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Nem-invaziv mintavételi eljarasok alkalmazisa DNS
vizsgalatok soran

A kulonboz6 allatfajok természetben é16 populacidinak genetikai feltérképezése
fontos, ugyanakkor id6 igényes folyamat. A genetikai vizsgalatok soran sok
informdciét megtudhatuk egy populacio jellemzéirdl, pl. ivararany, beltenyésztettség

mértéke, az egyes l6kuszokon 1év¢ allélek el6fordulasi aranya.

A genetikai vizsgélatokra irdnyulé mintavételezési eljarasokat harom csoportba
soroljuk: destruktiv, invaziv és nem-invaziv eljarasok.

A destruktiv mintavételezés a begyijtott egyedek elpusztitdsaval jar.

Invaziv mintavételezéskor az allatot be kell fogni (pl. vérvétel). Ez nagy stresszel
jarhat az éllatok szamaéra. (Erdemes figyelembe venni, hogy az ilyenkor gyakran
szokdasos parazita eltavolitdssal befolyasolhatjuk a befogott egyedek tulélési esélyeit a
tobbi egyeddel szemben.) Ilyen esetekben populaciéméret becslést legegyszertibb
jelolés-visszafogasos moédszerrel végezni.

Nem-invaziv mintavételi eljarasok alkalmazasaval elkertilhet6 az allatok befogasa,
zavarasa. Ilyenkor az &llatok altal hatrahagyott képleteket (pl. vedlett toll, tirtilék,
sz6r) gydjtik be, és abbdl nyernek DNS mintat. Ilyenkor is lehet6ség van a
populdcioméret becslésére, mikroszatellita fragmenseken alapulé egyedi azonositas
révén. Tudni kell azonban, hogy ezek az eljardsok gyakran csak nagyon kis
mennyiségli és jelent6sen degradalt mintat nydajtanak. Viszonylag gyakori az
sallélkiesés” (PCR reakcié utdn heterozigéta egyedet tévesen homozigétanak

értékelunk) illetve a miitermék (,hamis allél”) jelensége.

Madarak esetén a vedlett tollak sszegyftjtésével szoktak nem-invaziv médon DNS
mintdhoz jutni. Az ilyen gy(jtések megtervezésénél figyelembe kell venni a vedlési
id6szak kezdetét, mivel ebben az id6szakban lehet friss, j6 mindségi tollakhoz jutni.
Az Osszegytjtott tollakbol a leghatékonyabb moédon a superior umbilicus
kimetszésével nyerhettink DNS-t, mivel a tollak novekedésekor a tollat taplalé artéria

visszahtizédik, de ezen a teriileten vérrogot hagy maga utan. A kimetszett darabot
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enzimatikusan emésztik, ezutdn kivonhat6 bel6le a DNS. A tollak preparalasakor
tigyelni kell a kontaminécié elkertilésére, ezért minden tollhoz tiszta gumikesztyfit,

pengét és papirt kell hasznalni (Horhath és mtsai, 2005).

Eml6sok vizsgalatakor az tirtilékbdl vett mintdk alkalmazasa az egyik leggyakoribb
modszer. Ilyenkor els6sorban az tirtilékben taldlhato levalt hdmszovetbdl vonhaté ki
az allat DNS-e. A gytjtés utan szilika golyokkal szokdas tarolni a mintat (4 egység
szilika : 1 egység {iirtilék aranyban (Sigma, St Louis, MO, USA)). Mivel ennél az
eljarasndl (akarcsak a sz6r vizsgélatakor) a kinyert DNS mennyisége nagyon véltozé
lehet, PCR vizsgalat el6tt célszerti lehet megmérni mintanként a DNS
koncentracidjat, és ehhez igazitani a bemért mennyiségeket, hogy elkertiljiikk az oldat
hig allapotabdl ered6 ,allélkieséseket” (ha talsagosan hig az oldat, el6fordulhat,
hogy valamelyik allélja nem kertiil a PCR cs6be a felszaporitandé DNS szakasznak a

bemért mennyiség kis mérete miatt) (Taberlet and Luikart, 1999).

Néhany alapszabaly a nem-invaziv mintavételi eljarasokbdl szdrmazé DNS minta
vizsgélatahoz (Taberlet and Luikart, 1999):

1, A PCR vizsgalat el6tti és utdni folyamatok fizikai, térbeni elkiilonitése (kitilon
helyiség)

2, A DNS kivonasra szolgal6 helyiségben a koncentralt DNS kivonatok elkertilése

3, Minden mintdhoz kiilon, aeroszol-rezisztens pipetta hegy hasznélata

4, A reagensek folyamatos megfigyelése a DNS szennyez6désének elkertilése
érdekében: negativ kontroll hasznalata (ilyenkor az egyik PCR cs6be a DNS
mennyiségeknek megfelel6 mennyiségti nukledz-mentes vizet tesziink DNS helyett,

minden mas reagenst ugyantgy adunk hozza, mint az egyes mintakhoz).
Annak ellenére, hogy ezek az eljarasok sok nehézséggel jarnak, ami miatt a

laborkoltségek is megnovekedhetnek, széles korben alkalmazzdk &ket, mert a

stresszre érzékenyebb fajok esetén is kockdzatmentesen hasznalhatok.
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