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1 Baggrund

I henhold til den kontrakt Miljestyrelsen har indgéet med det videnskabelige
konsortium mellem Naturhistorisk Museum i Aarhus og DCE - Nationalt Cen-
ter for Miljo og Energi ved Aarhus Universitet om overvagning af ulv i Dan-
mark, skal konsortiet udfeerdige DNA-analyser til arts- og individniveau med
henblik pa at kunne kortleegge de enkelte ulves familieere tilhersforhold og
deres vandring i og uden for Danmark.

I dette notat gives en kort beskrivelse af de genetiske analysemetoder, der be-
nyttes under den nationale overvagning af ulv i Danmark.



2 Materialer og metoder

DNA-spor og DNA-analyser til arts- og individniveau

Overordnet set er der i alle pattedyrceller to typer af DNA: DNA fra cellens
mitokondrier (mtDNA) i hundred- eller tusindvis af kopier per celle og DNA
fra cellekernen i to kopier (én kopi fra hvert kromosom) i hver enkelt celle.
Kerne-DNA nedarves fra begge foraeldre og hvert kromosom er saledes tilstede

i to varianter - én fra hver foreelder, mens mtDNA neesten udelukkende nedar-
ves fra moderen (Ballard & Whitlock 2004; Luo m.fl. 2018; Rius m.f1. 2019).

Indsamling og oprensning af DNA-spor

DNA-spor oprenses typisk fra veev, hér, ekskrementer, urin eller blodspor fra
ulv eller spytprover fra nyligt nedlagt bytte, hvor ulv misteenkes for at have
draebt dyret (typisk husdyr og hjortevildt). Prover indsamles i forbindelse
med angreb pa husdyr af Naturstyrelsen pa vegne af Miljestyrelsen, mens ov-
rige prover som ekskrementer, hdr, urin m.m. indsamles af de involverede i
den nationale ulveovervagning, herunder frivillige privatpersoner. Alle som
deltager i indsamling af DNA-spor har faet ngje instruktion i hvordan DNA
bedst indsamles og sikres pa en made, sa nedbrydning og risikoen for forure-
ning minimeres. Som alle andre sportegn fra ulv og formodet ulv registreres
alle prever med DNA-spor fra ulv af Naturhistorisk Museum, Aarhus med
oplysninger om provetype, indsender, indsamlingsdato og georeference. Eks-
krementer males, fotograferes og registreres i felten, hvorefter de indsamles i
en steril plast-beholder med 96% Ethanol og opbevares ved -20°C. DNA-spor
fra bidséar pa byttedyr indsamles med sterile vatpinde (Selefa Cotton tipped
applicator REF 120788). Vatpinden roteres i bidmeerkerne og pa pelsen om-
kring bidmeerkerne, hvor der kan veere spyt fra det bidende rovdyr til stede.
Flere prover kan indsamles fra samme nedlagte byttedyr.

DNA oprenses fra ekskrementer ved at udtage en prove fra det yderste lag fra
ekskrement-proven (ofte findes et hvidt slimet lag yderst pa afferingen inde-
holdende celler fra tarmvaeggen). Materiale udtages med sterile engangsskal-
peller. DNA fra proven oprenses vha. QIAmp Fast DNA Stool Mini Kit (Qia-
gen). Protokollen som er vedlagt kittet folges med enkelte modifikationer. Un-
der punkt 2 i protokollen inkuberes prgven natten over ved 56°C i en ther-
momixer ved 400 rpm efter tilseetning af InhibitEX. Under punkt 3 centrifu-
geres 5 min i stedet for 1 min, hvorefter der tilseettes 1 pl (ug/ pl) blandet Car-
rier RNA (Qiagen: 15504828) og der vortexes kort. Under punkt 14 tilseettes 2
x 60 pl ATE buffer for at eluere DNA.

DNA oprenses fra vatpinde (spytprever) og harprever vha. QIAmp DNA In-
vestigator Kit (Qiagen). Protokollen som er vedlagt kittet folges med enkelte
modifikationer. Under punkt 2 benyttes 400 pl buffer ATL og 25 pl Proteinase
K, under punkt 3 inkuberes preven i tre timer eller natten over ved 56°C i en
thermomixer ved 900 rpm, under punkt 5 tilseettes 1 pl (ng/ pl) blandet Carrier
RNA (Qiagen: 15504828) til 400 ul Buffer AL, og under punkt 16 tilseettes 2 x
40 pl Buffer ATE for at eluere DNA.



Bestemmelse af art fra DNA

Ved de DNA-analyser, der anvendes i overvagningen af ulve i Danmark, fore-
tages forst en bestemmelse af art og haplotype (variant af mitokondrie-DNA)
pa basis af mtDNA med mindst to og op til fire gentagelser (replikater). P4 den
made bruges DNA-spor i forste omgang til at fastsla, om en prove overhovedet
indeholder spor fra ulv, og derved kan teelle som en sikker ulveobservation (C1)
jf. Sunde & Olsen (2018). Prgven analyseres vha. PCR (Polymerase Chain Reac-
tion) i to replikater med de pattedyr-specifikke primere 115995 (Taberlet & Bou-
vet 1994) og H16498 (Fumagalli m.fl. 1996). Hvis disse ikke virker eller opfor-
merer byttedyret i stedet for rovdyret, anvendes i stedet de rovdyr-specifikke
primere WDloopL og WDloopH254 (Caniglia m.fl. 2013) i to nye replikater.
Begge primer-saet opformerer et stykke af kontrol regionen (d-loop). PCR-reak-
tionerne er som folger:

Opseetning for hver PCR-reaktion (total 25 pl): 12 pl lab-grade vand, 10 pl Hot-
StarTaq Master Mix kit (1000U) Qiagen, 1 ul BSA (20 mg/pl), 0,5 pl forward
primer, 0,5 pl reverse primer og 1 ul DNA.

PCR keres med felgende indstillinger: Denaturering ved 95°C i 15 minutter.
Herefter 40 cykler af 94°C i 30 sekunder, 54°C i 30 sekunder, 72°C i ét minut.
Afslutning med 72°C i syv minutter.

PCR-produkter visualiseres pa 2% agarose geler, og positive reaktioner se-
kventeres kommercielt hos firmaet Macrogen Europe. Resultater visualiseres
i programmet Geneious ver. 10.2.2 (Biomatters Ltd.) og resultater sammenhol-
des med kendte profiler af ulve-haplotyper og identificeres vha. online version
af blastn algoritmen mod nucleotide (nt) databasen i GenBank
(https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov). Hvis minimum to replikater viser ulv, accep-
teres proven som verende fra ulv, med mindre de gvrige replikater antyder
andre rovdyr (ex. reev, guldsjakal eller hund). Grunden til at der kan veere
uoverensstemmelse mellem replikater skyldes bl.a., at der til tider, dog meget
sjeeldent, detekteres DNA fra ulvens fade frem for ulven selv eller proven kan
veere blevet forurenet ved at et andet dyr har efterladt DNA pa indsamlingsste-
det forud for at preven er indsamlet. Siden 2016 er der kun fundet ulve med
haplotypen HW01 i Danmark, hvilket gar bestemmelsen mere enkel.

Bestemmelse af individ og ken fra DNA

Hyvis prover indeholder DNA fra ulv, forsgges dyrets ken og individidentitet
fastslaet ud fra DNA fra cellekerner. Bestemmelse af kon og individ foretages
ved hjelp af henholdsvis to kensmarkerer DBX6 og DBY7 (X- og Y-kromo-
som) (Seddon 2005) og 13 mikrosatellitmarkerer, som hver iseer udviser gene-
tisk variation og som pa tveers af alle markerer udger en unik DNA-profil
(genotype), som identificerer individer. De 13 mikrosatellitmarkerer som an-
vendes er: FH2001, FH2010, FH2017, FH2087L, FH2088, FH2096, FH2137,
FH2140, vWF, FH2054, FH2161, CPH5 og PEZ17 (Francisco m.fl. 1996; Fred-
holm & Winterg 1995; Neff m.fl. 1999; Shibuya m.fl. 1994). Mikrosatellitter er
korte DNA-sekvenser i kernegenomet bestaende af motiver pa ca. 2-6 basepar
gentaget flere gange efter hinanden. Der findes stor variation i, hvor mange
gange disse korte motiver af basepar er gentaget, hvilket forer til, at de enkelte
alleler kan genkendes ud fra leengden af DNA-stykket. Leengden af hele mi-
krosatellitter varierer saledes ofte mellem individer, og det er denne variation
i leengder pa tveers af flere forskellige mikrosatellitmarkerer, som anvendes
til at identificere et ulveindivid. Analyse af mikrosatellitter og kensmarkerer



foretages i tre forskellige PCR-reaktioner (multiplex) hver foretaget i fire re-
plikater per prove. Hvis minimum to ud af de fire analyser viser en troveerdig
og veldefineret profil ud fra strikte kriterier om signalets styrke, vil den blive
accepteret. En genotype vil derfor kun blive accepteret, hvis signalstyrken
("toppe" i elektroferogrammer fra trace-filer) er over en foruddefineret signal-
styrke pa 200 Relative Fluorescence Units (RFU) og signalet samtidig har en
veldefineret form i elektroferogrammet.

Forud for opseetning af hver PCR-reaktion laves forst primer-blandinger i hen-
holdsvis forward, forward i farvemeerket version og reverse efter forholdene
angivet i Tabel 1.

Tabel 1. Oversigt over de forskellige mikrosatellit-primere, som bruges i overvagningen samt maengder tilsat for at lave grundoplgs-
ninger til PCR-blandingerne.

Blanding Primer Markor Forward (ul) Forward med marker (ul) Reverse (ul) Vand (pul)  Total (pl)
A FH2001 PET 9 1 10 80 100
E FH2087 6-FAM 9 1 10 80 100
Q PEZ17 VIC 7,5 2,5 10 80 100
X DBX6 PET 8 2 10 80 100
Y DBY7 6-FAM 9 1 10 80 100
B FH2010 PET 8,5 1,5 10 80 100
Cc FH2017 VIC 7,5 2,5 10 80 100
G FH2096 6-FAM 9 1 10 80 100
J FH2137 6-FAM 9 1 10 80 100
M Vwf VIC 9 1 10 80 100
F FH2088 VIC 9 1 10 80 100
K FH2140 NED 8 2 10 80 100
N FH2054 6-FAM 9 1 10 80 100
0] FH2161 VIC 8 2 10 80 100
P CPH5 PET 8,5 1,5 10 80 100

Herefter opseettes multiplex PCR-reaktioner i tre blandinger (Mix A, Mix B og
Mix C) med hver fem primer-blandinger fra blandingerne angivet i Tabel 1.

MIX A (total 25 ul): 8,5 pl lab-grade vand, 10 pl HotStarTaq Master Mix kit
(1000U) Qiagen, 0,5 ul BSA (20 mg/pl), 0,5 pul primer-blanding A, 0,5 ul primer-
blanding E, 0,5 pl primer-blanding Q, 1 ul primer-blanding X, 0,5 pl primer-
blanding Y, og 3 nl DNA.

MIX B (total 25 pl): 8,5 pl lab-grade vand, 10 ul HotStarTaq Master Mix kit
(1000U) Qiagen, 0,5 pl BSA (20 mg/pl), 0,5 ul primer-blanding B, 1 pl primer-
blanding C, 0,5 pl primer-blanding G, 0,5 pl primer-blanding J, 0,5 ul primer-
blanding M, og 3 ul DNA.

MIX C (total 25 pl): 9 pl lab-grade vand, 10 pl HotStarTaq Master Mix kit
(1000U) Qiagen, 0,5 ul BSA (20 mg/pl), 0,5 ul primer-blanding F, 0,5 ul primer-
blanding K, 0,5 pl primer-blanding N, 0,5 pl primer-blanding O, 0,5 pl primer-
blanding P, og 3 ul DNA.

Hver multiplex PCR-reaktion kegres som ”touch-down” program med felgende
indstillinger: Denaturering ved 95°C i 15 minutter. Herefter fire cykler af 94°C



i 30 sekunder, 60°C i 90 sekunder, 72°C i 60 sekunder. Herefter fem cykler af
94°C i 30 sekunder, 58°C i 90 sekunder, 72°C i 60 sekunder. Herefter fem cyk-
ler af 94°C i 30 sekunder, 54°C i 90 sekunder, 72°C i 60 sekunder. Herefter 25
cykler af 94°C i 30 sekunder, 50°C i 90 sekunder, 72°C i 60 sekunder. Afslut-
ning med 72°C i 30 minutter.

PCR-produkter visualiseres pa 2% Agarose geler, og positive reaktioner ana-
lyseres kommercielt hos firmaet Macrogen Europe. Resultater analyseres i
Geneious ver. 10.2.2 (Biomatters Ltd.) og resultater sammenholdes med kendte
genotyper for centraleuropzeiske ulve.

Alle genetiske profiler tjekkes og bestemmes uafheengigt af to personer (lektor
Philip Francis Thomsen og professor Michael Mgller Hansen), og resultaterne
sammenholdes afslutningsvist med kollegaer inden for det centraleuropeeiske
ulvesamarbejde (CEwolf).

Da det er de samme genetiske markerer, som anvendes til analyser foretaget
pa Senckenberg Research Institute i Tyskland og Institut for Biologi pa Aarhus
Universitet, kan det identificerede individ spores i det centraleuropeeiske ul-
veregister, hvorved oprindelse (fx fodested og tidligere forekomster) og
sleegtskab med andre ulve (fx foreeldre eller spskende) kan kortleegges (Olsen
m.fl. 2019).

Det er helt konkret deres genetiske profiler baseret pa de 13 mikrosatellitmar-
kerer, der har gjort det muligt, at kortleegge de forskellige ulveindividers fa-
milieere tilhersforhold i den centraleuropeeiske lavlandsbestand, og for de i
Danmark registrerede ulveindividers vedkommende, at folge de voksne ul-
ves pd deres vandring fra Tyskland til Danmark og tilsvarende felge flere af
de danskfedte ulvehvalpes vandring fra deres fodested til Tyskland. Safremt
en ulv forlader Danmark, kan registrerede fund syd for greensen fortsat folges
i det centraleuropeeiske ulveregister.

Laboratoriefaciliteter

Alt DNA-arbejdet udferes i dedikerede laboratoriefaciliteter pa Biologisk In-
stitut, Aarhus Universitet. DN A-oprensning og PCR-opsetning udferes i ren-
rums-laboratorier (Clean Labs), hvor personale er ifort heldragter, mundbind,
handsker og harnet. Laboratorierne rengeres jeevnligt og dekontamineres
med UV-lys. PCR-reaktioner og alt post-PCR-arbejde udferes i DNA-labora-
torier, som er beliggende i en bygning, der er fysisk adskilt fra bygningen,
hvor renrums-laboratoriet ligger.
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