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Vidra (Lutra lutra) populaciok genetikai analizisének hazai el6zetes
eredményei mikroszatellit polimorfizmus alapjan
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Kivonat

Vidra szévetmintakon (n = 25) 9 primerpart (Lut 435, 604, 615, 701, 715,
717, 733, 832, SRY) alkalmazva 6sszesen 45 mikroszatellit allélt
azonositottunk. Viszonylag kevés lokusz informacidja alapjan lehetséges az
egyedi elkalonités.

A terepen gyljtott friss vidra hullaték mintakat (n = 282), DNS-extrakciot
kovetéen 9 mikroszatellit primer parral vizsgaltunk. A PCR-termékeket
ALFexpress szekvenatoron értékeltiik. 166 mintdnal sikerilt kimutatni és
izolalni detektathaté mennyiségii DNS-t, melyekbdi 31 esetben volt amplifikalt
termék a PCR reakcidt kdvetden. Az alkalmazott primerckkel sszesen 41
allélt tudtunk megkiildnbozietni a hullatékokbol. Az alkalmazott médszerrel, a
modell halastavakon sikeresen nyomon kévettitk a vidraallomany véltozasat.
Kulesszavak: vidra, mikroszatellit polimorfizmus, hullaték DNS, PCR.

Bevezetés

Hazanknak jelentds szerepe van a fokozottan védett vidra (Lutra lutra)
fennmaraddsaban, mert a kdrpat-medencei populacié lehet egyike azon
torzsallomanyoknak, melyek a degradalt nyugat-eurdpai populdciok ujbéli
megtelepedésében €s fejlodésében fontos szerepet jatszhat. A hazai allomany
jelentds és stabil (Gera 2001, Heltai 2002). Ezzel egyiitt a faj halgazdasdgi
szempontbél is fontos (Kranz 2000), mivel érzékeny karokat okozhat
halastavakon. A vidra taplalkozési szokasai, taplalék-osszetétele halastavakon,
horgdszvizeken ¢és természetes élShelyeken viszonvlag jol ismert, ezzel
kapcsolatban szamos Osszefoglald munka illetve tanulmany jelent meg (részletes
attekintés: Lanszki 2002), a valodi populacidméretre vonatkozoéan azonban kevés
informécid all rendelkezésre.

Az adott terlileten €10 vidralétszdm meghatdrozasa természetvédelmi és
gazdasdgi szempontbdl egyardnt lényeges. A 2002-ben megkezdett kutatasi
témdnkban, egyes teriileteken a vidradllomany dinamikéjaval, valamint orszigos
viszonylatban, post mortem (részletes boncolasra alapozott) vizsgdlati mintdk
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alapjan a genetikai variabilitas kérdéskorével foglalkozunk. A genetikai vizsgédlat
az Anglidban, alig néhdny éve kidolgozott médszer (Dallas és Piertney 1998,
Dallas et al 1999, 2000, 2002, 2003) elsé hazai adapticidja. Jelen
tanulmanyunkban elézetes eredményekrdl szdmolunk be.

Vizsgalatunk célja volt szdvetmintakbdl, molekularis genetikai modszerrel
egyes lokuszok variabilitisanak felmérése, valamint terepen gyiijtott friss vidra
hullatékokbél egyedi azonositas és populéciodinamikai vizsgalat végzése.

Anyag és modszer

A 2002-es évben, kutatdsi engedéllyel 25 vidra tetemet gyGjtottiink dssze a
Nemzeti Park Igazgatosagoktol. A vizsgdlt 10 him és 15 nostény egyeden
részletes post mortem vizsgalatot végeztiink, melynek sordn vese szdvetet
gylijtottink molekularis genetikai vizsgdlatra. A fagyasztott mintdkat a
Kisallattenyésztési és Takarmdnyozasi Kutatointézetben vizsgaltuk. A vidra
iriilékmintdk, illetve szdvetmintdk DNS-extrakcidjat kovetden 8 mikroszatellit
({ tabldzary + SRY himivarra pozitiv primer pérral (Dallas and Piertney 1998,
Dallas er al. 2000) végeztik vizsgalatainkat.

A vidra hullaték gyiijiésre kijeldlt teriiletek Somogy megyében taldlhatok,
jellegtiket tekintve eutrof halastavak. Az egyik terlilet a magantulajdonban levo
Fondi halasté (dsszesen kb. 30 ha vizes éldhely), ahol az éléhely adottsigai
szerinti intenziv jellegl halgazdalkodas folyt. A maésik teriilet a Boronka-meli€ki
Tajvédelmi Korzet Ddvodi térendszere (Bsszesen kb. 80 ha vizes éléhely). A
természetvédelmi kezelésben levd teritleten extenzivebb jellegl halgazdilkodas
folvt (részletesebben: Lanszki e al. 1999, Lanszki 2002). A hullaték gyiijtés 2002
majusa és 2003 decembere kdzott, havonkénti gyakorisdggal zajlott. Ennek sordn,
a hajnali hivés odrakban, a mikroorganizmusok lebonté tevékenységének
megakadalyozasara, alkohollal toltott csébe gytjtottik a friss vidraiiriilékeket.
Ezek, a prédamaradvinyok mellett, tartalmazhatjdk a genetikai vizsgalatra
alkalmas vidra bélhamsejteket is. E mellett gyiijtdttik a territérium jelolésére
szolgdld andlis véladékot, melyben jobb hatasfokkal talalhaté ép vidra sejt
{Coxon et al. 1999) ¢s nincs prédamaradvany, A vizsgdlt mintaszam 282 volt.
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Eredmények és értékelésiik

A 25 vidra szdvetmintibdl 9 primer parral gsszesen 45 allélt azonositottunk.
A tobbnyire autdgizolasbdl szidrmazo vidratetemek mintdit Gsszehasonlitva
viszonylag kevés lokusz informéaciéja alapjan lehetséges volt az egyedi
elkilonités, am{ azt jelenti, hogy nem volt két azonos genotipus a kiériékelt 25
minta kozétt (1. fabldzat). Ezek nem mutattak azonossagot az uriilékekbdl
azonositott genotipusokkal sem. ‘

Az ivar meghatdrozashoz duplex PCR-t haszndltunk, amelyben az SRY
(himivarra pozitiv) primer-par mellé egy hatékonyan amplifikdlé mikroszatellit
primerpart allitunk be pozitiv kontrollként (/. gbra), ami az (iritlékbél szirmazd,
probléméasan PCR-ezhetd mintaknal kiildnosen elengedhetetlen. Az I. dbrdn a
felsé nyillal jelslt DNS fragmentek a pozitiv kontrollként szoigdlo mikroszatellit
tartalmu PCR-termékek, mig az alsd nyillal jelditek a him egyedekbé! amplifikalt
Y kromoszoma specifikus szekvencidt jelolik.

1. dbra: SRY primer-parral végzett ivarhatarozas vidran (jelmagyarézat a
szbvegben)

A 282 darab irtilékminta feldolgozasa utdn 166 db-nél sikeriilt kimutatni és
izolalni agardz-gélen detektalhatdé mennyiségli DNS-t. Ezekb6! azonban csak 31
esetben taldltunk amplifikdlt terméket a PCR reakciot kovetden. Nyolc
mikroszatellit primerpart alkalmazva 31 hasznalhatd dritlék mintat taldltunk.
Vagyis ennyi esetben értékeltiink egyértelmilen vidratol szarmazé és hasznalthato
mennyiségit mintdt. A 31 kivalasztott minta koziil 30-néd] legalabb 5 lokuszra
sikeriilt kiértékelhetd PCR terméket nyemni. Az alkalmazott primerekkel 6sszesen
41 allélt tudtunk megkillonboztetni az tritlékekbdl. A genotipizalt iirtilékmintakat
tsszehasonlitva 2 megegyezd genotipust taldltuk 2 mintiban ill. 2 masik
genotipust 3-3 mintdban. Az ismétlddések azonos teritletekrdl szarmaztak
(Boronka-melléki TK, 3. tabldzat), ezér, tekintve a vizsgalt lokuszok magas
informaciotartalmat, val6szinlsithetd, hogy azonos éllatoktél szdrmaztak.
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A vizsgilat gyakorlati jelentSsége, hogy a minddssze 30 ha-os halastavon,
madsfél év alatt legkevesebb 14 vidra egyedet azoncsitottunk (/1 tdbidzat).
Egyidejileg legfeljebb négy egyed fordult 18, ugyanazt a példanyt késébb nem
taldltuk meg. A vizpartra kihelyezett automata fényképezbgép viszont vidra anydt
és kolykét egytittesen fotdzta le. Ez azt jelenti, hogy a teriileten kdlybknevelés is
eléfordult, igy egyes példinyok egy honapndl hosszabb id6tartamban jelen
lehettek. A nagyszamu vidra eléforduldsa jelentés migriciot, tovdbba a kis
kiterjedésii vizes élohelyek vandorldsi dtvonalként valé intenziv hasznalatat is
jelzi. Ugyanakkor a lényegesen nagyobb, 80 ha-os, de extenzivebb mikodési
halastérendszeren révidebb id8szakban ugyan - egy év leforgdsa alatt - mindisssze
7 egyed eléforduldsét bizonyitottuk (/1] tdblazar). Egyidejitleg legfeljebb harom
egyedet azonositottunk, melyek kozil tobbet, a kévetkez6 honapokban is sikeriilt

megtaldlnunk. Feltételezhetd, hogy a kéztes id6szakban is jelen voltak az egyedek
(Coxon et al. 1999). Ez azt jelzi, hogy a szerényebb halhozamil, kiegyenlitettebb
vizboritas védett tavakon ugyan egy kisebb létszamu, de stabilabb
vidradllomdny élhet.

Kovetkeztetések

Metodikai fejlesztést célszerii végezni, mely magiba foglalja a mintagyiijtés
kériilményeinek kontrollalasat, a mintagyiijtési gyakorisdg névelését, és a
fagyasztva tdrolt Uritlék mintdk néhany héten beliilli genetikai vizsgdlatinak
sziikségességét. A hosszu ideig tarolt mintdkban lényegesen romlik a vidra DNS
amplifikdlasanak lehet8sége.

Az friilékmintakbol térténd warmeghatérozés kondiciéit még optimalizalni
kell, ugyanis a margindlis amplifikdcios esetekben, gyakran megfigyelhetd, f61ds
primerekb&l képzddd melléktermékek, abban a mérettartomdanyban, ahol az Y
kromoszoma-specifikus terméknek kellene jelentkeznie. Ez a melléktermék
bizonytalan megjelenés(i, csaklgy, mint az igen kevés vidra DNS-b&l gyengén
amplifikdlodé specifikus fragment. Ennek ellenére az diriilékmintdk 2/3-dban
biztosan megallapithatd volt az ivar (agarézon lathaté mikroszatellit pozitiv
kontroll mellett egyértelmi jelenléte ill. hidnya az ivar specifikus fragmentnek).

A populdciddinamikai vizsgalatok elbzetes eredményei aldtdmasztjdk a
kérdiives felmérési és vidramonitorozdsi eredményeket (Gera 200/, Heltai 2002,
Lanszki 2002), ami szerint a halastavak igen fontos szerepet téltenek be a hazai
jelentds vidradllomdny meglétében. A halgazdasagok terliletein nagyobb a
vidrasiiriiség, mint a kisebb taplalékbazissal rendelkezé természetes, vagy
természeteshez kozeli élohelyeken, ugyanakkor a gazdalkodas jellegével
tsszefliggésben (pl.. bszi lehaldszasok) nagyobb az dllomdnyingadozas is.
Osszességében, a vidradllomdny természetvédelmi szempontbol noveli a
gazdilkodassal hasznositott teriiletek értékét, ugyanakkor szdmos, nem
eloddzhaté gyakorlati probléma mepolddsdt siirgeti. Bar a jogszabdlyok
lehetséget adnak kompenziciéra, ilyen alap eddig nem dllt rendelkezésre.
Lehetdséget jelenthet a Natura 2000 eurdpai természetvédelmi haldzatrél sz61o
szabdlyozasa.
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Az eredményekbdl az is lathatd, hogy egy-egy teriileten az esetieges vidra
wkiemelés™ akdr legalisan, akér illegalisan, helyileg semmit nem oldana meg. Az
egész évben zajid vidra migracid miatt Gjabb és djabb egyedek érkeznek, melyek
a vidra territorialis magatartasabél addddan riovid idén beld)l tovabballni
kényszeriilnek. Az egyedek kiemelése elsdsorban regiondlis szinten jama sulyos
kovetkezménnyel, allomany hanyattissal. A kozés érdekeken alapuld vidra
megbrzés helyileg kevésbé (kivéve teleld tavakon), inkabb nagyobb teriileti
egységekben lehet hatékonyabb. Nagyon fontosnak tartjuk a természetvédeimi és
a foldmiivelésiigyl (fo)hatdsagok, a haldszati és a horgaszati érdekképviseleti
szervezetek, valamint a vidrakutatdssal foglalkozd intézmények jelenleginél
sokkal szorosabb egyltmikodését.
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Koszonjok a Nemzeti Park Igazgatésagoknak a vidra tetemek atadasat. A
kutatast az OTKA (F 037557), a Kdmyezetvédelmi és Vizugyi Minisztérium
(HP-02-048) és az MTA Bolyai Osztondij Alap tAmogatta,
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Preliminary resuits of the genetic analysis of otter (Lutra lutra) populations
using microsatellite polymorphism in Hungary

Abstract

45 microsatellite alleles were determined in 9 microsatellite loci (Lut 435,
604, 615,701, 715, 717, 733, 832, SRY) in otter (Lutra lutra) tissues {n = 25).
[n contrast with the relatively low number of loci, the test allowed individual
identification.

Fresh spraints (facces) collected on field (n=282) were analysed after DNA
extraction using the same 9 microsateflite primers, The [luorescence labellcd
PCR products were analysed on ALFexpressll automatic DNA sequencer.
Dctectable quantitics of DNA were extracted from 166 samples from which the
PCR amplification was successful in 31 eases. From faeces 41 alleles were
identified.

With the method used, the dynamics of otter populations were followed
successfully on fish ponds.

Keywords: oiter, microsatellite polymorphism, faecal DNA, PCR
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