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Sammendrag

Flagstad, @. 2007. Kvalitetssikring av metodikk og kalibrering av genetiske data fra jerveks-
krementer - NINA Rapport 260, 29 s.

Genetiske analyser er de siste arene blitt implementert som et viktig verktey i rowvilt-
overvakingen. | seerlig grad er det DNA-analyser av rovdyrekskrementer som har ekspandert
voldsomt, og disse teknikkene brukes i dag i en eller annen form for alle vare fire store rov-
dyrarter. Resultatene av analysene har gitt forvaltende myndigheter en bedre forstaelse av be-
standsstgrrelse, reproduksjon, populasjonsstruktur og immigrasjon. Enda bedre utbytte vil en
imidlertid ha av disse dataene dersom en kan kombinere data generert ved ulike laboratorier.
Dette er ikke uten videre uproblematisk siden de genetiske radataene, som for eksempel
mikrostaelitter, vil tolkes noe ulikt mellom laboratorier. Dette skyldes sma forskjeller i analyse-
maskineriet ved de ulike laboratoriene. Vi initierte derfor et pilotprosjekt der vi ville se pa mulig-
heten for kalibrering av genetiske data. Vellykket kalibrering vil sikre kompatibilitet av data pro-
dusert ved ulike laboratorier, og at datasettene saledes kan kombineres i fremtidige analyser.
En annen viktig malsetning var a kvalitetssikre navaerende “state-of-the-art” metodikk for geno-
typing av ekskrementer ved NINAs genetiske laboratorium. Prosjektet ble gjennomfart ved a
reanalysere et relativt stort antall jervekskrementer som tidligere var analysert i Uppsala, for
deretter & vurdere kompatibiliteten av datasettene fra de to ulike laboratoriene.

Kvaliteten pa analysene var giennomgaende god. Suksessraten for fungerende prever og feil-
prosenten i enkeltreplikater & omtrent pA samme niva som for tilsvarende materiale analysert i
Uppsala. Vi konkluderer med at ngyaktig oppfalging av forhandsdefinerte regler for akseptering
av genotyper og tilstrekkelig mange replikater vil gi svaert hay sannsynlighet for at den endelige
DNA-profilen for hver enkelt prgve blir korrekt.

En kalibreringsnekkel ble laget pa bakgrunn av fem prever som var analysert bade pa NINA og
i Uppsala. Pravenes DNA-profiler viste at allelstarrelsene produsert pd NINA matte justeres
noe opp eller ned for de fleste markgrer for & veere kompatible med dataene som tidligere var
produsert i Uppsala. Ytterligere 38 prever som var analysert i Uppsala ble inkludert i analysen,
og dataene ble automatisk justert i henhold til kalibreringsngkkelen. Samtlige prgver hadde
identiske DNA-profiler mellom de to laboratoriene etter justering. Resultatene viste pa en over-
bevisende mate at ngyaktig kalibrering av genetiske data fra flere ulike laboratorier er mulig
dersom man har et felles referansemateriale.

Ut fra analysene som er gjennomfert i denne pilotstudien er det ingen grunn til & tro at data-
kalibreringen vil veere mer problematisk for de andre rovviltartene vare. Dette fordi de skandi-
naviske bestandene for alle de fire artene av store rovdyr har et relativt begrenset og oversikt-
lig sett med alleler for hver av markarene som er i bruk i dag. Vi ser derfor meget optimistisk pa
opprettelsen og bruken av en felles database over genetiske data for rovvilt i Skandinavia, og
er overbevist om at kalibrerte data fra ulike laboratorier kan kombineres i fremtidige analyser.

@ystein Flagstad, Norsk institutt for naturforskning, 7485 Trondheim. oystein.flagstad@nina.no
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Abstract

Flagstad, @. 2007. Quality control and calibration of genetic data from wolverine scats - NINA
Rapport 260, 29 pp.

Genetic analysis has over the last decade been implemented as an important tool in monitoring
of large carnivores in Scandinavia. In particular, DNA analysis of carnivore scats has been ex-
tensively used, and these techniques have been implemented for all four large Scandinavian
carnivores. The results of the analyses have given the management authorities a better under-
standing of population size, reproduction, population structure, and immigration. However, the
data can be even more useful if it is possible to combine data from different laboratories. This
is not necessarily unproblematic since the interpretation of genetic raw data, such as microsa-
tellite profiles, will differ slightly between different laboratories. This is due to specificities of the
genotyping instruments used in the different laboratories. Therefore, we initiated a pilot project
to examine the possibilities for calibration of genetic raw data. Successful calibration will en-
sure compatibility of data produced at different laboratories, and that the data sets can be
combined in future analyses. Another important goal of this project was to implement and test
the quality of present “state-of-the-art” methodology for genotyping of scats at our genetic labo-
ratory. In order to do this, we re-analysed a relatively large number of wolverine scats that ear-
lier had been analysed at Hans Ellegren’s laboratory in Uppsala. The results obtained at the
two laboratories were compared and the compatibility between the two data sets was exam-
ined and discussed.

In general, the quality of the laboratory analysis was satisfactory. The success rate and geno-
typing error rate were found to be at the same level as was obtained in Uppsala based on the
same material. We concluded that pre-defined rules for acceptance of genotypes and a suffi-
cient number of replicates will ensure a high probability that the final DNA profile is correct for
samples analysed in our laboratory.

A key for calibration of data was generated based on the results from five samples that had
been analysed at both laboratories. The DNA profiles showed that the allele sizes produced at
NINA needed to be slightly adjusted for most markers to be compatible with the data that had
earlier been generated in Uppsala. Another 38 samples were included in the analysis and the
data was automatically modified according to the calibration key. All samples had identical
DNA profiles between the two laboratories after adjustment. These results convincingly show
that appropriate calibration of genetic data from different laboratories indeed is possible if a
common reference material is available.

Judged from the results of this pilot study, there is no reason to believe that data calibration will
be more problematic for any of the other carnivore species in Scandinavia. This is because the
Scandinavian populations of all four species have relatively few alleles for all markers that are
in use. We are thus quite optimistic regarding the initiative to generate a common Scandina-
vian database for genetic data of carnivores. Indeed, we are convinced that calibrated data
from different laboratories can be combined in future analysis.

@ystein Flagstad, Norsk institutt for naturforskning, 7485 Trondheim. oystein.flagstad@nina.no
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Forord

Forvaltende myndigheter i Norge og Sverige har gjennom opprettelsen av en felles skandina-
visk database for rovdyrgenetikk uttrykt gnske om at data produsert i ulike laboratorier skal
kunne kombineres og at DNA-profiler generert i ulike laboratorier skal veere fullstendig kompa-
tible. Pa denne maten kan hver enkelt DNA-profil i databasen knyttes til et bestemt individ uan-
sett hvor pravene som representerer dette individet er analysert. Det rapporterte pilotprosjektet
kan ansees som et skritt pa veien for a sikre en slik kompatibilitet, og saledes at datasett pro-
dusert i ulike laboratorier skal kunne kombineres i formelle analyser. Vi anser dette som et me-
get viktig initiativ, og ser et stort potensial for fremtidig samarbeid mellom de ulike forsknings-
gruppene som i dag gjer DNA-analyser pa vare store rovdyr. Vi takker Hans Ellegren, Cecilia
Wardig og Malin Johansson for a stille radata produsert ved Uppsala Universitet til radighet for
komparative analyser.

Trondheim 11. mai, Qystein Flagstad
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1 Bakgrunn

Genetiske analyser er de siste arene blitt implementert som et viktig verktgy i rovvilt-
overvakingen. | szerlig grad er det DNA-analyser av ekskrementer som har ekspandert vold-
somt, og disse teknikkene brukes i dag i en eller annen form for alle vare fire store rovdyrarter.
Resultatene av analysene har gitt forvaltende myndigheter en bedre forstaelse av bestands-
starrelse, reproduksjon, populasjonsstruktur og immigrasjon.

Jervens begrensede utbredelse i Europa gir Norge og Sverige et spesielt ansvar for a bevare
den i et langsiktig perspektiv, og et omfattende overvakingsprogram er ngdvendig for a falge
bestandsutviklingen. Metodeutvikling og genetiske analyser innenfor jervovervakingen har si-
den 2000 blitt gjennomfart i Hans Ellegrens laboratorium ved Uppsala Universitet (Flagstad et
al. 2004, Flagstad et al. 2007), mens selve overvakingsprogrammet og innsamling av materiale
har veert ledet av NINA. Gjennom sin strategiske satsing pa genetikk, kan NINA ogséa bli en
viktig leverandgr av genetiske data. Maksimal overfgringsverdi krever imidlertid at analyser ved
NINA kalibreres opp mot metodene som er utviklet i Uppsala. Vi initierte derfor et pilotprosjekt
for a sikre identisk tolkning av genetiske profiler ved de to ulike laboratoriene. Dette ble gjort
ved a reanalysere et relativt stort antall jervekskrementer som tidligere var analysert i Uppsala
for deretter & vurdere kompatibiliteten av datasettene fra de to laboratoriene.

2 Metodikk

2.1 Laboratorieanalyser

DNA ble isolert fra totalt 71 prgver samlet inn i 2005. Av disse hadde 47 gitt jervspesifikke
DNA-profiler ved tidligere analyse i Uppsala, mens de resterende 24 ikke hadde latt seg analy-
sere. Isoleringsmetodikken var den samme som er blitt brukt i Uppsala med utgangspunkt i
Qiagens spesialdesignede kit for isolering av DNA fra ekskrementer (QlAamp DNA stool mini
kit, se Vedlegg 1 for en mer detaljert beskrivelse av isoleringsprotokollen).

Prevenes artstilhgrighet ble testet ved bruk av en mitokondriell markgr der en, basert pa leng-
deforskjeller i det analyserte fragmentet, kan skille mellom jerv, fiellrev og rgdrev (Kvalgy 2004;
Landa et al. 2005). Vi gjennomfgrte artstesten pa de 24 prgvene som ikke hadde fungert ved
tidligere analyser. De som ble bestemt som jerv ble sammen med de 47 tidligere analyserte
pravene tatt videre til individbestemmelse. Individbestemmelsen ble basert pd 8 mikrosatelitt-
markgrer: Gg7 (Davies and Strobeck 1998), Ggu14, Ggu42, Gg443, Gg454, Gg465 (Walker et
al. 2001), Gg216 (Duffy et al. 1998), og Mvis075 (Fleming et al. 1999).

Basert pa resultatene fra et pilotstudium (Hedmark et al. 2004), la vi falgende kriterier til grunn
for robust genotyping. En prgve som er homozygot (dvs. har én genetisk variant) for et locus,
ma vise dette i tre uavhengige replikater for at dette skal aksepteres som et autentisk resultat.
En prave som er heterozygot (dvs. har to ulike genetiske varianter) for en markar, ma vise et
slikt ma@nster i minst to uavhengige replikater for at individet skal aksepteres som heterozygot
for dette locuset.

Alle individuelle prgver er kjart i minst 3 replikater for hvert locus. Prgver med genotyper som
kunne aksepteres i henhold til disse kriteriene pa minst seks markgrer ble ansett som ferdig-
analysert, og klare til & individbestemmes. Prgver der svaert mange replikater mislyktes eller
der det var sterk grad av inkonsistens pa tvers av replikater, ble strgket fra datasettet. De res-
terende prevene ble vurdert & vaere av god nok kvalitet til & analyseres. For imidlertid & kunne
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Figur 1 Kjgnnstest for fem prover, tre replikater
per prave. M=hann, F=hunn

detektere genotypingsfeil med stor grad av sikkerhet, kjarte vi ytterligere tre replikater pa tvers
av alle markerer for disse prgvene. Prgvene ble ogsa kjgnnsbestemt ved hjelp av en
kjsnnsmarkar (DBYGgu7; Hedmark et al. 2004). Dette er en hannspesifikk marker lokalisert il
Y-kromosomet, og vil sdledes kun fungere for hanner. Markgren visualiseres ved UV-
eksponering, hvorpa en kan avlese kjgnnet for den aktuelle prgven i form av et synlig band for
hanner og intet slikt band for hunner (Figur 1). Tre replikater pr prgve ble brukt i kjgnns-
bestemmelsen.

Ti av prgvene ble analysert for & kalibrere ytterligere 11 markerer: Tt4 (Davies and Strobeck
1998), Ggu10, Ggu25, Gg452, Gg470, Gg471 (Walker et al. 2001), Gg101B, Gg234 (Duffy et
al. 1998), Mvis057 (O’Connell et al. 1996), Mvis075 (Fleming et al. 1999), og Lut604 (Dallas
and Piertney 1998). Disse markgrene innlemmes i analysene nar det er pakrevd med spesielt
hgy opplasning, f.eks. ved slektskapsanalyser eller detaljert analyse av populasjonsstruktur.

For mest mulig standardisert analyse brukte vi en sakalt "touchdown”-protokoll for all mikrosa-
telittamplifisering (PCR). | vart spesifikke tilfelle brukte vi seks touchdown-sykler der annea-
lingstemperaturen ble redusert fra 58 til 52°C, fulgt av ytterligere 33 sykler med annealing ved
52°C. Alle PCR-produkter ble kjort pa en ABI3130 for generering av DNA-profiler.

2.2 Datakalibrering

DNA-profilene fra fem individer ble brukt som grunnlag for kalibrering av dataene. Her ble
DNA-profiler generert i Uppsala og ved NINA sammenlignet og en kalibreringsnekkel ble laget
basert pa lengdeforskjeller pa de ulike markgrene. Prinsippet for tillaging av kalibreringsngkkel
er illustrert i figur 2. For de to markegrene som er angitt i illustrasjonen ser vi at Uppsalas ana-
lysemaskin tolker allelstagrrelsen to basepar (bp) lengre enn maskinen ved NINAs laboratorium.
Dersom forskjellen i allelstarrelser er konsistent for alle individer som kalibreringen baseres pa,
vil det i praksis bety at NINA mé oppjustere sine allelstgrrelser med 2 bp for alle analyserte
praver pa disse to markerene for & fa data som er kompatible med Uppsalas data. Andre mar-
karer ma kanskje oppjusteres med 1 bp eller 3 bp, for andre igjen kan det vaere aktuelt & trekke
fra 1 bp eller 2 bp, mens enkelte av markgrene gir identiske allelstarrelser ved de to laboratori-
ene. Alle markgrer ble kalibrert pa denne maten, og en justert genotype ble automatisk gene-
rert i Excel ut i fra kalibreringsngkkelen. De justerte dataene ble sa brukt til individbestemmel-
sen, som altsa var basert pa 8 markerer. Resultatene fra Uppsala og NINA ble sammenlignet
og eventuelle uoverensstemmelser ble notert.
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NINA Gg216 Ggu42
172 180 202
Uppsala Gg216 Ggu42

182 204
174 /\
Al A A
Figur 2 Prinsippet for tillaging av en Kkalibreringsnekkel. lllustrasjonen viser analyseresultat fra

to laboratorier for et individ pa tvers av to markgrer. For ngyaktig og sikker kalibrering bor ka-
libreringsgrunnlaget veere basert pa minst 5 individer der flest mulig alleler er representert.

3 Resultater og diskusjon

3.1 Suksessrate og genotypningsfeil

DNA ble isolert fra totalt 71 praver, hvorav 47 hadde gitt fungerende DNA ved laboratoriet i
Uppsala, mens de resterende 24 ikke hadde fungert. 43 av de 47 opprinnelig fungerende pro-
vene gav DNA-isolater av god nok kvalitet til & gi tolkbare DNA-profiler fra vare analyser. De
resterende fem gav ikke-konsistente DNA-profiler pa tvers av uavhengige replikater eller fung-
erte ikke i det hele tatt, og ble tatt ut av analysen. Til gjengjeld fikk vi tolkbare resultater fra tre
av de prgvene som opprinnelig ikke hadde fungert i Uppsala. Dette viser at det er en viss vari-
asjon i kvaliteten ogsa blant fungerende praver, slik at en prgve som har gitt fungerende DNA
fra en isoleringsrunde, ikke behgver a gi DNA av god nok kvalitet i neste runde. Likeledes kan
enkelte av de prgvene der fgrste isoleringsforsgk mislykkes gi fungerende DNA ved reanalyse.

Alle 24 pragver som opprinnelig ikke fungerte i Uppsala ble testet for artstilhgrighet, eksemplifi-
sert for ti av prgvene i figur 3. Kun fem av disse 23 prgvene (25 %) var av sikker jervopprin-
nelse, mens hele 14 (58 %) var rgdrevekskrementer. Artstesten mislyktes for fire av pravene.
Dersom dette er et representativt bilde, kan det se ut som dragyt halvparten av de ikke-
fungerende prevene er rgdrevekskrementer. Med en suksessrate pa ca 60 %, betyr det at
dreyt 20 % av alle prgver samlet inn i forbindelse med overvakingen av den sgrnorske jervbe-
standen kan veere rgdrevekskrementer, og at den reelle suksessraten for faktiske jervekskre-
menter har ligget pa ca 80 % snarere enn 50-60 % som har veert rapportert for flere innsam-
lingssesonger. Vare resultater viser ogsa at det kan veere verdt a kjere artstesten for alle ikke-
fungerende prgver, og reanalysere de som er av sikker jervopprinnelse. Tre av fem prgver i
denne kategorien gav tolkbare DNA-profiler fra reanalysen ved vart laboratorium. En slik stra-
tegi vil potensielt kunne gke antall analyserte praver i det ferdige datasettet med 10-15 %.
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63 64 65 66 67 68 6970 71 72 F R

Figur 3 Artsbestemmelse for ti praver som ikke gav fungerende jerv-DNA ved opprinnelig ana-
lyse i Uppsala. Tallene er lspenummer for hver av de ti prgvene. De tre bandene til hayre angir
forventet lengde pé fragmentet dersom prgven kommer fra fiellrev (F), radrev (R) eller jerv (J).
Av disse ti pravene er det bare nr 63 som er jerv, mens de resterende ni er rgdrev.

Genotypingskvaliteten for de 46 fungerende prgvene var meget tilfredsstillende (Vedlegg 2,
Vedlegg 3). Legger en til grunn de atte markarene som individbestemmelsen var basert pa,
fant vi totalt 33 sakalte "allelic drop-out”, dvs genotypingsfeil der et av de to allelene faller ut pa
et heterozygot locus og saledes ikke vil detekteres i den synlige DNA-profilen (Figur 4). Dette
er den vanligste formen for genotypingsfeil, og dersom analysene ikke replikeres tilstrekkelig
mange ganger kan feil av denne typen fore til feil i den endelige DNA-profilen, som igjen kan
fare til at det dukker opp falske individer i datasettet. De observerte allelic drop-out utgjer 6,1
% av 553 enkeltreplikater der den korrekte genotypen er heterozygot. Dette er i trad med drop-
out raten pa mindre enn 10 % som er rapportert for det sgr-norske materialet analysert i Upp-
sala fra 2001-2006. Atte av de resterende elleve markgrene fungerte tilfredsstillende. De tre
siste markgrene fungerte ikke eller i beste fall sveert darlig, og ble strgket fra analysen. Den
totale drop-out raten for de ti pravene som ble kjgrt for alle 16 fungerende markgrer var pa 6,4
%, altsa sa a si identisk med resultatet fra alle 46 praver pa tvers av atte markearer.

File Sample Name SQi 0S SQ
[sai \ [ _ ]
frag 002 B04.fsa 46-1B [ |
180 . 1?-6 1?2 . I?G . 2?0 . 204
5100=
3400
1700+
[frag 002 BOSfsa 48-28B MNone [] ] ]
180 184 188 192 196 200 204
t 1 . t ¢ I t } I t ¢
189 i
3400+
1700+ .
[fraa 002 BOGfsa 46-38 None [] [} ]
180 . 1?6 . |§8 ) 'I!EE . |E‘i€ . 2?[] ) 204
5100+ 1 89

T ' 199

Figur 4 Eksempel pa allelic dropout der allel 199 har falt ut for det farste av tre replikater.
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File Sampie Name | Pane| | sai [0S [sa ]

frag 004 D09.fsa 4mixC None 5] [ ]
108 111 114 117 120 123
2000 i : i : : : : 1 i '
1500+ 1 1 4
1000+
500+
[fraq 004 D10 fsa 4mixC None =] [ |
108 111 114 117 120 123
2000 i | i | | | | i ] '
15004 114
1000+
S00+
[#rag 004 D11.tsa 4mixC None [] [] ]
B 108 m 14 117 120 123
2000 i | ' ; | ‘ 1 } '
1500+
1 114 120
1000+
S00+ ‘ l

Figur 5 Eksempel pa et falskt allel der den korrekte genotypen er homozygot for 114, men der
et falskt allel 120 dukker opp i det siste av tre replikater. For & blindt kunne gjenkjenne det fals-
ke allelet i dette tilfellet burde vi gjort ytterligere tre replikater for denne markaren.

En sjeldnere form for genotypingsfeil er sékalte falske alleler, som av og til vil dukke opp i en-
keltreplikater. Dette er artefakter som kan vaere til forveksling lik ekte alleler, slik at et individ
som er homozygot (en genetisk variant) pa et locus vil fremsta som heterozygot (to genetiske
varianter) pa dette locuset (Figur 5). En sjelden gang observerer vi ogsa tre alleler for et locus,
hvorav et er falskt. Totalt observerte vi 10 slike falske alleler pa 1320 fungerende enkeltreplika-
ter. Dette gir en meget lav feilprosent pa 0,8 %, som ogsa er i trad med det som er rapportert
fra Uppsala 2001-2006. Den lave feilprosenten tilsier at de fleste feil, om ikke alle, burde veere
detektert og utelukket fra de endelige DNA-profilene forut for individbestemmelsen.

3.2 Kalibrering av data og individbestemmelse

Fem praver ble brukt til & lage en kalibreringsnekkel (Tabell 1). For at dataene produsert ved
NINA skulle veere kompatible med det som var produsert i Uppsala, matte allelstgrrelsene jus-
teres opp 1 eller 2 bp for de aller fleste markgrene. To markarer méatte justeres opp 3 bp, mens
en matte justeres ned 1 bp. Kun to markgrer gav eksakt samme allelstgrrelse pa de to labora-
toriene. Ved a justere dataene i henhold til denne kalibreringsngkkelen kunne vi sa bruke da-
tabasen over individuelle genotyper fra Uppsala til & bestemme hvilke individer de analyserte
pravene vare representerte. Individbestemmelsen ble utfart som en blindtest ved at vi dataene
vare ble justert automatisk ved hjelp av en Excel-makro, og sa matchet opp mot alle individu-
elle jervgenotyper i Uppsala-databasen.

Av de 46 fungerende prevene vare var 43 tidligere analysert i Uppsala. Dataene vare for alle
disse 43 prgvene matchet perfekt med et eller to individer i databasen. | 40 av tilfellene kunne
vi basert pa DNA-profilen alene med sikkerhet sla fast at det dreide seg om et enkelt individ.
Hver av de tre resterende preavene hadde DNA-profiler som var identiske med to ulike individer
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Tabell 1 DNA-profiler for 5 praver generert ved laboratoriene pa NINA og EBC i Uppsala. For
at dataene skal vaere kompatible mellom de to laboratoriene, ser vi at allelstarrelsen ma juste-
res noen fa basepar opp eller ned for de aller fleste markarer. Justeringskolonnen angir hvor
mange basepar NINA-dataene ma justeres for & vaere kompatible med Uppsala-dataene. Brun
bakgrunn er angitt for de &tte markgrene som ble brukt til individbestemmelsen, mens de reste-
rende atte markgrene har rgd bakgrunn.

Ind140 Ind88 Ind147 Ind175 Ind542
(R306150) | (R306380) | (R306454) | (R306455) | (R306707)

Markor Justering

Gg7 +1
Gg14 +2
Gg42 +2

Mvis75 +3
Gg216 +2
Gg443 +1
Gg454 +2
Gg465 0

Gg25 +1

Mvis72 0

Gg101 +2
Gg234 +1
Gg452 +1
Gg470 +3
Gg470 +2

Lut604 -1

i databasen pa tvers av de 8 anvendte markgrene. Det var likevel ingen tvil om hvilket individ
det dreide seg om. | to av tilfellene hadde de to matchende individene forskjellig kjgnn. For det
siste individparet var et av de to dyra representert med en vevsprgve fra et hiuttak gjort i 2004,
altsa en ded jerv som ikke kunne gjenfinnes i 2005. Alle de matchende individene var de
samme som var identifisert fra de aktuelle prgvene i Uppsala (Flagstad et al. 2006). Disse re-
sultatene viser at kalibreringen har fungert utmerket og at kvaliteten pa genotypingen er god
nok til sikker identifisering av individer og kjgnn.
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To av de tre pravene som ikke tidligere var analysert i Uppsala gav ogsa en utvetydig match i
databasen. R306420 representerer Ind176, en hann som ble observert farste gang i 2005 i
Rindal kommune, mens R306402 representerer Ind771. Denne prgven ble samlet inn i februar
i Tydal kommune, ca tre mil fra svenskegrensen. Sent i juni finner vi sa igjen denne tispa ca ti
mil inne i Jamtland der hun rapporteres a ha etablert seg pa et hi. Trolig er dette ei ung tispe
som varen/forsommeren 2005 var i ferd med & etablere territorium et godt stykke fra fgdeste-
det sitt. Den siste praven, R306443, representerer en ny hann i Surnadal kommune.

4 Konklusjon

Forste delmal i dette pilotprosjektet var a kvalitetssikre naveerende “state-of-the-art” metodikk
for genotyping av ekskrementer ved NINAs genetiske laboratorium. Vi fulgte etablerte metoder
utviklet ved Hans Ellegrens laboratorium i Uppsala med meget tilfredsstillende resultater. Bade
suksessraten for fungerende praver og feilprosenten for genotypingen la pa samme niva som
for tilsvarende materiale analysert i Uppsala. Vare analyser viste videre at mange av de ikke-
fungerende prgvene er radrevekskrementer (58 %), mens bare 25 % var sikre jervekskremen-
ter. Tre av de fem ikke-fungerende verifiserte jervekskrementene gav tolkbare DNA-profiler.
Dette betyr at en reanalyse av ikke-fungerende prgver som i henhold til artstesten er av sikker
jervopprinnelse, kan gi en viss gkning i suksessraten, som igjen kan gi sikrere informasjon over
hvor mange jerv som finnes i ulike omrader.

Et annet viktig delmal var a sikre kompatibilitet mellom data produsert pa NINA og data produ-
sert i Uppsala. Totalt 43 prgver gav fungerende DNA ved begge laboratorier, og samtlige prg-
ver hadde identiske DNA-profiler etter justering av dataene i henhold til kalibreringsngkkelen
som ble lagd forut for analysen. Resultatene viser pa en overbevisende mate at nayaktig kalib-
rering av genetiske data fra flere ulike laboratorier er mulig dersom man har et felles referan-
semateriale. Resultatene viser videre at ved ngyaktig oppfelging av forhandsdefinerte regler
for akseptering av genotyper, og tilstrekkelig mange replikater, er det sveert sannsynlig at den
endelige DNA-profilen blir korrekt.

Disse resultatene har viktige implikasjoner i forhold til opprettelsen av en felles database over
genetiske data for rowvilt i Skandinavia. | denne sammenhengen er det av stor betydning for
forvaltende myndigheter og de ulike forskningsmiljgene at data generert i ulike laboratorier er
kompatible. Det er ingen grunn til a tro at kalibreringen er mer problematisk for de andre rovvilt-
artene vare. Dette fordi den skandinaviske bestanden av alle arter har et relativt begrenset og
oversiktlig sett med alleler for hver av de anvendte markgrene.

Vi vil far sommeren legge fram et forslag pa minst fem referanseprgver og et sett med marke-
rer for hver av de fire artene, som alle involverte laboratorier ma kjgre gjennom for & kunne le-
vere data til den felles skandinaviske databasen for rovviltgenetikk. Selve kalibrerings-
prosessen vil bli beskrevet i detalj inklusive et forslag pa hvordan radataene fra de ulike labora-
toriene skal handteres og konverteres til universelle data pa en mest mulig hensiktsmessig
mate.

13
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Vedlegg 1

Detaljert beskrivelse av protokollen for isolering av DNA fra ekskrementer slik den er utviklet ved
Hans Ellegrens laboratorium i Uppsala

General information
This method is used to extract DNA from faeces samples. A kit from QIAGEN is available for

this method and is called ‘QIAamp® DNA Stool Mini Kit'. This procedure is taken directly from
the handbook (Ref 1), with a few modifications.

Description of method

Important notes before starting

Ensure that Buffers AW1 and AW2 have been prepared according to the instructions on
the labels.

Mix all buffers before use.

If a precipitate has formed in Buffer ASL or AL, dissolve by incubating at 70°C. This can be
done by putting the bottle on the heating block until there is no longer any precipitation in
the buffer.

Prepare a 70°C water bath or heating block for use in step 16.

All centrifugations should be carried out at room temperature (15-25°C).

The 2 ml tubes used should be wide enough to accommodate an InhibitEX tablet (e.g., Ep-
pendorf Safe-Lock, cat. no. 0030120.094 or Sarstedt Safe-Seal, cat. no. 72.695).

To increase robustness of downstream PCR assays of DNA eluates from stool (faeces)
samples, we strongly recommend adding BSA to PCR mixtures to a final concentration of
0.1 g/0l (e.g., Serva cat. no. 11920 or New England Biolabs® BSA, cat. no. BSA-007). To
increase PCR specificity, we recommend the use of QIAGEN HotStarTag DNA poly-
merase.

It is very important to be careful when dealing with extractions and DNA, as not to get con-
tamination. Therefore, always use the assigned lab space using coats available in that
room. Always clean the bench with bleach before and after each extraction. Change gloves
regularly or as soon as you see you’ve been contaminated. During step 2, when cutting the
samples, change gloves between each sample. Use a new scalpel and a new piece of
aluminum foil for each sample.

The samples should soak in buffer overnight, so you need to plan your work accordingly.

The procedure

1.

Add 1.6 ml Buffer ASL to 2 ml microcentrifuge tubes (not provided in the kit), one for each
extracted individual. Always have a negative control, a tube with no sample, to detect con-
taminations.

Put a piece of aluminium foil on the bench, to put under the faeces sample. Take a new

scalpel and cut a small piece of the faeces sample (~180-220 mg) and put it in the tube
containing Buffer ASL. Secretions are handled the same way. For frozen urine samples,

15
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

cut a small piece of ice and put it in the tube containing Buffer ASL. If precipitation occurs
in buffer, heat up the tube to 70°C for about a minute. For liquid urine samples, pipet 200
Ol into the tube.

Vortex samples so the material is mixed with the buffer.

Put tubes in fridge (+4-8°C) over night to let the samples soak in buffer for a longer time.
This has proven to be more effective than continuing at once.

Before continuing the next day, heat the samples for a few minutes at 70°C to dissolve the
precipitation in the buffer.

Vortex continuously for 1 min or until the faeces sample is thoroughly homogenized.

Prepare a set of new tubes by adding 1 InhibitEX tablet into a new 2 ml microcentrifuge
tube (not provided in the kit).

Centrifuge the faeces sample at full speed (13,000rpm) for 1 min to pellet faeces particles.

Pipet 1.4 ml of the supernatant into the tube with the InhibitEX tablet and discard the fae-
ces pellet.
Note: Transferring small quantities of pellet will not affect the procedure.

Vortex immediately and continuously for 1 min or until the tablet is completely suspended.
Incubate suspension for 1 min at room temperature to allow inhibitors to adsorb to the In-
hibitEX matrix.

Centrifuge sample at full speed (13,000rpm) for 6 min to pellet faeces particles and inhibi-
tors bound to InhibitEX.

Note: The pellets formed after each centrifugation will break up quickly if supernatant is not removed im-
mediately. Therefore, work as fast as you can in the next step. If you have a large number of samples, you
can split them up and centrifuge one part first before continuing with the second.

Immediately after the centrifuge stops, pipet all of the supernatant into a new 1.5 ml centri-
fuge tube (not provided in the kit) and discard the pellet. Centrifuge sample at full speed
(13,000rpm) for 6 min.

Note: Transferring small quantities of pellet material will not affect the procedure.

Pipet 25 [l Proteinase K into a new 2 ml microcentrifuge tube (not provided in the kit).

Pipet 600 (]l supernatant from step 12 to the 2 ml microcentrifuge tube containing Pro-
teinase K.

Note: With new manufacturer of InhibitEX tablets it is usually difficult to get as much as 600 [l of super-
natant. Remove as much of the supernatant as you can without touching the pellet. Also work fast in this
step so the pellet does not break up. No remains of tablet material should be transferred.

Add 600 [l Buffer AL and vortex for 15 s.
Note: Do not add Proteinase K directly to Buffer AL. It is essential that the sample and Buffer AL are thor-
oughly mixed to form a homogenous solution.
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.
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Incubate at 70°C for 10 min. Centrifuge briefly to remove drops from the inside of the tube
lid.

Add 600 [l of ethanol (95%) to the lysate, and mix by vortexing. Centrifuge briefly to re-
move drops from the inside of the tube lid.

Note: Once ethanol has been added, it is OK to take a break and leave the samples up to a few hours at
room temperature before continuing.

Label the lid of the QlAamp spin columns provided in a 2 ml collection tube. Carefully apply
600 [l lysate from step 17 to the QlAamp spin column without moistening the rim. Close
the cap and centrifuge at 11,000rpm for 1 min. Place the QlAamp spin column in a new 2
ml collection tube, and discard the tube containing the filtrate.

Note: If the lysate has not completely passed through the column after centrifugation, centrifuge again un-
til the column is empty.

Carefully open the spin column, apply a second aliquot of 600 (Il lysate and centrifuge at
11,000rpm for 1 min. Place the QlAamp spin column in a new 2 ml collection tube, and dis-
card the tube containing the filtrate.

Repeat step 19 to load the third aliquot of lysate onto the spin column.

Carefully open the spin column and add 500 [l Buffer AW 1. Centrifuge at 13,000rpm for 1
min. Place the spin column in a new 2 ml collection tube, and discard the tube containing
the filtrate.

Carefully open the spin column and add 500 [l Buffer AW2. Centrifuge at 13,000rpm for 3
min. Place the spin column in a new 2 ml collection tube, and discard the tube containing
the filtrate.

Place the column into a new 2 ml collection tube (not provided in the kit) and centrifuge at
13,000rpm for 1 min to remove the last remains of Buffer AW2. Residual Buffer AW2 in the
eluate may cause problems in downstream applications.

Transfer the spin column into a new, labelled 1.5 ml microcentrifuge tube (not provided in
the kit) and pipet 100 1 Buffer AE directly onto the QlAamp membrane. Incubate for at
least 5 min at room temperature, then centrifuge at 11,000rpm for 1 min to elute DNA.

Leave spin column in tube and add another 100 [l Buffer AE onto the QlAamp membrane.
Incubate for at least 3 min at room temperature, then centrifuge at 11,000rpm for 1 min to
elute DNA. Final volume of eluted DNA in tube will be 200 [1I.

Storage

DNA extractions are stored at -20°C.

References
1. QlAamp DNA Stool Mini Kit Handbook, 08/2001, pages 22-24
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Vedlegg 2

Radata for fungerende prgver pa tvers av de atte markgrene som individbestemmelsen ble
basert pa. Konsensusgenotypen basert pa 3-6 replikater er angitt i redt, mens den justerte ge-
notypen er uthevet i svart. Allelic dropout markeres med rad bakgrunn, mens falske alleler
markeres med oransje bakgrunn.

Gg7 Gg14 | Gg42 | Mvis75 | Gg216 | Gg443 | Gg454 | Gg465

R306150 |166|170(189|189|202|202(138(140(|174|174| 95 | 95 |138]|138(183(183

166|170|189(189|202|202|138(140(174|174| 95 | 95 (138(138|183|183

166|170|189(189|202|202|138(140(174|174| 95 | 95 ({138(138|183|183

166(170(189|189|202(202|138|140(174(174| 95 | 95 (138138183 (183

167(171(191|191|204|204|141|143({176(176| 96 | 96 (140|140|183 (183

R306380 |168|170(189|199|202|202(136(138|174|180| 95 | 95 |134|136(173(181

168|170|189(199|202|202|136(138|174|180| 95 | 95 |134|136|173|181

168|170(189(199|202|202|136(138|174|180| 95 | 95 |134|136|173|181

168(170(189|199|202(202|136|138(174(180| 95 | 95 (134|136|173 (181

169|171(191|201|204|204(139(141|176|182| 96 | 96 |136|138(173(181

R306406 |170|170(199|199|202|202(136(140(|172|172| 95 | 95 |138]|140(173(183

170]170|199(199|202|202|136(140({172|172| 95 | 95 (138(140|173|183

170]170|199(199|202|202|136(140({172|172| 95 | 95 (138(140|173|183

170(170(199|199|202(202|136|140(172(172| 95 | 95 (138|140|173|183

171(171(201|201|204 (204|139|143(174(174| 96 | 96 (140|142|173 (183

R306420 |166|166(189|189|202|202(138(138|174|174| 95 | 95 |138]|140(183(183

166|166|189(189|202|202|138(138(174|174| 95 | 95 ({138(140|183|183

166|166|189(189|202|202|138(138(174|174| 95 | 95 ({138(140|183|183

166(166(189|189|202(202|138|138(174(174| 95 | 95 (138|140|183|183

167|167(191|191|204|204(141(141|176|176| 96 | 96 |140|142(183(183

R306454 |166|170(189|199|202|202(134(140(|172|174| 95 | 95 |138|140(173(173

166(170|189|199(202|1202|134(140(172|174| 95 | 95 |138|140(173|173

166|170|189(199|202|202|134(140(172|174| 95 | 95 (138(140|173|173

166(170(189|199|202(202|134|140(172{174| 95 | 95 (138|140|173|173

167(171(191|201|204 (204|137|143({174(176| 96 | 96 (140|142|173 (173
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R306283
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172

95

95

134

134

168

168

189

199

138

138

172

172

95

95

134

134

173

183

169

169

191

201

141

141

174

174

96

96

136

136

173

183

R306208

166

168

202

202

134

138

172

174

95

95

134

140

173

183

166

168

202

202

134

138

172

174

95

95

134

140

173

183

166

168

202

202

134

138

172

174

95

95

134

140

173

183

166

168

202

202

134

138

172

174

95

95

134

140

173

183

167

169

204

204

137

141

174

176

96

96

136

142

173

183

R306213

166

166

189

199

206

206

138

140

174

174

95

99

138

138

173

183

166

166

189

199

206

206

138

140

174

174

95

99

138

138

173

183

166

166

189

199

206

206

138

140

174

174

95

99

138

138

173

183

166

166

189

199

206

206

138

140

174

174

95

99

138

138

173

183

167

167

191

201

208

208

141

143

176

176

96

100

140

140

173

183

R306390

170

170

202

202

138

138

174

180

95

97

134

140

181

183

170

170

189

199

202

202

138

138

174

180

95

95

134

140

181

183

170

170

189

199

202

202

138

138

174

180

95

95

134

140

181

183

170

170

189

199

202

202

138

138

174

180

95

95

134

140

181

183

171

171

191

201

204

204

141

141

176

182

96

96

136

142

181

183

R306491

166

168

189

189

202

202

136

140

174

174

95

95

138

138

173

183

166

168

189

189

202

202

136

140

174

174

95

95

138

138

173

183

166

168

189

189

202

202

136

140

174

174

95

95

138

138

173

183

166

168

189

189

202

202

136

140

174

174

95

95

138

138

173

183

167

169

191

191

204

204

139

143

176

176

96

96

140

140

173

183
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R306180

166

170

189

199

202

202

136

140

172

174

95

95

134

138

183

183

166

170

189

199

202

202

136

140

172

174

95

95

134

138

183

183

166

170

189

199

202

202

136

140

172

95

95

134

138

183

183

166

170

189

199

202

202

136

140

172

174

95

95

134

138

183

183

167

171

191

201

204

204

139

143

174

176

96

96

136

140

183

183

R306254

168

168

189

199

202

206

138

138

174

174

99

99

138

138

183

183

168

168

189

199

202

206

138

138

174

174

99

99

138

138

183

183

168

168

189

199

202

206

138

138

174

174

99

99

138

138

183

183

168

168

189

199

202

206

138

138

174

174

99

99

138

138

183

183

169

169

191

201

204

208

141

141

176

176

100

100

140

140

183

183

R306193

170

170

189

199

202

202

136

140

174

180

99

99

138

140

173

183

170

170

189

199

202

202

136

140

174

180

99

99

138

140

173

183

170

170

189

199

202

202

136

140

174

180

99

99

138

140

173

183

170

170

189

199

202

202

136

140

174

180

99

99

138

140

173

183

171

171

191

201

204

204

139

143

176

182

100

100

140

142

173

183

R306107

166

166

189

189

202

202

134

140

172

174

95

95

134

138

183

183

166

166

189

189

202

202

134

140

172

174

95

95

134

138

183

183

166

166

189

189

202

202

134

140

172

174

95

95

134

138

183

183

166

166

189

189

202

202

134

140

172

174

95

95

134

138

183

183

167

167

191

191

204

204

137

143

174

176

96

96

136

140

183

183

R306242

166

168

202

202

134

138

172

174

95

99

134

138

173

183

166

168

202

202

134

138

172

174

95

99

134

138

173

183

166

168

202

202

134

138

172

174

95

99

134

138

173

183

166

168

202

202

134

138

172

174

95

99

134

138

173

183

167

169

204

204

137

141

174

176

96

100

136

140

173

183

R306404

168

168

189

199

202

202

136

138

172

174

95

99

134

140

183

183

168

168

189

199

202

202

136

138

172

174

95

99

134

140

183

183

168

168

189

199

202

202

136

138

172

174

95

99

134

140

183

183

168

168

189

199

202

202

136

138

172

174

95

99

134

140

183

183

169

169

191

201

204

204

139

141

174

176

96

100

136

142

183

183

R306354

166

168

189

197

202

202

134

138

172

174

95

95

134

140

183

183

166

168

189

197

202

202

134

138

172

174

95

99

134

140

183

183

166

168

189

197

202

202

134

138

172

174

95

95

134

140

183

183

166

168

189

197

202

202

134

138

172

174

134

140

183

183

167

169

191

199

204

204

137

141

174

176

136

142

183

183
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R306103

166

170

189

199

202

202

138

140

172

172

95

99

134

134

183

183

166

170

189

199

202

202

138

140

172

172

95

101

134

134

183

183

166

170

189

199

202

202

138

140

172

172

95

99

134

134

183

183

166

170

189

199

202

202

138

140

172

172

95

99

134

134

183

183

167

171

191

201

204

204

141

143

174

174

96

100

136

136

183

183

R306698

170

170

199

199

202

202

134

138

174

174

95

95

138

140

183

183

170

170

199

199

202

202

134

138

174

174

95

95

138

140

183

183

170

170

199

199

202

202

134

138

174

174

95

95

138

140

183

183

170

170

199

199

202

202

134

138

174

174

95

95

138

140

183

183

171

171

201

201

204

204

137

141

176

176

96

96

140

142

183

183

R306725

168

168

189

199

202

206

136

140

174

174

95

95

138

140

183

183

168

168

189

199

202

206

136

140

174

174

95

95

138

140

183

183

168

168

189

199

202

206

136

140

174

174

95

95

138

140

183

183

168

168

189

199

202

206

136

140

174

174

95

95

138

140

183

183

169

169

191

201

204

208

139

143

176

176

96

96

140

142

183

183

R306416

168

170

189

199

202

202

134

138

174

174

95

97

134

136

189

199

134

138

95

95

134

136

168

170

202

202

134

138

174

174

95

95

134

136

181

183

168

170

189

199

202

202

134

138

95

95

134

136

169

171

191

201

204

204

137

141

96

96

136

138

R306716

168

170

189

189

202

206

138

138

172

174

95

95

138

140

181

183

168

170

189

189

202

206

138

138

172

174

95

95

138

140

181

183

168

170

189

189

202

206

138

138

172

174

95

95

138

140

183

168

170

189

189

202

206

138

138

172

174

95

95

138

140

181

183

169

171

191

191

204

208

141

141

174

176

96

96

140

142

181

183

R306370

168

168

189

199

202

202

138

138

172

172

95

95

134

134

173

183

168

168

189

199

202

202

138

138

172

172

95

95

134

134

173

183

168

168

189

199

138

138

172

172

95

95

134

134

173

183

168

168

189

199

202

202

138

138

172

172

95

95

134

134

173

183

169

169

191

201

204

204

141

141

174

174

96

96

136

136

173

183

R306262

170

170

189

199

202

202

136

136

95

95

138

140

173

173

170

170

189

199

202

202

136

136

172

180

95

95

138

140

173

173

170

170

189

199

202

202

136

136

172

180

95

95

138

140

173

173

170

170

189

199

202

202

136

136

172

180

95

95

138

140

173

173

171

171

191

201

204

204

139

139

174

182

96

96

140

142

173

173
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R306251

166

166

189

189

202

206

138

138

174

174

95

95

138

138

183

166

166

189

189

202

206

138

138

174

174

95

95

138

138

183

166

166

189

189

202

206

138

138

174

174

95

95

138

138

183

166

166

189

189

202

206

138

138

174

174

95

95

138

138

183

167

167

191

191

204

208

141

141

176

176

96

96

140

140

183

R306115

166

168

189

199

174

174

95

95

134

136

166

174

174

95

95

134

136

166

168

189

199

95

95

134

136

166

168

95

95

134

136

166

168

189

174

174

95

95

134

136

166

168

95

95

134

136

166

168

189

199

174

174

95

95

134

136

167

169

191

201

176

176

96

96

136

138

R306192

170

170

189

199

202

202

136

140

174

180

99

99

138

140

173

183

170

170

189

199

202

202

136

140

174

180

99

99

138

140

173

183

170

170

189

199

202

202

136

140

174

180

99

99

138

140

173

183

170

170

189

199

202

202

136

140

174

180

99

99

138

140

173

183

171

171

191

201

204

204

139

143

176

182

100

100

140

142

173

183

R306112

166

168

189

197

202

202

134

138

172

174

95

95

134

140

173

183

166

168

189

197

202

202

134

138

172

174

95

95

134

140

173

183

166

168

189

197

202

202

134

138

172

174

95

95

134

140

173

183

166

168

189

197

202

202

134

138

172

174

95

95

134

140

173

183

167

169

191

199

204

204

137

141

174

176

96

96

136

142

173

183

R306426

168

168

199

199

202

204

138

138

172

174

95

99

140

140

173

183

168

168

199

199

202

204

138

138

172

174

95

99

140

140

173

183

168

168

199

199

202

204

138

138

172

174

95

99

140

140

173

183

168

168

199

199

202

204

138

138

172

174

95

99

140

140

173

183

169

169

201

201

204

206

141

141

174

176

96

100

142

142

173

183

R305913

166

166

189

189

202

206

138

138

174

174

95

95

138

138

173

183

166

166

189

189

138

138

174

174

95

95

138

138

173

183

166

166

189

189

202

206

138

138

174

174

95

95

138

138

173

183

166

166

189

189

202

206

138

138

174

174

95

95

138

138

173

183

167

167

191

191

204

208

141

141

176

176

96

96

140

140

173

183
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R306696 |170(170 189206 138|138 (172 4 95 | 95 |134(138|173|183
170|170|189(199| - | - |138(138 172 95| 95 |134(138{173|183
170|170|189(199| - | - |138(138| - | - | 95| 95 (134[138|173|183
170|170(189|199 138(138 95 | 95 |134(138(173|183
171|171{191|201 141141 96 | 96 |136(140(173|183

R306738 |168|170(189|199|202|202(138(140(|172|172| 95 | 99 |138]|138(183(183
168|170|189(199| - | - |138(140(172|172| 95| 99 (138(138|183|183
168|170|189(199| - | - |138(140(172|172| 95| 99 (138(138|183|183
168|170(189|199 138|140(172|172| 95 | 99 (138(138|183|183
169|171(191|201 141(143({174|174| 96 |100({140|140|183|183

R305917 |168|170(189|199|202|202(138(140(|174|180| 95 | 99 |138|140(173(173
168|170|189(199| - | - |138(140({174|180| 95| 99 (138(140|173|173
168|170|189(199|202|202|138(140(174|180| 95 | 99 (138(140|173|173
168|170(189|199 138|140(174|180| 95 | 99 (138(140|173|173
169|171({191|201 141|143({176|182| 96 |100({140|142|173|173

R306402 |168|170({199|199|202|202(136|138|172 174m 99 |136|140(181(183
168 il 199(199| - | - |136(138(172|174| 95| 99 (136(140|181|183
168 [l 199(199|202(202|136(138(172|174| 95 | 99 (136(140|181]|183

199(199 136(138(172|174| 95 | 99 (136(140|181|183
201|201 139(141({174|176| 96 |100({138|142|181|183

R306289 |166|170(189|189|202|202(138(138|174|174| 95 | 95 |134]|138(173(183
166|170|189(189| - | - |138(138(174|174| 95| 95 (134|138|173|183
166|170|189(189|202|202|138(138(174|174| 95 | 95 (134|138|173|183
166|170(189|189 138|138(174|174| 95 | 95 (134(138|173|183
167|171({191|191 141|141{176|176| 96 | 96 (136|140|173|183

R306444 |168|168(189|189|202|202(138(138|172|172| 95 | 95 |134|140(183(183
168|168|189(189| - | - |138(138(172|172| 95| 95 (134|140|183|183
168|168|189(189|202|202|138(138(172|172| 95 | 95 ({134|140|183|183
168|168(189|189 138|138(172|172| 95 | 95 (134(140|183|183
169|169(191|191 141|141({174|174| 96 | 96 (136|142|183|183

R306635 |168|170(199|199|202|202(138(140(|172|172| 95 | 95 |138]|138(173(173
168|170|199(199| - | - |138(140(172|172| 95| 95 (138(138|173|173
168|170|199(199|202|202|138(140(172|172| 95 | 95 (138(138|173|173
168|170(199|199 138(140(172|172| 95 | 95 (138(138|173|173
169(171(201|201 141|143({174|174| 96 | 96 (140|140|173|173
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R306443

166

170

189

197

202

202

134

138

172

174

95

95

134

138

173

183

166

170

189

197

202

202

134

138

172

174

95

95

134

138

173

183

166

170

189

197

202

202

134

138

172

174

95

95

134

138

173

183

166

170

189

197

202

202

134

138

172

174

95

95

134

138

173

183

167

171

191

199

204

204

137

141

174

176

96

96

136

140

173

183
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Vedlegg 3

Radata for de ti pravene som ble kjart pa tvers av alle 16 fungerende markarer. Konsensus-
genotypen basert pa 3 replikater er angitt i redt, mens den justerte genotypen er uthevet i
svart. Allelic dropout markeres med r@d bakgrunn, mens falske alleler markeres med oransje
bakgrunn.

R306150 R306380 R306406
cq7 166 | 166 | 166 [ 166|167 | | 168 | 168 [168] 168 [169]| | 170 [ 170 [170]170]171
170 [ 170 [170[170|171]| | 170 | 170 [170| 170 {171 | 170 | 170 [ 170|170 | 171
Ggt4 189 | 189 | 189 189|191 | 189 [ 189 [ 189|189 [191] | 199 | 199 [ 199199 |201
189 | 189 189 (189|191 | | 199 | 199 [199| 199 [201| | 199 | 199 | 199|199 | 201
625 163 | 163 [ 163|163 |164| [ 163 [ 163 [163| 163 [164] | 157 [ 157 [ 157|157 | 158
165 | 165 | 165 [ 165 | 166 165m165 165|166 | | 157 | 157 | 157|157 [158
6g42 202 | 202 [ 202202 204 | | 202 | 202 (202|202 |204| | 202 | 202 | 202|202 | 204
202 | 202 [ 202|202 [204| | 202 | 202 (202|202 | 204 | | 202 | 202 | 202 | 202 | 204
Mvis72 | 265 | 265|265 265|265 | 267 | 267|267 | 267 | 267 265
267 | 267 | 267 | 267 [ 267 | | 269 | 269 | 269 | 269 | 269 | | 267 | 267
Mviso7s | 138|138 138[138 (141 | 136 | 136 [136 | 136 [ 139 | | 136 | 136 | 136 136|139
140 | 140 | 140 [ 140|143 | | 138 | 138 [138| 138 [141| | 140 | 140 | 140|140 143
G101 145 | 145 145|145 147 | [ 145 | 145 [ 145|145 [147 | | 151 [ 151 [151] 151153
151 | 151 | 151 (151|153 | | 145 | 145 | 145|145 [147| | 151 [ 151 | 151|151 | 153
Gg216 174 | 174 | 174|174 |176| | 174 [ 174 174|174 {176 ]| [ 172 | 172 [ 172|172 174
174 | 174 [174 174|176 | | 180 | 180 [ 180|180 [182] | 172 | 172 | 172|172 174
Gg234 97 | 97 |97 |97 |98 | [ 91|91 |91 ]|91|92|]91]9191]091]92
101 [ 101 [101 101|102 | 97 | 97 |97 | 97 |98 || 91 | 91 | 91 | 91 | 92
Ggaa3 95 | 95 | 95| 95|96 | | 95|95 95|95 96| | 95| 9505|0596
95 | 95 | 95| 95|96 | | 95|95 |95|95|96||95| 95|95 05|96
Gq452 113 [ 113 [ 113|113 | 114 [ 113|113 [113[ 113 [114] [ 113 [ 113 [113[113]|114
113 [ 113 | 113|113 |114| [ 113|113 | 113|113 [114]| [ 115 | 115 | 115|115 116
G454 138 [ 138 | 138|138 140 [ 134 [ 134 [ 134|134 [136| | 138 | 138 [ 138|138 | 140
138 | 138 [138 138|140 | 136 | 136 [ 136|136 {138 | 140 | 140 | 140|140 | 142
G465 183 | 183 | 183|183 183 [ 173 [ 173 [173| 173 [173]| [ 173 | 173 [ 173|173 173
183 | 183 | 183|183 |183| | 181|181 |181| 181 [181| | 183 | 183|183 183|183
GgaT0 113 [ 113 [113[113]116| [ 115 [ 115 [115] 115 [118] | 113 [ 113 [113] 113|116
115 [ 115 | 115|115 |118| [ 115|115 | 115|115 [118]| [ 113 [ 113 | 113|113 | 116
. 115 [ 115 | 115 115|117 [ 115|115 [ 115|115 [117]| [ 115 | 115 [ 115|115 117
117 | 117 | 117 [117 | 119 [ 115|115 | 115|115 [117]| [ 117 [ 117 | 117|117 | 119
Luteoa | 114|114 114114113 [ 114 114|114 ] 114113 [ 1141114 (114114 ] 113
120 [ 120 [120 [ 120|119 | [ 120 | 120 [120| 120 [119] | 114 | 114 [ 114|114 | 113
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R306420 R306454 R306455
. 166 | 166 | 166|166 [167| | 166 | 166 [ 166|166 [167| | 168 | 168 [ 168 ] 168 [ 169
166 | 166 | 166 | 166|167 | | 170 | 170 [170 170 |171| | 170 | 170 [170 [170 [171
Gt 189 | 189 [189[189 (191 | 189 | 189 [189|189[191| | 197 [ 197 [ 197 [197 [ 199
189 | 189 189 (189|191 | [ 199 | 199 [199|199|201| | 199 | 199 | 199 [ 199 | 201
625 163 | 163 [ 163 157 [ 157 [ 157 157|158 [ 157 [ 157 | - [157[158
m165m 165 | 165 [ 165|165 |166 | | 163 | 163 | - [163|164
gaz | 202|202 202|202 ]204] [202 | 202 [202]202 204 | 202 [ 202 | 202 | 202 204
202 | 202 [202 202|204 | | 202 | 202 | 202|202 |204 | | 202 | 202 | 202|202 | 204
wisra 27| - |27 267 | 267 267|267 [ 267 | | 265 | 265 | 265 | 265 | 265
267 | - |267 267 | 267 | 267 267|267 | | 265 | 265 | 265 | 265 | 265
Mviso7s | 138 [ 138138138 [ 141 [ 134134 [134 134137 [ 134 [ 134 134134137
138 | 138 [138 (138|141 | | 140 | 140 [140| 140|143 | | 140 | 140 | 140 [ 140|143
Ggror | 143] 143 [143[1431145] [151 | 151 151451 (153 | | 143 [ 143 | 143 | 143|145
143 | 143 | 143|143 |145| | 151 | 151 | 151|151 |153 | | 143 | 143 [ 143 143|145
cgzte | 174|174 [174[174 76| [172| 172 [72]472 (174 172 [ 172 [172 172174
174 | 174 | 174|174 |176| | 174 | 174 |174 [174|176 | | 180 | 180 | 180|180 | 182
Gg234 97 [ 97 [o7 |97 |98 o1 o1 o1 o1 [e2]]o1]o1]01]91]92
97 | 97 |97 |97 |98 | | 91 | 91 | 91| 91 | 92| | 101|101 |101]101 102
Ggaas | 95| 95|95 (95 98] 95|05 050050960505 |95 0596
95 | 95 |95 |95 |96 | | 95 | 95 | 95| 95|96 || 95 | 95 | 95 | 95 | 96
Ggas2 115 [ 115 [115 115116 [113 [ 113 [113]113[114] [ 115 [ 115 [115[115] 116
115|115 [115|115|116| | 115|115 |115|115|116| | 115 | 115 [ 115|115 | 116
Gga54 138 | 138 [138[ 138|140 [ 138 | 138 [138[138[140[ [ 134 [ 134 [134[134[136
140 | 140 | 140 | 140 |142| | 140 | 140 140 [140 [142 | | 140 | 140 | 140|140 [ 142
Ga65 183 | 183 [183[183[183] [ 173 [ 173 [173[173[173| [ 173 [ 173 [173[173[173
183 | 183 [183[183|183| | 173|173 [173]173|173| | 183 | 183 | 183|183 | 183
Ggaro | 113[ 113 [113[ 113 116] [ 113|113 1413413 (116 | 113 [ 113 | 113|113 116
115|115 |115|115|118| | 113|113 [113[113|116| | 115 | 115 [ 115|115 [ 118
Ggart | 118[115(118]115[117 | [417[117 [147[117[119] [115 | 115 | 115 [115]117
115 [ 115 [115 115|117 | 117 | 117 [ 117|117 | 119 | 115 [ 115 [115] 115|117
LuTeos | 114] 114114 114 [ 114 [ 114114 113] [ 120 [ 120 [ 120 [ 120 [ 119
114 | 114 [120 114 | 114 [ 114|114 113| [ 120 | 120 | 120 [ 120 | 119
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R306482 R306501
a7 166 | 166 [168 | 166 [ 167 - | 166 [ 166|166 ] 167
9 170 [ 170 [ 170 [ 170 [ 171 - |168|168| 168|169
Gatd - | 189 (189 (189|191 189 [ 189 [ 189 [ 189 [ 191
9 - 1199|199 199|201 189 | 189 [ 189|189 | 191

163 | 163 | - - |163] -
Gg25

165|163 | - - |163] -
Gaaz | 202]202(202(202]204] 202|202 202202 204
g 202|202 | 202|202 |204| |202]202 202202204

- | 267 267 -
Mvis72 6 6 m

- | 269 269 - |269

1 138 138 | 141 1 - |136]136[1
Mviso7s | 138 38 36 36 39

140 [ 140 | 140 | 140 | 143 140 | - [140[140(143
Gato1 | 15[ 151(151[151]153 143 | 143 [ 143|143 [ 145
9 151|151 [ 151|151 [ 153 151[151 [151 [ 151|153

172 [ 172 [ 172|172 [ 174 - |74 -
Gg216

174 | 174 [BE2N 174 | 176 - 174 -

91 |91 {91 ]91]092 97 | 97 | 97 | 97 | 98
Gg234

91 |91 |91]|91]92 o7 | 97 | 97 | 97 | 98

95 | 95 [ 95 | 95 | 96 95 | 95 [ 95 | 95 | 96
Gg443

99 99“99 100 95 | 95 [ 95 | 95 | 96

113113 [113[113[114] [113]113]113]113]114
Gg452

113|113 [113[113[114| [113]113]113]| 113|114
Gaasa | 138|138 (138|138 140 138 [ 138 [ 138 [ 138 | 140
g 138 [ 138 [ 138 | 138 | 140 138 | 138 [ 138 [ 138 | 140

173173 [173[173 [ 173 173173 [173[173[ 173
Gg465

P2 183 | 183|183 183 183183 183|183

113113 [113[113 [ 116 113| - [113[113[116
Gg470

113113 [113 113 [ 116 115| - [115[115[118
Ggar1 | 115|115 [115[115[117 115|115 [115[115[ 117

117 [ 117 [117 [ 117 [ 119 117 [ 117 [117 [ 117 [ 119

114 [ 114 [ 114 [ 114 [ 113 114 [ 114 [ 114114 ] 113
LUT604

120 [ 120 [ 120 [ 120 [ 119 114|114 [114 114|113
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R306707 R306272
Ga7 168 | 168 | 168 | 168 | 169 166 | 166 WYLN 166 | 167
9 168 | 168 | 168 | 168 | 169 170 | 170 | 170 | 170 | 171
Ga14 189 | 189 | 189 | 189 | 191 199 | 199 | 1991199 | 201
9 199 | 199 |1 199 | 199 | 201 199 | 199 | 199|199 | 201
163 | 163 | 163 | 163 | 164 157 | 163 | 163
Gg25
165 | 165 |1 165 | 165 | 166 163 | 163 | 163
Ga42 202 | 202 | 202 | 202 | 204 202 | 202 202|202 ]204
9 204 | 204 | 204 | 204 | 206 206 | 206 | 206 | 206 | 208
. 267 | 267 | 267 | 267 | 267 267 | 267 | 267 | 267 | 267
Myvis72
267 | 267 | 267 | 267 | 267 267 | 267 | 267|267 | 267
134 |1 134 | 134 | 134 | 137 140 | 140 | 140 | 140 | 143
Mvis075
138 | 138 | 138 | 138 | 141 140 | 140 | 140 | 140 | 143
145 | 145 |1 145 | 145 | 147 151 151 | 151 ] 151 | 153
Gg101
151 | 151 | 151 | 151 | 153 151 151 | 151 ] 151 | 153
174 1 174 | 174 | 174 | 176 172 | 172 | 172|172 | 174
Gg216
176 | 176 | 176 | 176 | 178 174 | 174 | 174 | 174 | 176
91 91 91 | 91 | 92 91 91 91 | 91 | 92
Gg234
97 | 97 | 97 | 97 | 98 91 91 91 | 91 | 92
95 95 | 951 95 | 96 99 99 99 99 [ 100
Gg443
99 [ 99 1 99| 99 | 100 99 99 99 1 99 {100
115 | 115 ) 115|115 | 116 113 113 [ 113|113 | 114
Gg452
115 ) 115 | 115|115 116 113 113 | 113|113 | 114
138 | 138 | 138 | 138 | 140 134 | 134 | 134|134 | 136
Gg454
140 | 140 | 140 | 140 | 142 138 | 138 | 138 | 138 | 140
183 | 183 | 183 | 183 | 183 183 | 183 | 183|183 | 183
Gg465
183 | 183 | 183 | 183 | 183 183 | 183 | 183|183 | 183
115 | 115 ) 115 115|118 113 | 113 | 113|113 | 116
Gg470
115 ) 115 | 115|115 | 118 115 115 [ 115115 118
GgaT1 115 ) 115 [ 115|115 | 117 117 | 117 | 117 [ 117 | 119
115 | 115 ) 115 | 115|117 117 | 117 | 117 | 117 | 119
- - 114 - 114 | 114|114 | 113
LUT604
- - 114 - 120 | 120|120 | 119
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