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Eurdpai angolna ivadékanak
fajmeghatarozasa PCR-RFLP-
modszerrel

SUMMARY

Species discrimination is crucial in illegal transport of CITES species. A recent
case at the Hungarian International Airport (Budapest, Hungary) where over half
a million of individuals of unidentified juvenile eel (Anguilla sp.) were seized also
called for a prompt decision and reflected the importance of rapid techniques
identification. Instead of morphological investigation, that could be misleading
and unapplicable in certain juvenile developmental stage, molecular methods
proved to be the eligible way of eel species discrimination. A nuclear marker,
a 100bp fragment of the FSH gene was used to distinguish the European eel
(A. anguilla) and Japanese eel (A. japonica) in glass eel stage using PCR-RFLP
technique. Molecular method based on nuclear markers enables a wide range
of identification as species discrimination of any developmental stage and also
hybrid testing.
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EUROPAI ES JAPAN ANGOLNA ELKULONITESE

A Washingtoni Egyezmény a veszélyeztetett vadon él8 allat- és noévényfajok A Washingtoni Egyez-
nemzetkozi kereskedelmérdl (Convention on International Trade in Endangered mény alapjan az eurépai
Species of Wild Fauna and Flora, CITES) Il. kateg6ridba sorolja az eurdpai angolna befogdsdra és
angolnat (Anguilla anguilla): nem fenyegeti a kihalas kozvetlen veszélye, de kereskedelmére sulyos
befogasukra és kereskedésikre sulyos korlatozasok vonatkoznak. Az angolna korlatozasok

egy masik fajanak, a japan angolnanak (A. japonica) a kereskedelmét nem vonatkoznak

szabéalyozza a CITES.

A két faj természetes elterjedési terlletén kivil is kereskednek angolnaval

Az eurépai angolna (az egyik jarulékos hozadéka volt az Anguillicoides crassus japan angolnaban
és a japdan angolna é16 Uszohdlyagféreg behurcolasa eurdpai vizterekbe, amely parazita kartétele
ivadékainak morfolégiai a balatoni allomanyban is érzékeny veszteségeket okozott [3, 9]), igy a két faj
elkiilénitése bizonytalan ivadékainak elkllonitése kilondsen fontos. Fontos kiemelni, hogy morfoldgiai

bélyegek alapjan az elkildonitésik nehéz (6), és nem minden esetben biztos.
A két faj elkilonitésére el8szor mitokondridlis markerekre alapozott molekula-
ris technikdk valtak ismertté (1, 6, 8). Az anyai 6rokl8désl marker azonban bizo-
nyos esetekben (pl. hibridvizsgalatnal) nem alkalmazhatd. Ennek alternativaja
a mikroszatellit alapld megkozelités (4), azonban a mddszer csak korldtozottan
alkalmas fajok elkulonitésére, koltségesebb és id8igényes az egyszerlibb PCR-
RFLP-eljarasokkal szemben.

ANYAG ES MODSZER

A szerzék a NAV éltal 2014. aprilis 23-an a Nemzeti Ad6- és Vamhivatal pénzlgydrei dsszesen 183 kg
lefoglalt angolnaivadék- témegl (kb. 610 ezer egyed) angolnaivadékot (Anguilla sp.) foglaltak le két kinai
szdllitmany faji megha- utas csomagjaibdl a Liszt Ferenc Nemzetk6zi RepUlStéren. A rendelkezésre allé

tdrozdsat végezték el informéaciék alapjan felmerUlt annak a lehetdsége, hogy az angolnaivadékok

a japan angolnafajba tartoznak, igy szallitasuk engedélyeztetése mas elbiralas
ald esik. Kutatbcsoportunkat felkérték a lefoglalt szallitmany faji meghataroza-
sara a tovabbi intézkedések meghozatala céljabdl.

Otven véletlenszerlien kivalasztott angolnaivadékot vizsgaltunk meg a jel-
lemz8 morfolégiai bélyegek alapjan (postanalis és dorsanalis testhosszok lemé-
rése), és 12 példanyt valasztottunk ki véletlenszerl{ien DNS-marker alapl vizs-
galatra (1. dbra). Japanangolna-kontrolinak korabbi vizsgalatainkbdl szarmazd
mintakat hasznaltunk, mig eurdpaiangolna-kontrollnak Balatonbdl szarmazé
egyede Uszdmintajat hasznaltunk fel. Az eurdépai angolna és a japan angolna
hibridizaciéjanak igazolasat a két faj FSH-génjében talalhaté pontmutacidra
alapozva végeztik el (PCR-RFLP) (5). Az erre a faji kiilénbségre tervezett mole-
kularis genetikai markerrel egyértelm(en igazolni lehet a mintak faji hovatar-
tozdsat. A DNS-kivonas Qiagen DNEasy Tissue Kittel tortént; 12 példanybdl
ng/ul) DNS-t sikerllt kivonni. A DNS-kivonast kovetéen a mintakon a kdvetkezd
Osszetevlkkel inditottunk PCR-t 12 ul végtérfogatban: egyenként 1,2 uM Primer;
egyenként 0,2 uM DNTP; 1,5 U Tag-polimeradz enzim 10x pufferrel (Thermo

RFLP-médszerrel Scientific, Litvania); 2mM MgCl; 1 pl templat-DNS (100 ng). Alkalmazott PCR-profil:
vizsgdltdk az FSH-gén 94 °C 2 perc elémelegitést kovetben 33 ciklus a kovetkezd hémérsékletekkel és
PCR-rel sokszorositott id6vel: 94 °C 30 s, 65 °C 30 s, 72 °C 30 s. Végss extenzid: 72 °C 5 perc. Az eurdpai

szakaszdt (EA+) és a japan angolna (JP+) elkildnitésére hasznalt marker (5'-CAACAGGCCT-

GCAACTTCA and 5'-CTCAGAGCCACAGGGTAGGT) az FSH-gén egy 100 bp hosszi
szakaszat szaporitja fel. Véglul a PCR-termékeket Rsal restrikcidos endonukleazzal
kezeltlk: 1 pl enzimet adtunk koézvetlentl 10 yl PCR-termékehez. Az enzim az
eurbdpai angolna szekvenciajat a 40. bazisparnal elvagja, mig a japan angolnabdl



1. ABRA. Az egyik vizsgdlt
angolnaminta

FIGURE 1. One of the investi-
gated specimen

2. ABRA. A PCR termékek
RFLP mintdzata Rsa | enzim-

mel, 1,5%-0s agardz gélen

FIGURE 2. Measurements
taken on the eel specimens
(n =50)

Az Rsal-enzim az euré-
pai angolna esetében

a PCR-terméket egy 60
és egy 40 bp hosszu-
sdGgu fragmentre hasitja
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M-DNS sllymarker (DNA Ladder Plus, Thermo Scientific) 100 bp, 3,5 uL. Az Angolna X 1-12
40 és 60bp nagysagl termékeket eredményezett, csaklgy, mint a kontrollként hasznalt

eurépai angolna (EA+). Az azonos PCR-reakciébol szarmazé fragment a masodik kontroll-
ként hasznalt japan angolna esetében (JA+) érintetlen maradt az emésztés soran.

M-DNA Ladder Plus 100 bp, 3.5 pL. Angolna 1-12 gave digested fragments of 40 and 60
bp, same as the European eel used for control (EA+). Fragment from the prior PCR reac-

tion remained undigested in the case of the Japanese eel sample used as the second
control (JA+).

szarmazd fragmentet érintetlendl hagyja. A termékeket az emésztést kdvetden
3%-o0s agardzgélen (Prolabo, Németorszag) valasztottuk el, és 1,5%-0s etidium-
bromiddal festettik meg.

A vizsgalt mintak testhossza és testtomege nem mutatott erés dsszefliggést
(y = 0,0781x - 0,2842, 2 = 0,47), ami klUldnbozd koru gyljtott egyedekre utal,
és/vagy egyik részik mar megkezdte a taplalkozast és a ndvekedést, mig masik
felUk a metamorfdzist kdvetd pigmentacidot nem fejezte be, taplalkozast még
nem kezdte meg. SILFVERGRIP (7) &ltal megadott elkiilonits bélyeg alapjan az iva-
dékokat nem lehetett egyértelmUien besorolni (Tabldzat).

A molekularis vizsgalatok sordn egy minta (eel 6; 20 ng/ul ) kis koncentracioju
DNS-t adott, ami a minta tarolasara volt visszavezethetd.

A marker DNS-szakasz nukleotidsorrendjében egyetlen bazispar kilonbség
van az eurdpai és a japan angolna kozott. Ezt az SNP-t (Single Nucleotide Poly-
morphism) RSAI restrikcidés enzimemésztéssel, gélelektroforézis segitségével
vizualizaltuk. A PCR-termékek restrikciés endonukledz-emésztése a vartnak
megfelelben intakt, 100 bp nagysagu fragmentet eredményezett ajapan angolna
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TABLAZAT. Angolndk felvett Testtomeg | Teljes test- Postanalis hossz a dorsanalis hossz
adatai (n = 50) (9) hossz (mm) fliggvényében
sajat mérés SILFVERGRIP (7) alapjan

TABLE Measurements taken eurdpai japan
on the eel specimens angolna angolna
(h = 50) Atlag * 0,290,059 | 73,344 6,22 + 0,77

széras

Min.—max. 0,21-0,42 6,14-8,47 4,6-7,8, 5-5,2 5,6-6,0

kontrollmintaja esetében, mig az eurdpai angolna kontrollmintajabél szarmazé
fragmentet az enzim egy 60 és egy 40 bp hosszUsagl fragmentre hasitotta.
A vizsgalt mintakbdél szarmazd kiindulasi PCR-terméket az enzim az utébbihoz
hasonldéan minden vizsgalt minta esetében elhasitotta. A vizsgalt mintdk az
eurdpai angolnafajba tartoztak.

MATSUBARA és mtsaiegykisérletben (3) mikroszatellitalaplvizsgélatokkaligazoltak
az A. japonica és az A. anguilla fajok hibridizacidjat. E mddszer esetben azonban
elézetes informacidval kell rendelkezni a szuUlGi alléleket illetden. A génbanki adat-
bazisokbdl elérhetd A. australis és A. marmorata fajok FSH-génre alapozott in silico
vizsgalataink szerint e fajok elklldnitése is lehetséges lehet a génszekvencia poli-
morfizmusara alapozva. A kordbban leirt PCR-RFLP alapl modszer (2) markerei
a 18S rDNS-régidt célozzak, nem mutat allélpolimorfizmust az A. anguilla és az
A. japonica fajok kdzott, csak az A. australis, A. rostrata és A. luzonensis fajok elki-
|6nitésére hasznalhatd. Az altalunk hasznalt markerek egyértelmd, gyors és olcsé
detektalasi lehet8séget nyljtanak a japan és az eurdpai angolnafajok elkilonité-
sében, tovabba azok hibridjeinek elkllonitésére is alkalmasak.

A vizsgalt mintak
eurépai angolnafajba
tartoztak
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