 10 — létra

Figure 2. DNA samples with different origins run on 0,8% agarose gel

1, 2 - blood samples stored on IsoCode STIX™, 3, 4 — samples from a blood clot of
feathers, 5, 6 — samples from small feathers, including the blood clot and the feather tip,
7,8, 9 —blood samples taken by conventional methods, in three different dilutions (125X,
25X, 1X), 10 — ladder

3. dbra. Az ivarmeghatdrozasra hasznalt PCR-reakcid végeredmeénye 2,5%-0s agaroz-
gélen, tollbol szarmazé mintakbol

1-him, 2, 3, 4, 5 -t0j

Figure 3. Results of a sexing PCR-reaction from feather samples run on 2.5% agarose gel
1—male, 2, 3, 4,5 - female

Ivarmeghatarozas
Vizsgalatunkban FRIDOLFSSON és
ELLeGrReN (10) altal kidolgozott,
allélspecifikus PCR alapu tech-
nikaval dolgoztunk, amely a
legtébb madarfaj esetén siker-
rel alkalmazhato, megfelel6en
érzékeny és biztonsagos mod-
szer. A technika alapja, hogy
olyan primereket alkalmazunk,
amelyek eltéré méret(i introno-
kat hatarolo szakaszokat erdsi-
tenek fel. A vizsgalt madarak
ivari kromoszémain az altalunk
is hasznalt 2550F/2718R (nem
fajspecifikus) primerpar mind-
két génvaltozatot amplifikalja.
Igy nincs szlkség utélagos en-
zimes hasitasra (29), és vi-
szonylag gyorsan eredményhez
lehet jutni, mivel ivartél fiigg6-
en egy (himek), ill. két (tojok)
PCR-termék keletkezik.

Az allélspecifikus PCR-md&d-
szerek hatranya azonban, hogy
ha valamely okbol (pl. rossz mi-
n6éségl minta vagy gatloszer
jelenléte) az egyik PCR-termék-
bél egyaltalan nem vagy a ki-
mutatashoz nem elegend6
mennyiség keletkezik, akkor az
téves ivarhatarozashoz vezet-
het. A téves leolvasasbél adédé
hibat két ismert egyedtél szar-
mazd, azaz mindkét lehetséges
eredményt adé (,biztos tojo”
és ,biztos him”) mintaval ku-
szOboltuk ki.

A CHD1 génre iranyulé allél-
specifikus PCR eredményekép-
pen parlagi sas esetében mind-
két nemnél mintegy 700 bazis-

par hosszUsagu konstans termék amplifikalhato, mig tojoknal egy tovabbi 450 ba-
zispar nagysagu szakasz készil a CHD1W génrdl (15). A génvaltozatok, 250 bazis-
paros méretkllonbséguknek kdszonhetden, agardzgélen futtatva, jol elkilonithe-

t6ek (3. abra).

A PCR beadllitdsakor 15 pl térfogatban zajlott a reakcié [7,5 pyl PCR Master
Mix (Promega), 1 pyl GoTag® polimeraz (0,5 U/ul, Promega), 1,5 ul MgCl, (25
mM, Promega), 3 ul primer mix (5 pmol/ul, 2550F/2718R) és 1 pl nukledzmen-

Az ivarmeg-
hatarozashoz

PCR alapu technikat
alkalmaztak

tes viz (Promega)]. Az amplifikaciés program touch-down PCR alapu, amelyben
a kezdeti denaturald lépés utan (94 °C-on 5 percig) ciklusonként 1 °C-kal
csokkentjik az annellacios hémérsékletet (a kezdeti 60-rél 50 °C-ra, tovabbi 25
ciklusban az annellaciés hémérséklet ennyi maradt). Ezzel a modszerrel a PCR-
reakcié a kezdeti Iépésekben erésen specifikus, azonban hatasfoka alacsony.

igy kezdetben kevés, de specifikus PCR-termék képzédik, amely mar joval haté-
konyabban amplifikalodik a késébbi alacsonyabb annellaciéos hémérsékletd cik-

lusok soran.
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Egyedi DNS-profil
meghatarozasara

di- és tetranukleotid
lokuszokat hasznaltak

19 madar haplotipusat
tollmintabol,

12-ét vérmintabol
hataroztak meg

Mikroszatellita fragmensanalizis

A parlagi sasnal eddig nyolc tetranukleotid polimorf lokuszt azonositottak, ebbél
egy lokusz irodalmi adatok alapjan monomorf, egy masik pedig a vizsgalat soran,
a PCR-optimalizacio ellenére, nem adott megbizhat6 eredményt (3). Az ibériai sas-
nal (Aquila adalberti) tizennyolc dinukleotid (19) mikroszatellita lokusz ismert,
amelyek kivétel nélkul hasznalhatdak parlagi sasoknal is.

Vizsgalatunkban fluoreszcens festékkel jeldlt kilenc dinukleotid [HEX jel6lés
(sarga): Aa35, Aa36, Aa39; 6-FAM jeldlés (kék): Aa02, Aad3, Aa56; TET jeldlés
(zold): Aa49, Aa15, Aa27] és hat tetranukleotid (HEX: [EAAAGO4, IEAAAG12, 6-
FAM: IEAAAG11, IEAAAG13, TET: IEAAAGQ9, [EAAAGT4) primerpart hasznal-
tunk. A tetranukleotid-ismétlédések vizsgalata technikailag egyszer(ibbnek bizo-
nyult, ugyanis a PCR-amplifikacional, ezeken a szakaszokon, a polimeraz enzim
kevesebbet téved és ennek megfelel6en kevesebb a leolvasast nehezité, aspecifi-
kus termék (shadow band). Ezen okokbdl vizsgalatainkban nagyobbrészt a tetra-
nukleotid lokuszokat hasznaltuk az egyedi DNS-profil megallapitasara.

Az egyes lokuszok k6z6tt minimalis hosszbeli atfedés volt, igy a kulénbdzé szi-
nekkel valé jeldlés utan lehet6vé valt multiplex PCR-ek alkalmazasa, amely jelentd-
sen csokkentette a vizsgalat anyag- és id6igényét.

A dinukleotidszakaszok felerésitésére hasznalt PCR-reakcid 10 pl-ben zajlott
MARTiNEZ-CRUZ €5 mtsai (19) lefrasa alapjan.

A tetranukleotid lokuszok esetén nem hasznaltunk touch-down PCR-progra-
mot: kezdeti denaturalé Iépés 94 °C-on 5 percig tartott, majd 30 cikluson keresz-
tdl 60 °C volt az annellacios hémérséklet, végul 10 perces, 72 °C-0s extenzio zar-
ta a reakciot.

A fluoreszcensen jeldlt PCR-termékek méretének pontos meghatarozasa auto-
mata kapillaris elektroforézis készuléken (ABI-310; Applied Biosystems) tortént
gyari méretmarker (Internal Lane Standard 600; Promega) és a GeneScan 3.7-es
program segitségével.

A mitokondrialis DNS kontrollrégidjanak szekvenciaanalizise

Az mtDNS kontrollrégidjanak szekvenciaanalizise soran 31 egyed haplotipusat ha-
taroztuk meg a 13 polimorf hely segitségével. A 31 madar mintai magyarorszagi
(16 egyed) és szlovakiai (1 egyed) fészkel6helyeken, valamint a Hortobagyi Nem-
zeti Park Ragadozémadar Telepén (2 egyed) gyjtott tollakbdl, tovabba szlovakiai
fiokak (12 egyed) vérmintaibol szarmaztak.

Az mtDNS kontrollrégidjanak az AID1-Fbox primerpar (12, 20) altal meghatarozott,
hipervariabilis részt tartalmazé, 345 bazispar hosszUsagu szakaszat szekvenaltuk. A
PCR-reakciot az ibériai sasra leirt és a parlagi sasnal is alkalmazott modszer alapjan vé-
geztik (20). A protokollt a sajat igényeink és lehetségeink szerint modositottuk, a 40
ul-es PCR-reakcio-térfogat a kovetkezé 6sszetevékbdl allt: 20 pl Promega PCR Master
Mix, 2 pl MgCl,, (25 mM; Promega), 14 pl nukledzmentes viz (Promega), 2 ul primer
mix, (2 pl GoTag® polimeraz (0,5 U/ul; Promega). Mivel a két primernek eltéré a TM
(melting point) paramétere, a mddszer hatékonysagat és megbizhatosagat a primerek
eltéré aranyu keverékének alkalmazasaval névelni tudtuk. A program a tetranukleotid
lokuszoknal hasznalttél csupan az annellaciés hémérsékletben tér el (itt 55 °C). A PCR-
reakcio sikerességét 2,5%-os agardzgélen valé futtatassal ellendriztik.

A PCR-terméket Montage PCR-tisztit¢ filterrel (Millipore) tisztitottuk. A tisztitott,
amplifikalt DNS-t tartalmazoé mintakkal 6sszeallitottuk a szekvenalé PCR-reakciét (2 pl
tisztitott PCR-termék, 1l BigDye Terminator Kit, 3.1; Applied Biosystem), 1 ul puffer
és 1 pl forward, ill. a masik szal esetén reverz primer (5 pmol/ul)). A szekvenalé-PCR
30 ciklusbdl allt: kezd6 denaturacios 1épés 95 °C-on, annellacié 55 °C-on, extenzios
lépés 60 °C-on. A PCR-termék tisztitdasa Multiscreen plate-en (Millipore) Sephadex
G50 superfine gydngy (Amersham) segitségével tortént. A tisztitott terméket 20 pl
TSR-ben (template suppression reagent; Applied Biosystems) vettik fel, és a szekve-
nalas elétt 2 percig, 95 °C-on denaturaltuk. A szekvenalast automata fluoreszcens ka-
pillaris-elektroforézissel végeztik ABI-310 tipusu szekvenatoron, a szekvencidkat az
ABI Prism Sequencing Analysis 3.3 programmal kaptuk meg.
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Tablazat. Az elvégzett genetikai vizsgalatok eredményessége a mintavételi médszerek és a szdrmazasi orszagok szerinti felosztasban
(HU: Magyarorszag, SK: Szlovakia)

Table. Results of the executed genetical analyses according to the applied sampling methods and country of origin (HU: Hungary,
SK: Slovakia)

Mikroszatellita
fragmensanalizis

Mintatipus Szarmazas DNS-kivonas Ivarmeghatarozas mtDNS-vizsgalat

Sample type Origin DNA extraction Sex determination Microsatellite mtDNA analysis
fragment analysis
n sikeresség (%) n sikeresség (%) n sikeresség (%) n sikeresség (%)
n success (%*) n success (%*) n success (%*) n success (%*)
Vedlett toll  HU 495 473 (95,5) 492 472 (95,9) 56 56 (100,0) 21 18(85,7)
Shed feather SK 192 170 (88,5) 156 152 (97,4) 44 6(13,6) 2 1 (50,0)
Osszes/all 687 643 (93,6) 648 624 (96,3) 100 62 (62) 23 19(82,6)
Vérminta ** HU - - - - - - - -
Blood** SK 127 125(98,4) 127 125 (98,4) 118 84(71,2) 41 12(29,2)
osszes/all 127 125 (98,4) 127 125 (98,4) 118 84 (71,2) 41 12(29,2)
Osszes HU 495 471 (95,7) 492 472 (95,9) 56 56 (100,0) 21 18(85,4)
All SK 319 295(92,4) 283 277 (97,8) 162 90 (55,6) 43 13(30,2)
Osszes/all 814 768 (94,3) 775 749 (96,6) 218 146 (67,0) 64 31(48,4)
* sikeres minta/6sszes feldolgozott minta (successful analyses/analysed samples)
** |soCode STIX™ papirra vett mintak (samples taken on IsoCode STIX™ paper)
D Eredmények
fiokak feln6tt madarak DNS-kivonas
chicks adults

A feldolgozott mintak 94,3%-abdl si-
kerdlt hasznalhaté mennyiségl és mi-
néségli DNS-hez jutni (tablazat). A
DNS-kivonas hatékonysaqga alig kulon-
bozott a vedlett tollak (93,6%) és a
szlovak fiokak vérmintai (98,4%) ese-
him tén. Ez alatamasztja mindkét modszer
male hatékonysagat, és az ilyen céld vizsga-
latokban valé alkalmazhat6sagat.
Mindkét kivonasi modszerrel hosszd
tavu tarolasra alkalmas min&ségl és
mennyiség( DNS-oldathoz jutottunk.

- sikertelen
not succesful

tojo
female

Ivarmeghatarozas

A PCR-reakciok 96,6%-a adott értékel-
het eredményt, és a hatékonysag kozel
azonos volt a vedlett tollak (96,3%) és a
szlovdk  fiokdk vérmintdi  (98,4%)
esetén. A vizsgalt vedlett-toll-mintak

4. abra. Az ivarmeghatarozasok eredménye

A fiokaknal a vart 1:1-es ivararanyt kaptuk, mig a feln6tt madaraknal a fészkek
kornyékén begydjtott tollak nagyobb része a tojoktdl szarmazott; az adatok az
0sszes minta %-aban, zaréjelben az esetszam

Figure 4. Results of the sexing procedures

We found 1:1 sex ratio among chicks, but there was a strong bias towards the
females among the shed feather samples collected around the nest sites; data
in percent of whole sample, number of samples in brackets

Egyedi azonositas

esetében szignifikans eltérés volt a to-
joktol (89,9%), ill. a himektél szarmazd
(10,1%) tollak aranyaban (binomialis
proba, p<0,0001). A vizsgalt fiokak ese-
tén a tojé-him ivararany 61:64 volt,
amely nem kllénbdz6tt szignifikdnsan
az 1:1 ivararany-eloszlastél (binomialis
proba, p=0,86) (4. abra).

A mikroszatellita fragmensanalizisek soran idaig 146 egyed teljes DNS-profilja ké-
szUlt el. 36 magyarorszagi madartdl szarmazé minta kilenc dinukleotid, mig 90
szlovak és 19 hazai minta hat tetranukleotid mikroszatellita fragmensanalizise

alapjan kerilt elemzésre.
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Hazai tollmintakbal
az egyedazonositas
mindig sikeres volt

A gyiitott tollakban
a DNS bomlasat meg
kell akadalyozni

A mikroszatellita
modszer

az egyed-
azonositasban
megbizhaté

A hazai tollmintak esetén minden prébalkozas sikeres volt (100%), a szlovakiai
mintaknal azonban lényegesen rosszabb aranyt taldltunk: 55,5%-ban kaptunk tel-
jes eredményt (mintatipusonként tekintve a tollak 13,6%-a, a vérmintak 71,2%-a
adott teljes eredményt).

A fragmenshosszok alapjan szamolt Pl-érték (probability of identity) adja meg
annak a valoszinlségét, hogy két véletlenszerlen kivalasztott egyed azonos geno-
tipusu legyen. Az 4ltalunk hasznalt tetranukleotid markerkészlet esetén a Pl-érték
0,000301 volt, ami elég alacsony ahhoz, hogy a kolt6 allomany méreteit (140-150
par) figyelembe véve, egyedenkénti azonositashoz hasznaljuk a vizsgalt lokuszo-
kat (26, 28).

Mitokondrialis DNS

A tollmintak 82,6%-a, a fiokamintak 29,2%-a értékelheté eredmény volt. A kar-
pat-medencei populaciéban négy polimorf pozicidt és négy kilonbdzé haploti-
pust sikertlt azonositani: ,E” (46%), ,G" (12%), ,.K" (26%), ,.L" (16%). A négy-
bél kettd Ujonnan felfedezett, még nem kdzolt haplotipus (,K” és ,L”). A kapott
szekvencidk haplotipusat 6sszehasonlitottuk az északnyugat-kazahsztani, mar
publikalt eredményekkel (14), ahol 20 madarbdl, 6t polimorf pozicié alapjan, négy
haplotipust irtak le: ,D” (50%), ,E” (40%), ,F" (5%) és ,G" (5%). A haplotipus-
(hd) és a nukleotid- (m) diverzitasi indexek a karpat-medencei populaciéban, a ka-
zahsztanihoz képest, magasak voltak (hd: 0,71+0,051, w: 0,00547+0,0004) (21).

Kovetkeztetések

A szlovak mintaknal tapasztalt gyenge amplifikalhatosag alapjan a tollak tarolasi
maodja meghatarozo lehet a vizsgalatok szempontjabdl, ugyanis a két csoport ko-
z6tt csupan a mintavételt megel6z6 tarolasban volt kulénbség. A hazai tollakat
minden esetben a gy(jtést kdvetd lehetd legrovidebb idén belll preparaltuk, és a
kimetszett darabokat a feldolgozasig fagyasztéban taroltuk. Ezt megelézéen so-
tét, hivos helyen voltak, mivel az ultraibolya sugarzas, a magas hémérséklet és pa-
ratartalom el6segiti a DNS bomlasat. Ezzel szemben a szlovak tollak tarolasanal
ezeket valdszinlleg nem tartottak szem el6tt, igy nem tudhatjuk, hogy milyen ha-
tasok érték a tollakban taldlhaté DNS-t.

A feln6tt egyedeknél jelent6s eltérést tapasztaltunk az 1:1 ivararanytol, amely-
nek az a magyarazata, hogy a tollakat legnagyobb szamban a fészkek alatt lehet
megtalalni, ahol a tojok lényegesen tébb id6t téltenek, mint a himek. Utdbbiak f6-
leg a fészek kozelében talalhato kitl6fak kdrnyékén vedlenek, de ezeket a helye-
ket lényegesen kevesebb alkalommal vizsgaltuk at.

Az ivarmeghatarozashoz hasznalt primerek és PCR-modszer parlagi sas eseté-
ben nagyon (gyakorlatilag 100%-ban) megbizhatd, és irodalmi adatok alapjan to-
vabbi fajok esetében is konnyen alkalmazhaté maédszert jelentenek.

Az altalunk hasznalt mikroszatellita markerek alkalmasak arra, hogy a popula-
Ci6 egyedeit hosszu tavon nyomon kévessik, mortalitasukrél, mozgasukrol, terri-
térium- és parhlségukrél képet kapjunk. Ezen informaciok nagyban segithetik a
fokozottan védett faj megdvasa érdekében tett természetvédelmi intézkedéseket,
valamint 0j, mashogyan nem vizsgalhaté 6koldgiai és biologiai kérdésekre adhat-
nak valaszokat.

Az mtDNS-vizsgalatok eredményei alapjan a vedlett tollakbdl sikeresen megha-
tarozhat6 az mtDNS kontrollrégié 345 bazispar hosszUsagu szakaszanak szekven-
cidja, és a 13 polimorf pozici6 alapjan az egyedek haplotipusa megadhat6. Eddigi
tapasztalataink alapjan a tollakbdl kivont DNS-mintaknal nagyobb valészintiséggel
lesz sikeres a szekvenciaanalizis, mint az IsoCode STIX™ papirbol kinyert DNS-
mintak esetén. Ez azzal magyarazhatd, hogy a DNS-koncentracié, amitél legin-
kabb fligg a reakcio sikeressége, az IsoCode STIX™ papirmintak esetén kisebb a
DNS-kivonasos protokoll utan, mint a tollmintakban, valamint ezekben a mintak-
ban nagyobb fehérjetartalmat mértiink, ami szintén gatolhatta a polimeraz lanc-
reakciok sikerességét.
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A vizsgalatok
populaciédinamikai és
viselkedésokologiai
kérdéseket is
tisztazhatnak

A nem invaziv médon
gy(jtott mintak
eredményes
vizsgalhatosaga

uj tavlatokat nyit

IRODALOM

Vizsgélataink bizonyitottak, hogy a tollakbdl térténd mintavételi modszer, a mintak
megfelel6 taroldsa esetén, jol alkalmazhaté a karpat-medencei parlagisas-populacié
genetikai allapotanak felmérésére és mas populacidkkal valé kapcsolatainak felderité-
sére. Nagy anyagi befektetés nélkll a tavoli populaciok egyedeinek genetikai vizsga-
lata is lehet&veé valik a terepen begy(jtott tollakbol vett mintak postazasaval. Jelenleg
is folyik a teljes hazai allomanybdl 12 év alatt begyjtott, mintegy haromezer tollmin-
ta, valamint a faj tovabbi elterjedési teriiletén talalhato, 11 orszagbdl begy(jtétt min-
tak kivalogatasa és elemzése. A hatékony neminvaziv mintavételi és tobb célu gene-
tikai vizsgalati moddszernek kdszénhetéen mar a kozeljdvében elegendé minta allhat
rendelkezéslinkre ahhoz, hogy e veszélyeztetett faj védelme szempontjabdl fontos
populaciédinamikai és viselkedéstkologiai kérdéseket megvalaszolhassunk.

Az itt részletezett mintavételi modszerekkel nyert mintak (a kis mennyiségl és
részben degradalédott DNS-t tartalmazé vedlett tollak, tovabba a specidlis tarolo-
papirra begy(jtott vércseppmintak) éppugy megfelelé DNS-forrast szolgaltatnak
az altalunk hasznalt legtébb genetikai vizsgalati moédszerhez, mint a hagyomanyos
destruktiv vagy invaziv médon begy(jtott szovet-, ill. vérmintak. Megjegyezzik
azonban, hogy a neminvaziv médon gy(jtott, vedlett tollbdl kivont mintak az
mtDNS-analizisre alkalmasabbak voltak, mint a papirra vett vérmintak, tehat ez a
vizsgalat az allatok megszurasa nélkil elvégezhetd.

A leirt neminvaziv médszerekkel bévil a lehetésége a genetikai vizsgalatok al-
latorvosi és allattenyésztési terlleten torténé rutinszer( alkalmazasanak. Egysze-
riséglknek, valamint a mintavétellel jar6 minimalis stressznek koszénhetben a
mintavételt az allattarték is kdnnyen elvégezhetik, kdnnyitve ezzel a vizsgalattal ja-
ré logisztikat. Kialakult laboratériumi rutin mellett, a részleges automatizalasnak
kdszonhet6en, az egyes vizsgalatok gyorsan elvégezheték, és az igy kapott, tdbb-
nyire csak genetikai Uton nyerhetd adatok felhasznaldsaval, a vizsgalatok gazda-
sagilag megtérulhetnek.

K6szonetnyilvanitas

A vizsgalatban felhasznalt hazai vedlett parlagisas-tollakat a Magyar Madartani és Természetvédelmi
Egyesulet (MME) és a nemzeti parkok szakemberei altal mikddtetett Parlagisas-védelmi Munkacsoport,
mig a szlovakiai mintakat a Szlovak Ragadozémadar-védelmi Egyestlet (RPS) tagjai gydjtotték be.

Kulén készonettel tartozunk a SZIE-AOTK Zooldgiai Intézet (pR. Kasal PETER és SCHROTT ANIKG), valamint
az Orszagos Gyogyintézeti Kdzpont Hematoldgiai és Immunolégiai Intézet Molekularis Bioldgiai Labora-
térium munkatarsainak (or. TORDAI ATTILA, DR. ANDRIKOVICS HAINALKA, BORS ANDRAS, SzILVASI ANIKO és MEGGYE-
si NORra), valamint br. HARNOS ANDREANak és DR. ZOLDAG LAszLONnak, hogy segitettek a vizsgalat hatterének
megteremtésében és a munkak soran felmerlt nehézségek lekiizdésében. Koszonjuk tovabba kilfoldi
kollégaink HANA LaTkova és Monika CHRENKOVA, valamint a parlagi sasok genetikai kutatasaval foglalkozo
BeGoNA MARTINEZ-CRUZ, JUAN Jost NEGRO, JosE ANTONIO Gopoy és JAMIE ANN RubNick egylttmiikodését.

A laborvizsgélatokat és a tollak terepi begy(ijtését az MME, az RPS, az E6tvos Lorand Tudomany-
egyetem (ELTE) és a Magyar Természettudomanyi Muzeum (MTM) kévetkezd palyazatai finansziroz-
tak 2002 és 2007 kozott: Eurdpai Bizottsag LIFE Nature programja (MME: LIFEO2NAT/H/8627, RPS:
LIFEO3NAT/SK/00098), Kornyezetvédelmi és Viztigyi Minisztérium (ELTE: K-36-02-0005H, MME: K-
36-03-00008T, K-36-04-00008L), Nemzeti Kutatasi és Fejlesztési Programok — 2004 (MTM: NKFP3-
3B023-04).
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Szarvasmarhaembrio-atiiltetés szamokban

A Nemzetkdzi Embridatiltetési Tarsasaghoz befutd
adatkdzlések szerint Eurépaban évente mintegy 100
ezer szarvasmarha-embri6 atlltetése torténik. A hazai
adatok ehhez képest Ugy aranylanak, ahogyan allatlét-
szamunk a kontinens szarvasmarhalétszamahoz.

A tavalyi évben itthon 35 tejhaszni donortél 279
embriét nyertek, ebbdl atlltetheté minéségli volt 183, a
71 hushasznd donor kimosasakor 904 embriot talaltak
meg, ebbdl atultetheté mindségl volt 660.

A 2008. évben 139 embridszexalas tortént. Az el6z6
évhez képest jelentésen nétt a belltetett embridk sza-

ma: ,in vivo” friss embriét 274-et, él6 donortél nyert,
fagyasztott felolvasztott, embriét 588-at Ultettek at. A
kinyert és fel nem hasznalt embriokbdl 211-et fagyasz-
tottak le tartds tarolasra. 2008-ban a korabbi atllteté-
sekbdl dsszesen 116 szarvasmarhautod szlletett.

Mas allatfajoknal az embrioatiltetés aranya nagysag-
renddel kisebb. 16 kanca esetében az embriogyUjtés 8
alkalommal volt sikeres, friss allapotban 7 l6embriét Gl-
tettek at.
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