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Uvod

Izmet, urin i dlaka su bitan izvor informacija o divljim Zivotinjama, osobito kao izvor DNK
za genetske analize. Neinvazivno prikupljanje uzoraka podrazumijeva dolazak do uzorka bez
kontakta sa zivotinjom te je izuzetno vazno u istrazivanju i gospodarenju risom s kojim je susret
na terenu izuzetno rijedak.

Svrha ovog priru¢nika je predstaviti metodologiju prepoznavanja i prikupljanja
neinvazivnih uzoraka risa kako bi zajedno prikupili podatke o populaciji risa u Hrvatskoj ali i
pridonijeli ostvarivanju ciljeva LIFE Lynx projekta.

Sretno uzorkovanje!

Prikupljanje uzorka izmeta

1. Prepoznavanje izmeta

Za prepoznavanje risjeg izmeta u prirodi, paznju obracamo na veli¢inu, oblik, sadrzaj i
mjesto gdje se izmet nalazi.
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Slika 1. Izmet risa. SuZeni okrajak izmeta smatra se najboljim dijelom za prikupljanje genetickog
materijala. (CrteZ: Igor Piculin, Fotografija: Franc Kljun)

Velic¢ina: 2 - 2.5 cm u promjeru, rijetko veci

SadrZaj: Risji izmet Cesto sadrzi dlaku pojedenog plijena, ali u manjoj koli¢ini od vucjeg izmeta.
Moze jo$ sadrzavati komadice kosti ili vlati trave. Ne sadrzi hranu ljudskog porijekla.

Oblik: Uglavnom povezan u jednu “kobasicu” ili u viSe dijelova sa zavijenim krajevima.

Lokacija: Ris zakapa izmet slicno domacoj macki, ali to nije pravilo, osobito kod starijih jedinki.
Ipak, ako je izmet pronaden na izrazito vidljivom mjestu (sredina puta, izloZena stijena..) to
nam upucuje da NE potjecCe od risa ve¢ neke druge vrste (vuk, lisica..). Ris Cesto ostavlja
izmet uz vete kamenje, cjepanice ili debla.



Slika 2. Ris Cesto osavlja izmet uz vece kaenje, cjei;anice ili debla. (i Fotograﬁ'ja: BoZidar Raos
(lijevo), Vedran Slijepcevié¢ (desno)).

2. Uzorkovanje izmeta

Uzorak prikupljamo s povrSine izmeta, ako je moguce sa strane koja nije u dodiru s tlom.
Ako na izmetu ima sluzi onda uzorak uzmemo s tog dijela - sluz obi¢no sadrzi najvise DNK.
Prikupljamo uzorak veli¢ine graska (manje je viSe u ovom slucaju). Izmet je najlakSe prikupiti
komadom grancice uzete iz okolisa. Bitno je za svaki uzorak koristiti novo “orude” kako ne bi doslo
do mijesanja DNK uzoraka.

Slika 3. Prikupljanje uzorka izmeta na terenu. (Crtez: TomaZ Skrbinsek)

Uzorak pohranjujemo u posudicu s teku¢inom za konzerviranje (koju vam moZemo
dostaviti) ili u epruetu s alkoholom. Obavezno zabiljeZimo vrstu Zivotinje ¢iji izmet smo prikupili,
vaSe ime, datum i lokaciju (ako posjedujete GPS, napisSite koordinate), starost uzorka te opseg
izmeta. Starost izmeta se najlakSe procijeni po mirisu i izgledu - stari izmet gubi miris, suh je i
bljedi. Ako su uzorci prikupljeni pra¢enjem tragova u snijegu zabiljeZite i podatke o tome.
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Slika 4. Primjer posudice s naljepnicom na koju se unose potreb odatci. (CrteZ: Tomaz
Skrbinsek)
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SaZeti popis bitnih koraka pri uzorkovanju izmeta:

1. Prepoznati vrstu zivotinje... kako bi bili sigurni da je izmet zbilja risji.
2. Pravilno prikupiti uzorak... s povrsine izmeta, veli¢ine graska.
3. Procijeniti starost uzorka... Sto svjeZije to bolje! Voditi se mirisom.

4. Napisati potrebne podatke na posudicu za uzorak... uzorak je neupotrebljiv ako ne znamo
gdje i kada je prikupljen.

5. Pravilno pohraniti i dostaviti uzorak... cuvati na hladnom i u mraku do slanja na analizu
(poslati Sto je prije mogucée!).

Prikupljanje uzorka urina

1. Prepoznavanje

S obzirom da ris urinom oznacava svoj teritorij, takvih uzoraka moZe biti u izobilju prilikom
pracenja risjih tragova u snijegu. To osobito vrijedi u doba parenja.
Prikupljanje urina jednostavano je uz odgovarajuce posudice kojima vas moZemo opskrbiti na
upit.

Slika 4. Risji otisak u snijegu. Trag odraslog risa je okrugao, promjera 7-9 cm. (Fotografija: Urs
Breitenmoser (lijevo); Vedran Slijepcevié (desno))

Prvi korak pri uzorkovanju urina je uvjeriti se da su tragovi koje pratimo zbilja risji.
Smjernice kojima se moZemo posluziti su sljedece:

Odgovara li trag veli¢inom i oblikom onom risjem? Trag odraslog risa je okrugao, promjera 7-
9 cm (prednje Sape su vece od straznjih). Kao ve¢ina macaka, ris uvlaci pandze dok hoda te
uglavnom ne ostavlja tragove pandzi u otisku. Budu¢i da utvrdivanje vrste preko tragova u
snijegu moZze biti varljivo, zakljucak se ne donosi samo na osnovi jednog otiska vec¢ je bitno
procijeniti ve€i broj otisaka u snijegu.

Jesu li tragovi u jednoj liniji? UobicCajeno je da su risji tragovi posloZeni u jednu ravnu liniju
(slicno tragu vuka), dok psi primjerice ,lutaju” praveci cik-cak uzorak. Agilni risevi takoder koriste
prijelaze preko palih stabala, stjenovite povrsine i prave velike horizontalne i vertikalne skokove.




Opazanje navedenog tipa ponasanja u pracenim tragovima upucuje da je pra¢ena Zivotinja zbilja
ris.

Slika 5. Za utvrdivanje vrste preko tragova u snijequ bitno je procijeniti veci broj otisaka slijede(i
isti trag. (Fotografija: Franc Kljun (lijevo); Vedran Slijepcevi¢ (desno))

2. Uzorkovanje urina
Kada smo utvrdili risji trag, pristupamo uzorkovanju urina.

Bududi vjerojatno nece svi prikupljeni uzorci biti uspjesSno genotipizirani prikupljamo veéi
broj uzoraka. Cilj je prikupiti Sto viSe Zuto obojanog snijega u posudicu razmicuéi okolni
neobiljeZeni snijeg.

Tipi¢an postupak je prikupiti prva dva pronadena uzorka u dvije male odvojene posude
(8mL). Svaki idu¢i uzorak na kojeg se naide, uz pretpostavku da cijelo vrijeme pratimo trag iste
zivotinje, prikupljamo skupno u tre¢u ve¢u posudu (50mL). Ako postoji sumnja da uzorak viSe ne
pripada istoj pracenoj Zivotinji treba prestati prikupljati uzorke u istu posudu.

Slika 6. Defekacija (a), uriniranje (b) i markiranje (c). Ris urinira na tlo prilikom ¢ega ostavlja vecu
koli¢inu urina za sobom dok pri markiranju ostavlja nekoliko kapi urina na vertikalnim objektima.
(Nacrtano prema Hucht-Ciorga 1988).

Posudice s uzorkom obiljezavamo uobicajnim ispunjavanjem podataka o vrsti Zivotinje,
vasim imenom, datumom i lokacijom te podatcima o pra¢enim tragovima (pretpostavljeni
broj zivotinja i veli¢ina traga).
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Uz uzorak urina potrebno je jo$ navesti je li uzorak prikupljen s markiralista (obilan
nalaz urina na podu smatra se obi¢nim uriniranjem dok manja koli¢ina urina na objektima
oznacCava markiraliSte), a ako se radi o markiraliStu koji objekt je markiran (deblo, kuca,
stijena...) te ima li tragova Krvi u urinu (normalna pojava vidljiva nakon parenja).

SaZeti popis bitnih koraka pri uzorkovanju urina:

1. Prepoznati risji trag kako bi bili sigurni da zbilja pratimo risa.
2. Pravilno prikupiti uzorak Sto je viSe moguce Zuto obojanog snijega.

3. Napisati potrebne podatke na posudicu za uzorak uzorak je neupotrebljiv ako ne znamo
gdje i kada je prikupljen.

4. Pravilno pohraniti i dostaviti uzorak cuvati na hladnom i u mraku do slanja na analizu
(poslati Sto je prije moguce!).

Prikupljanje uzorka dlake

1. Prepoznavanje

Folikul dlake dobar je izvor DNK. Uzorci dlake mogu se prikupljati sistemati¢cno pomoc¢u
zamki za dlaku ili oportunisticki prilikom praéenja risjih tragova u snijegu.

Risja markiraliSta su Cesta mjesta pronalaska uzorka dlake pa je osim prikupljanja uzoraka
urina, potrebno pregledati to podrudje u potrazi za dlakom. rije nego Sto markira neki objekt
urinom, ris se protrlja o njega, ostavljaju¢i za sobom pokoju dlaku. Dlaka najceS¢e ostane
pric¢vrscéena za ispucalo drvo, grane pa ¢ak i kamen. Ako nismo sigurni pripada li pronadena dlaka
risu, potrazite karakteristican miris macjeg urina koji prati dlaku na mjestu trljanja.

Risje odmarali$te drugo je mjesto gdje je moguce pronaci uzorak dlake prilikom pracenja
risjih tragova. Takva uleknuca u snijegu su mjesta gdje se moZe naici na viSe od jedne dlake. Ris
obi¢no lijeZe na skrovita mjesta s dobrim pogledom (ispod palog stabla, kamene strehe, ruba litice
isl)

Slika 7. Mjesto u snijegu gdje je ris odmarao. Na utabanom snijegu u sredini pronadena je



nekolicina risjih dlaka. (Fotografija: Vedran Slijepcevi¢)

U sretnom slucaju kada smo naisli na dlaku prateci trag (za koji smo utvrdili da je risji) ipak
treba prepoznati i risju dlaku Sto nije uvijek jednostavno. Uglavnom je svijetle boje, relativno
tanka (u usporedbi s medvjedom) i ¢esto s crnim vrhom. PovrSinska dlaka moze biti nesto deblja
i duza dok unutarnji sloj krzna sadrZi tanke i kratke dlake. Oba primjerka bi trebala biti
prikupljena ako je moguce.

Slika 8. Primjer risjih dlaka u snjeZnom otisku i na deblu. (Fotografije: Vedran Slijepcevié (lijevo);
nepoznati autor (desno))

2. Uzorkovanje dlake

Uzorak dlake prikuplja se u papirnatu omotnicu koja se zatim stavlja u plasti¢nu posudicu ili
vrecicu s odvlazivacem (silica-gel). Dlaku je bolje pohraniti unutar vise slojeva kako bi se sprjecio
dotok zraka te vlaga koja moZe prikupljeni materijal u€initi neupotrebljivim.

Podatci zabiljeZeni uz uzorak odgovaraju onima kao i za prikupljene uzorke fecesa i urina, uz
dodatak starosti dlake (subjektivna procjena na osnovi starosti prac¢enog traga ili vremenskih uvjeta) i
mjesta gdje je ona pronadena (grana, drvo, kamen, zid i sl.)

Za uzorak dlake od posebne je vaznosti poslati ga $to je prije moguce iz razloga sto se DNK u
folikulu dlake raspada puno brZze nego u prije opisanih uzoraka.

Sazeti popis bitnih koraka pri uzorkovanju dlake:

1. Prepoznati risji trag... kako bi bili sigurni da zbilja pratimo risa.

2. Potraziti dlaku... oportunisticki uzorak moramo aktivno potraziti uz markiraliSte, tragove ili
odmaraliste.

3. Pravilno prikupiti uzorak... u papirnatu omotnicu koju stavimo u plasticnu vrecicu sa
zatvaracem i odvlazivacem.

4. Napisati potrebne podatke... uzorak je neupotrebljiv ako ne znamo gdje i kada je prikupljen!

5. Pravilno pohraniti i dostaviti uzorak... cuvati u mraku do slanja na analizu i poslati sto je
prije moguce!



