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Baggrund

Pa foranledning af indleverede spytprever fra dedfundne kalve, far og lam
(se tabel) gnsker Naturstyrelsen (NST) at fa be- eller afkreeftet, om en ulv har
spist af dyrene. Ligeledes enskes identifikation til individniveau, safremt det
er muligt.

Materiale

I perioden 7. juni til 12. august 2013 blev der indleveret spytprever, som var
udtaget tre forskellige steder pad en kalv fundet i Gludsted, fire forskellige
steder pa et lam fundet i Hodde og fire forskellige steder pa en kalv fundet i
Hemmet. Desuden blev der indleveret en spytpreve fra et far og to spytpre-
ver fra et andet far, begge fundet ved Skeerbeek (tabel 1). Spytproverne er
indleveret af Jens Henrik Jacobsen, Steen Fjederholdt og Svend Hansen fra
Naturstyrelsens lokale enheder i Jylland.

Tabel 1. Oversigt over spytprgver, resultat af undersggelse samt status for individbe-
stemmelse.

Lokalitet Antal  Dato Art Individbestemmelse
Kalv Gludsted 3 29/6-2013 hund,reev laves ikke
Lam Hodde 4 13/6-2013 hund,raev laves ikke
Kalv Hemmet 4 7/6-2013 ulv,hund,reev i gang
Farl Skeerbaek 1 12/8-2013 ulv i gang
Far2 Skeerbaek 2 12/8-2013 ulv i gang

Metode

DNA blev ekstraheret fra de enkelte spytprover. For at undga kontamine-
ring fra andre prover er ekstraktionerne foretaget i e¢ DNA-laboratorium,
der kun bliver benyttet til prover, hvor DNA koncentrationen forventes at
veere lille, som f.eks. i spytprover fra de dedfundne dyr i denne undersogel-
se. Opformeringen af bdde mitokondriemarkeren, der bliver benyttet til at
identificere arten, og de gen-markerer, der benyttes til at identificere indivi-
der (dvs. en DNA-profil), er foretaget i endnu et adskilt laboratorium for at
undga kontaminering fra andet materiale. Mitokondrie DNA-markeren er
beskrevet i notatet (Andersen & Madsen 2013). Gen-markererne (mikrosate-
litter), der er benyttet til at identificere individer, er de samme som benyttes
i den tyske database pa Senckenberg Instituttet, Frankfurt (12 stk.) og samti-
digt er kennet bestemt ved marker for Y og X-kromosomet.

Artsidentifikation

Mitokondrie-markeren: Til artsidentifikationen blev proverne sendt til se-
kvensering og analyseret som beskrevet i ovenneevnte notat. Sekvenserne
blev efterfglgende analyseret efter kvalitetskontrol af sekvenseringen ved at
soge efter matchende sekvenser i den internationale NCBI's Genbank data-
base.

Resultatet af denne sggning viste:

e Spytprover fra kalv fra Gludsted: to sekvenser viste 100% match for
hund.



e Spytprever fra lam fra Hodde: tre sekvenser viste 100% match for
hund.

e Spytprever fra kalv ved Hemmet: en sekvens viste 100% hund, en
sekvens viste 99% ulv og en sekvens viste 97% hund.

e Spytpreve fra far 1 fra Skeerbeek: en sekvens viste 98% ulv.
e Spytprever fra far 2: en sekvens viste 90% ulv.

Ved undersggelsen blev der i alle de indleverede prover fra Gludsted og
Hodde udelukkende fundet spor efter hund, mens der i proverne fra Hem-
met er fundet spor efter bade ulv, hund og reev. I preverne fra Skeerbeek er
der kun fundet spor efter ulv. Alle de positive ulveprever havde den typiske
ulve-haplotype W1-LT.

Sekvenserne fra de pdgeeldende analyser er vedlagt i bilag 1.

Identifikation af individ

DNA-profil til identifikation af individ: De 13 gen-markerer (12 mikrosatelit-
ter) blev benyttet til at udforme DNA-profilerne for preverne. Spytpreverne
gav ikke tydelige DNA-profiler. Dog kan det fastslas, at det er samme indi-
vid, der har bidt de to far fundet ved Skeerbeek. Ligeledes er det muligt i alle
prover, undtagen proverne fra Skeerbeek, at se spor efter reev. Der arbejdes
fortsat pa identifikation af individ for om muligt at finde et match eller et
sleegtskab til et ulvekobbel i Tyskland.

Kon

For alle de analyserede prover, der var positive for ulv, blev kennet bestemt
til at veere hanner.

Reference

Andersen, LW & Madsen AB 2013. Notat vedr. DNA analyse af spyt-skrab
fra tre nedlagte far. Notat til Naturstyrelsen. 3 sider.



Bilag 1
Mitokondriesekvensen

Kalv Gludsted hund:
TGTTTCTCGAGGCATGGTGATTAAGCCCTTATTGGACTAAGTGATAT-
GCATTCGATTACTGTTGATAGATCAGTGAACTATGAGGTTGAGTTAA-
TATGTCCTATGTAAGGATATAATATTATGTACATGCTTATATGCAT-
GGGGCAAACCATTAATGCACGACGTACATAGGGGAGGGGAGAAG-
GGTTTACCTGGAGATACTGACATAGCACAGTA

Kalv Gludsted hund:
TGTTTCTCGAGGCATGGTGATTAAGCCCTTATTGGACTAAGTGATAT-
GCATTCGATTACTGTTGATAGATCAGTGAACTATGAGGTTGAGTTAA-
TATGTCCTATGTAAGGATATAATATTATGTACATGCTTATATGCAT-
GGGGCAAACCATTAATGCACGACGTACATAGGGGAGGGGAGAAG-
GGTTTACCTGGAGATACTGACATAGCACAGTAGGGGTGATTCAA-
TATATGAATGTAGGGGTGTCAGGGAATCCCCTT

Lam Hodde hund:
GTTTCTCGAGGCATGGTGATTAAGCCCTTATTGGACTAAGTGATATG-
CATTTGATTACTGCTGACAGATCAATGAATTATGAGATTGAGTT-
GATATGTCCTATGTAAGAATATAATATTATGTACATGCTTATATGCA-
TGGGGCAAACCATTAATGCACGACGTATATAGGGGAGGGAAGAAG-
GGTTTACCTGGAGATACTGACATAGCACAGTAGGGGTGATWCAA-
TATATGAATGCC

Kalv Hemmet ulv:
GTCAGTATCTCCAGGTAAACCCTTCTTCCCTCCCCTATGTACGTCGT-
GCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATAATAT-
TACATTCTTACATAGGACATATTAACTCAATCTCATAATTCACT-
GATCTATCAACAGTAATCAAATGCATATCACTTAGTCCA

Kalv Hemmet hund:
GTTTCTCGAGGCATGGTGATTAAGCCCTTATTGGACTAAGTGATATG-
CATTCGATTACTGTTGAAAGATCAGTGAATTATGAGATTGAGTTAA-
TATGTCCTATGTAAGGATATAATATTATGTACATGCTTATATGCAT-
GGGGCAAACCATTAATGCACGACGTACATAGGGGAGGGGAGAAG-
GGTTTACCTGGAGATACTGACATAGCACAGTAGGGG

Far 1 Skeerbeek ulv:
CATGGTGATTAAGCCCTTATTGGACTAAGTGATATGCATTTGAT-
TACTGTTGATAGATCAGTGAATTATGAGATTGAGTTAATATGTCC-
TATGTAAGAATGTAATATTATGTACATGCTTATATGCATGGGGCA-
AACCATTAATGCACGACGTACATAGGGGAGGGAAGAAGGGTT-
TACCTGGAGATACTGACATAGCACAGTAGGGGTGATTCAAT

Far 2 Skeerbaek ulv:
CATGGTGATTAAGCCCTTATTGGACTAAGTGATATGCATTTGAT-
TACTGTTGATAGATCAGTGAATTATGAGATTGAGTTAATATGTCC-
TATGTAAGAATGTAATATTATGTACATGCTTATATGCATGGGGCA-
AACCATTAATGCACGACGTACATAGGGG



