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Baggrund

Pa foranledning af fire spyt-prever fra 2 dedfundne fér fra samme lokalitet
ved Toftlund (se tabel 1) ensker Naturstyrelsen (NST) at fa be- eller afkreeftet
om en ulv har spist af dyrene. Ligeledes enskes identifikation til individ,
safremt det er muligt.

Materiale

Der blev indleveret spytprever til DCE hhv. den 7/9-2013 (preverne udtaget
d. 4/9-2013) og den 25/9-2013 (preverne udtaget d. 10/9-2013). Proverne er
taget to forskellige steder pa to far fundet pa samme lokalitet ved Toftlund.
Spytpreverne blev indleveret af Svend Hansen, Naturstyrelsen Vadehavet.

Metode

Der blev ekstraheret DNA fra hver af de i alt fire spytprever fra de to fér.
Ekstraktionerne blev foretaget i et DNA-laboratorium, der kun bliver
benyttet til prover, hvor DNA koncentrationen forventes at veere lille, som
f.eks. i de tilsendte spytprover fra de dedfundne dyr. Opformeringen af
bade mitokondriemarkeren, der bliver benyttet til at identificere arten, og de
gen-markerer, der benyttes til at identificere individer (dvs. en DNA-profil),
er foretaget i endnu et adskilt laboratorium for at undgd kontaminering.
Mitokondrie DNA-markeren er beskrevet i DCE-notatet (Andersen &
Madsen 2013 fra 20/3-2013). Gen-markererne (mikrosatelitter), der er
benyttet til at identificere individer, er de samme som benyttes i den tyske
database pd Senckenberg Instituttet, Frankfurt (12 stk.), og samtidigt er
kennet bestemt ved marker for Y- og X-kromosomet.

Artsidentifikation

Mitokondrie-markeren: Til artsidentifikationen blev preoverne sendt til
sekvensering og analyseret som beskrevet i ovennaevnte notat. Sekvenserne
blev efterfolgende analyseret efter kvalitetskontrol af sekvenseringen ved at
soge efter matchende sekvenser i den internationale NCBI's Genbank
database.

Resultatet af denne sggning viste:

Spytprever fra far fundet den 4/9-2013: Sekvenserne var darlige, og den del,
der kunne afleeses, gav lige stor sandsynlighed for, at det var ulv som hund.

Spytprever fra far fundet den 10/9-2013: 2 sekvenser viste 100% ulv

Resultaterne viser, at der med sikkerhed er spor efter ulv i faret fra den
10/9-2013, mens proverne fra faret fra den 4/9-2013 desveerre gav et darligt
DNA-resultat s& det er vanskeligt at fa et éntydigt svar. Preven fra d 10/9,
der med sikkerhed var ulv, havde den typiske ulve-haplotype W1-LT.

Tabel 1. Resultater af spytprgveanalysen.

Spytprave Spytprgve bestemt

fra Lokalitet Fund-dato Indleveret til art Individ Kgn
Far @bjerg, Toftlund 4/09-2013 7/09-2013 Ulv/hund(darlig) negativ negativ
Far @bjerg, Toftlund 10/9-2013 25/9-2013 Ulv Ikke afsluttet Han




Mitokondriesekvenserne fra de pageeldende analyser er vedlagt dette notat i
bilag 1.

Identifikation af individ

DNA-profil til identifikation af individ: Der blev benyttet 13 gen-markerer
(12 mikrosatelitter) til at udforme DNA-profilerne. Desveerre gav de
spytprover, der var positiv for ulv, ikke gode, tydelige DNA-profiler. Man
kunne se spor efter reev. Trods den svigtende kvalitet tyder de opndaede
DNA-profiler pa, at det er den samme ulv, som ogsa havde efterladt spyt pa
de to far, der blev fundet ved Skeerbaek den 12/8-2013. Analyserne
fortseettes for om muligt at finde et match eller et sleegtskab til et ulvekobbel
i Tyskland.

Kon

Proverne fra d. 10/9, der var positiv for ulv, blev kensbestemt til at veere en
han.

Reference

Andersen, LW & Madsen AB 2013. DNA analyse af spyt-skrab fra tre
nedlagte far, pp 2 fra 20/3-2013.



Bilag 1
Mitokondriesekvensen

Far 4/9-2013 Toftlund ulv/hund:
TGTTTCTCGAGGCATGGTGATTAAGCCCTTATTGGACTAAGTGATATG
CATTTGATTACTGTTGATAG

Far 10/9-2013 Toftlund ulv:
GGTTTCTCGAGGCATGGTGATTAAGCCCTTATTGGACTAAGTGATATG
CATTTGATTACTGTTGATAGATCAGTGAATTATGAGATTGAGTTAATT
TGTCCTATGTAAGAATGTAATATTATGTACATGCTTATATGCATGGGG
CAAACCATTAATGCACGACGTACATAGGGGAGGGAAGAAGGGTTTA
CCTGGAGATACTGACATAGCACAGTAGGGGTGATTCAATATATGAAT
GTAGGGGTGTCAGGGAATCACCATGC



