Metodika zberu neinvazivnych vzoriek na
analyzy DNA a potravnu ekolégiu medveda
hnedého aj vlka dravého

Slavomir Findo
Stdtna ochrana prirody SR

Ciele projektu suvisiace s odberom vzoriek

Odhad pocetnosti — velkosti populacie medvedaq, rysa a
vlka v SR

Urcenie pomeru pohlavia

UrCenie populaénej hustoty v geografickych celkoch
Urcenie stupfia hybridizécie vika

Urcenie zloZenia potravy

Vysetrenie na parazity

Realizacia programov starostlivosti o velké Selmy na
Slovensku

Zber vzoriek je uréeny pre naplnenie cielov tychto aktivit
projektu

Aktivita C4: Monitoring, zistovanie pocetnosti velkych Seliem a
stupria hybridizdcie vika dravého na zdklade analyz DNA

Aktivita C9: Kontinudiny monitoring zdravotného stavu velkych
Seliem

Aktivita E2: lyskum vplyvu preddcie velkych Seliem na volne

Zijlce kopytniky z hladiska ochrany prirody, manaZmentu zveri a
incidencie parazitdrnych a infekénych ochoreni

Stratégia vzorkovania — zbierania vzoriek
Priestorova: ETRS, eurdpska mapovacia siet 10x10 km,
189 Stvorcov pre medveda
232 Stvorcov pre vika

146 Stvorcov medved' + vik

Casova: uzatvorena populacia, 1.9.2019- 30.4.2020,
1.9.2020-30.4.2021



Stvorcova siet ETRS (10X10km) urtena na zber vzorek trusu medveda hnedého (Ursus arclos} na analjzu DNA
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Stvorcova sief ETRS (10X10kem) uréend na zber vzorek trusu medveda hnedého (Ursus arctos) na analyzu DNA
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Casovy priebeh zberu vzoriek trusu medveda na odhad vefkosti populécie v
rokoch 2013 - 2014

Podty vzorki v jednotlivych mésicich
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Rozpoznanie trusu medveda
* Pozor na zamenu s diviakom?

Trus medveda pri konzumdcii rastlinnej potravy — semien a masitej potravy
(tmavy)




Trus diviaka (typické je segmentovanie trusu v . ,
(tvpicke je seg ) Urcenie Eerstvosti vzorky trusu
(Bellemain et al. 2007)

Cerstvy — menej ako 24 h

2-3 dni stary (58% Gspegnost amplifikacie)
7 dni stary (41% Uspesnost amplifikacie)
7-30 dni

Starsi ako jeden mesiac

B L D

Uspegnost izolécie DNA v zavislosti na Cerstvosti trusu
Cisla nad stlpkekmi znamenajti dspeinast izoldcie DNA v %
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Odobratie vzorky trusu na DNA

* 50 ml skimavka
* 30 ml Cisty etanol

Budeme zbierat ¢erstvé vzorky trusu * Cca 10 ml vzorky

medveda, nie starsie ako 3-5 dni * Zabranit kontaminécii vzorky
* Na skdmavku nalepit lokalitny 3titok
* Priodbere pouzit kratke drievko potom ho zahodit,
iné pomocky musia byt vidy Cisté pri novom odbere

* Nastroje na odber treba vidy vymenit

Odobratie vzorky trusu na potravni analyzu I et ey 2 L TreveRly T BN
(skimavka) a potravu (igelitovy sacok) je potrebné
St&asne pri odbere vzorky na DNA, z toho istého trusu spolu vloZit do jedného dalsieho Igelitového sacku a
odobrat na 5-6 miestach, vidy v mnoZstve asi 1 polievkove; na tento sacok je potrebné nalepit lokalitny 3titok.
lyZice vzorky trusu. Vzorky odoberaf nielen z povrchu, ; ,
ale aj hlbsich asti. Urobi sa teda 5-6 odberov. Udaje na lokalitnom stitku sa musia zhodovat s
tymi, ktoré st zaznacené na lokalitnych 3titkoch na
Vzorky sa uloZia do igelitového saiku s rozmermi skmavke aj igelitovom sacku, v ktorom je vzorka na
17 x 23 cm a oznadia lokalitnym &titkom. potravnt analyzu.

Potom je potrebné odobraté vzorky vloZit do
mraznicky.



Odobratie vzorky na analyzu DNA zo srsti
Po skonceni odberov vzoriek na DNA a potravni

analyzu je potrebné trus odstranit napr. rozmetanim * Preliezanie plotov (odstranit zvy$né chlpy)

alebo odhrnutim na okraj chodnika/cesty. * Uhyny (kolizie s dopravou, legalny lov,
pytliactvo, iné)

Ide o to, aby sa zabrénilo opakovanému odobratiu ° Medvedie stromy (odstranit zvy$né chlpy)

vzoriek z toho istého trusu. * Drevené elektrické stipy (odstranit zvysné chlpy)

Odber v gumenych rukaviciach, pinzetou, drievkom do
papierového sécku. Skladovanie sa¢ku pri izbovej teplote na
vzduchu nie v mraznigke alebo chladniéke. Saéok oznadit
Lokalitnym stitkom.

V pripade nalezu viacej trusov na jednom mieste
neodoberajte vzorky zo vietkych trusov. Odoberte
vzorky z tych trusov, ktoré sa liSia farbou alebo
roznym obsahom konzumovanej potravy.

Vzorka srsti musi obsahovat tzv. chlpovii cibulku (bulbus pili)

Nie je potrebné odoberat velky chumaé srsti. Odber vzorky tkaniva na analyzu DNA

Staci ak je vo vzorke 20-30 chlpov.
* Uhyny prirodzené alebo spbsobené ¢lovekom,

Ak je srst prilis dlhda, odporiéa sa nozZnicami

odstrihn(t srst asi 3 cm nad chlpovou cibulkou. Vzorka svaloviny asi 1x1 cm ulo¥end do
skimavky s etanolom, oznaéend lokalitnym

Ide o to, aby odobrata vzorka srsti nebola Stitkom a uloZena do mraznicky.

zbytogne objemna a zmestila sa do malého

sacku s rozmermi napr. 10x10 cm.



Postup uskladnenia kadaveru alebo vyvrhu vika,
medveda a rysa pre ndsledné veterindrne
vySetrenie

V désledku akejkolvek priciny Ghynu - usmrtenia je potrebné
zachovat a uskladnit bud vyvrh alebo aj cely kadéver po
dohode so zdstupcom polovnickeho subjektu, kde dolo k
uhynutiu zvierata. Hlasenku je potrebné poslat na riaditelstvo

SOP SR (slavomir.findo@sopsr.sk a marian.hletko@sopsr.sk)

Celé telo alebo vyvrh je potrebné uloZit do igelitového vreca,
oznacit ho lokalitnym Stitkom a uskladnit v mraznicke na
prisludnej sprave chrdneného tzemia.

Vzork lokalitného 3titka — aktudine ddaje zafajkniit a vypisaf ceruzkou

Druh: Ursus/Canis DNA/Potrava

€. ETRS: Sest miestny kéd z mapy

GPS (WGS84): X= y=
Datum:

Meno:

Zamestnanec: SOP SR/Externista

Postup uskladnenia kadaveru alebo vyvrhu vika,
medveda a rysa pre ndsledné veterindrne vysetrenie

Prepravu kadaveru alebo vyvrhu z medveda a vlka na
veterinarne vySetrenie zabezpedi S. Findo alebo M. Hletko po
dohovore so zamestnancami prislu$nej spravy chraneného
uzemia.

Veterinarne vy3etrenie kadaveru alebo vyvrhu z rysa zabezpeti
Narodna Zoo Bojnice. Zamestnanci tejto instittcie si zabezpetia
prepravu samostatne (Zodpovedny Ing. Branislav Tam). V
kratkom Case obdrzia vietky spravy SOP SR usmernenie k
postupu pri naleze Ghynu rysa.

Vysvetlenie k zaznamendvaniu sdradnic

Ak sa pohybujete v rdmci Slovenska a jeho okolia
staci si osvojit odcCitavanie stradnic tak, 7e os y ( &irka
/ LAT ) sa pohybuje v rozmedzi 48 - 50 stupfiov, a os
x ( dizka / LON ) sa pohybuje v rozmedz{ 17 - 23
stupnov.



Ciselnd hodnota stradnic WGS84 méze byt zapisana v réznom

formate.

Ako desatinné é&islo v dekadickom zapise, vyskytuje sa hlavne v
pocitatovych programoch:
XX XXXXX

YY-YYYYy
V tomto tvare budeme zapisovat stradnice na lokalitné Stitky

V Sestdesiatkovom tvare, najastejsie pousivané a najfahsie sa s nim
pracuje v mape:
xx° xx” xx.x"

YY' vy yyy”

Kombinovany, kombinacia stupfiov a min(t ako desatinného &isla:
XX® 00X

¥Y° yyyy'

Terminy odovzdavania vzoriek na RSOP SR Banska
Bystrica

30.09.2019

31.10.2019

30.11.2019

31.12.2019 (vzhfadom na sviatky, termin sa upresni na
zaCiatok janudara 2020)

Odovzdavanie vzoriek v roku 2020 bude upresnené zaciatkom

roka.

Poradové cisla doruéenym vzorkam sa budg
pridelovat centrdlne na RSOP SR v Banskej
Bystrici.

Odber vzoriek trusu vika na
potravni analyzu

Identifikacia trusu

* Hrubka 3 cm a viac

* Typicky zdpach nezamenitelny s inym
pachom pretrviva celé mesiace

* Obsahuje zviéga srst



Trus vika

Moznost zémeny s trusom psa a litky. Od psa rozlisit podla pachua

makroskopického postidenia zloZenia potravy!!! Liska ma tenky trus a ¥picaté

zakoncenie!!!

Stvorcova siet ETRS (10X10km) urtend na zber vzoriek tusu medveda hnedého {Ursus arctos) a vika dravého {Canis lupus)
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Stvorcova siel ETRS {10X10km) urena na zber vzeriek rusu vika dravého (Canis lupus) na potravn( analyzu
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syt vika Cravana podia redorenge 2019

Odber vzorky na analyzu potravy vika

» Cerstvost vzorky max. do 14 dni

* Pri odbere vzorky dodrziavat hygienu a pouzit
rukavice

* Odobrat cca tretinu aZ polovicu z trusu, zvy$ok
ponechat na mieste

* Vzorku ulozit do igelitového sacku

* Sacok oznacit lokalitnym stitkom a ulo?it do
mraznicky

* Vzorky sa budd dorugovat na RSOP SR v tych
istych terminoch na konci mesiaca ako vzorky z
medveda hnedého



Odber vzoriek z trus medveda a vika a KIMS

Z dorucenych vzoriek oznagenych lokalitnymi étitkami
sa na RSOP SR v Banskej Bystrici vypi§u Gdaje do
databdzy a budd zaznamenané v KIMS.

Preto z Va3ej strany nie je potrebné udaje
zaznamenadvat do KIMS.

Kontakty na RSOP SR Bansk4 Bystrica

slavomirfindo@sopsr.sk
+421 911 792 433

marian.hletko@sopsr.sk
+421903 298 117




