Institutionen for Ekologi
Dr Mikael Akesson 2012-01-16

Genetisk undersokning av varg fran svenska djurparker med avseende pa
genetiskt ursprung och hybridisering med hund

Hybridisering mellan varg och hund ar fullt méjlig och har dokumenterats ske i det vilda. Eftersom
detta kan paverka vargars formaga att Overleva och fa partners ar undersodkningar och
uppfdljningar av eventuella hybridiseringar i det vilda bevarandegenetiskt viktigt. Har understks om
grundare till den skandinaviska djurparksstammen kan vara forsta eller andra generationens
hybrider.

Bakgrund

Vargar ar kapabla att hybridisera med flera arter inom hunddjursfamiljen, daribland hundar. Det
finns ett flertal genetiska studier av férekomst och omfattning av hybridisering mellan varg och
hund i det vilda (se Wayne och Vila 2003). Dessa studier indikerar att hybridisering ar relativt
ovanligt férekommande i Europa trots att varg samexisterar med hund &éwver i princip hela dess
utbredning och att hundar pa flera stallen ar mycket vanligare an vargar. Ett fatal hybrider har
identifierats med genetiska markorer i Lettland (Andersone m.fl. 2002) och i Skandinavien (se Vila
och Walker 2003). | dessa fall rorde det sig om individer som utifran deras utseende var misstankta
hybrider. Dessutom visar andra studier att hybridisering skett i begransad omfattning i Bulgarien
(Randi m.fl. 2000), Italien (Verardi 2006) och pa Iberiska halvon (Wayne och Vila 2003, Godinho
m.fl. 2011).

Den vanligaste metoden for att identifiera hybrider samt féorekomst av introgression (d.v.s. nar
hybrider genom tillbakakorsning for éver gener fran en art/population till en annan) ar anvandandet
av hogvariabla genetiska markorer (framst mikrosatelliter) fran autosomalt DNA. Den absoluta
majoriteten av arvsmassan utgoérs av autosomalt DNA dar varje individ bar pa tvd homologa
uppsattningar som nedarvs fran fadern respektive modern. Eftersom en individ endast arver halften
av respektive foralders arvsmassa, sa sker det efter hybridisering, med efterféljande aterkorsning
med varg, en halvering av arvet fran hund for varje generation. Genom att uppskatta en vargs
genetiska likhet med hund relativt andra “rena” vargar kan man alltsd uppskatta i vilken
utstrackning en varg bar pa en stérre andel hundtypiskt DNA an vad som férvantas av en ren varg
och i viss man aven uppskatta i vilken generation en eventuell hybridisering skett.

Den skandinaviska djurparksstammen har grundats av totalt nic individer med harkomst fran vilda
vargpopulationer i Skandinavien (bade fran den fore och efter 1983 da den "nya” vargpopulationen
grundades), Finland, Ryssland, Estland och Lettland. | denna studie utvarderas ifall tre av dessa
grundare samt en dotter till en fjarde grundare visar indikationer pa att vara sena hybrider mellan
varg och hund. Fdéljande individer har behandlats:

"Laika”; tik fodd 1980 i Moskva Zoo fran vildfédda foraldrar

"Tyra”; tik fodd i vilt tillstand i Estland 1989 och inlamnad till Tallinn Zoo samma ar

"Gaisma”; en hane fodd i vilt tillstand i Lettland 1996 och &verford till Riga Zoo samma ar
"Tarja”; tik fodd 1998 i Lycksele Djurpark och dotter till "Ester”, vilket ar en vildfédd tik fran
Estland

For att undersOoka dessa vargars harkomst anvands PCR-baserade metoder for att ta fram den
genetiska variationen pa autosomala mikrosatelliter samt delar av mitokondriellt DNA (mtDNA).
Denna genetiska information jamférs med genotyperna fran vargar, hundar samt hybrider dem
emellan. Ett genetisk referensmateral fran varg (se nedan) och hund finns tillgangligt men eftersom
det saknas genetiskt material fran korsningar dem mellan anvandes simulerade hybrider och
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tillbakakorsningar, vilkas genotyper togs fram utifran tillganglig genetisk information fran vargar och
hundar.

En forutsattning for att kunna identifiera hybrider ar att det finns en observerbar genetisk skillnad
(d.v.s. skillnad i allelfrekvenser) mellan de hybridiserande populationerna. Den genetiska
differentieringen mellan varg och hund uppskattades darfér med bland annat Fsr (Weir och
Cockerham 1984). Differentieringen kan variera mellan Fst = 0 (ingen genetisk skillnad) och Fsr =
1 (total genetisk isolering). Genetisk differentiering avgor ifall det ar majligt att identifiera hybrider
och med okad differentiering 6kar bade sakerheten och mdjligheten att identifiera hybridiseringar
langre bak i generationerna.

Ett viktigt antagande vid anvandandet av allelfrekvenser for att identifiera hybrider ar att
referenspopulationerna genetiskt representerar de populationer som testindividerna harstammar
fran. Referensmaterial saknas tyvarr fran just de omraden (Estland, Lettland och i omradet kring
Moskva, Ryssland) som djurparksvargarna sannolikt harstammar fran. Istallet anvandes
referenspopulationer som vi har material fran, namligen nordvastra Ryssland (i regionerna Karelen
och Arkhangelsk) och Litauen. Som ett led i analysen var det darfor viktigt att kvantifiera och testa
likheten mellan genotyperna fran djurparksvargarna och vargarna i referenspopulationerna. Detta
kan aven ge en viss vagledning till vilken referenspopulation som l|ampar sig bast for
hybrididentifiering.

For att undersdka om djurparksvargarna ar hybrider eller avkommor till hybrider gjordes en
Bayesiansk klusteranalys med programmet STRUCTURE v2.3.3 (Pritchard et al 2000) dar
individerna grupperas helt eller delvis till varg eller hund. Med hundar och vargar separerade i tva
olika genetiska kluster kommer en “ren” varg eller hund tydligt gruppera med ettdera klustret
medan en individ med blandad harkomst kommer att gruppera mer eller mindre markant med bada
klustren. En nackdel med Bayesiansk analys ar att den statistiska sakerhetsgraden inte gar att
uppskatta. Darfor anvands istéllet troskelvarden for att beddma om en individ ar hybrid eller inte.
For att fa en uppfattning om hur stor andel korrekta bedomningar ett visst troskelvarde ger kordes
simulerade hybrider i STRUCTURE pa samma satt som de observerade genotyperna. Dessutom
uppskattades mer detaljerade sannolikheter for genotyperna att komma fran specifika
hybridklasser eller rena” populationer med NEWHYBRIDS 1.1 (Anderson och Thompson 2002)

En liten del av organismers arvsmassa nedarvs enbart frdn modern. Denna del av arvsmassan
finns i cellernas mitokondrier och kallas mitokondriellt DNA (mtDNA). Mitokondrier ar organeller
med central roll i cellens amnesomsattning. Genetisk variation bade inom och mellan olika
hunddjursarter finns i den mitokondriella arvsmassan och da framférallt pa kontrollregionen som ar
s.k. skrap-DNA pa mtDNA-kedjan. Samma variant av kontrollregionen finns dock oftast antingen
hos vargar eller hos hundar men sallan hos bada arterna. Férekomsten av en hundtypisk variant i
en vild vargpopulation indikerar alltsa att hybridisering kan ha skett. Det gar dock inte utifran enbart
mtDNA att sdga hur manga generationer tillbaka en eventuell hybridisering skett. Dessutom
avslojar mtDNA endast de hybridiseringstillfallen da den hybridiserande hunden var en tik.
Djurparksvargarna har sekvenserats for tre markorer pa kontrollregionen och jamférts med vargar
fran referensmaterial samt med publicerade sekvenser pa varg och hund.

Material och metoder

Totalt har fyra DNA-prov (fran blod och serum) fran svenska djurparksvargar analyserats: "Laika”
(serum), "Tyra” (blod), "Gaisma” (blod), "Tarja” (serum). Serum innehaller mycket lagre
koncentrationer DNA an blod, men tillrackligt med DNA kunde prepareras (enligt nedan) for att
bedriva studien. De tre forsta vargarna utgor tillsammans med Ester (mor till Tarja) fyra av nio
grundare till den svenska djurparsstammen. De andra fem vargarna utgdrs av ett syskonpar fddda
1965 i det vilda i Skandinavien, ett syskonpar fédda 1950 i det vilda i Finland samt tiken "Vilde”
som ar fodd i Koppangsreviret (Norge) ar 1997.

For att testa ursprunget for de fyra vargarna har 90 referensprover anvants, varav
e 13 vargar (vadvnadsprov) dédade mellan 1995 och 2000 i Archangelsk, Ryssland
e 23 vargar (vavnadsprov) dédade mellan 1995 och 2000 i Karelen, Ryssland



e 28 vargar (hud- och harprov) provtagna fran skinn i Litauen
e 26 hundar (harprov) frdn 19 olika raser och blandraser (Griffon, Westi, Kelpie (2 st),
Borderterrier, Amerikansk Cocker Spaniel x Pudel, Malinois (2 st), Schafer x labrador,
Schéfer x Malinois, Schafer (3st), Irlandsk Setter, Vorster, Hovawart, Cocker Spaniel (2 st),
Pudel, Finsk Spets (2 st), Minsterlander, Leonberger, Riesenschnauzer och Ostsibirisk
Laika (2 st)
DNA fran har preparerades i 200 ul lysis-buffert (0.1 M Tris, 0.005 M EDTA, 0.2% SDS, 0.2 M
NaCl) och 1.5 pl Proteinas K (20 mg/pl) foljt av inkubering pa 55°C i tre timmar. DNA félldes ut och
centrifugerades efter att 10 pl natriumacetat (3M) och 220 pl ren etanol tillsatts. Lésningen
avlagsnades med pipet och precipitatet |6stes i destillerat vatten.

DNA fran blod (200ul) och vavnad preparerades i 300-500 uyl SET-buffert (0.15 M NaCl, 0.05 M
TRIS, 0.001 M EDTA), 10 ul SDS (20 %) och 13 pl Proteinas K (10 mg/ul) foljt av inkubering pa
55°C 6ver natten. DNA renades sedan genom extraktion med fenol och kloroform-isoamylalkohol.
Darefter foljde precipitering av DNA med 10 pl natriumacetat (3M) och 440 pl ren etanol, tvattning
med 75 % etanol och torkning i rumstemperatur éver natten. Slutligen I6stes precipitatet i destillerat
vatten.

For att uppskatta om djurparksvargarna utgér avkommor eller attlingar till hund togs genotypen for
27 autosomala mikrosatelliter fram med hjalp av PCR. Dessa utgjordes av 20, 123, 225, 250, 253
(Ostrander et al. 1993), 2001, 2010, 204, 2006, 2054, 2079, 2096, 2137, 2140, 2159, 2168, 2201
(Francisco et al. 1996), AHT002, AHT004, AHT101 (Holmes et al. 1993), AHT103, AHT119,
AHT121, AHT138 (Holmes et al. 1995), Vwf (Shibuya et al. 1994), PEZ03 och PEZ06 (Neff et al.
1999). Reaktionslésningen for PCR var 10 pl och innehdll 1-2 pl templatldésning (25 ng DNA/ pl), 2
u Taq DNA polymeras, 1 uM primer (forward och reverse), 1.25 mM dNTPs, 1 ul 10X PCR buffert
och 2.5-5 mM MgCI2. PCR-reaktionen utgjordes av en inledande denatureringsfas pa 95°C i 10
minuter, foljt av 35 cykler med 95°C i 30 s, 50-60°C i 90 s och 72°C i 90 s, och avslutningsvis en
elongeringstid pa 72°C i 10 minuter.

For varje markor gjordes PCR pa tva replikat av provet, en negativ kontroll och en referens. PCR-
produkterna separerades och visualiserades genom kapillar elektrofores med en ABI3730XL
(Applied Biosystems). Detta utférdes av Uppsala Genome Center (Rudbecklaboratoriet, 751 85
Uppsala). Vargarna fran Arkhangelsk och Karelen samt hundarna har ocksa typats pa de 27
autosomala mikrosatelliterna, dven om det finns viss variation i antalet markdrer mellan prover
(Arkhangelsk: 24-27 markoérer (max-min), Karelen: 23-27 markorer, Hund: 15-27 markorer).
Vargarna fran Litauen har typats pa hogst 20 markérer (variation mellan 17 och 20 markoérer).
Alleler bestamdes med Genemapper 4.0 (Applied Biosystems) och kontrollerades manuellt.

Mitokondriellt DNA nedarvs maternellt, vilket innebar att mitokondriella markdrer avsldjar
moderslinjens ursprung. Férekomsten av en hund-specifik haplotyp pa mitokondrien hos en
férmodad varg skulle alltsa indikera att en hund-tik en till flera generationer tillbaka reproducerat sig
med en varg. Av denna anledning har ett kort fragment (192 baspar) pa kontrollregionen (position
15525-15716pa DQ480503 i GenBank) amplifierats med primers 4F (TCA GTA TCT CCA GGT
AAA CC) and 4R (GAG GGA CAT TAC GAG CAA). Kontrollregionen utgér den mest variabla
regionen pa mitokondriellt DNA (mtDNA) och lampar sig sarskilt vid sarskiljningen mellan
narbeslaktade arter och populationer. Haplotyperna fran djurparksvargarna jamférdes med erhalina
sekvenser fran referensproverna samt sekvenser publicerade i GenBank. Eftersom en haplotyp
hos djurparsvargarna patraffats bade bland vargar och hundar sa sekvenserades ett langre
fragment (379 baspar) av kontrollregionen pa mtDNA fran djurparksvargarna motsvarande position
15745-16124. Detta gjordes med primers L16452 (GGG CCC ATA CTA ACG TGG GG) och H222
(AAC TAT ATGT CCT GAA ACC) i enlighet med Vila m.fl. (1997). Sekvensen jamférdes darefter
med publicerade sekvenser i GenBank efter allignment i Geneious Pro 5.1.6 (Drummon m.fl.
2011).

Genetisk variation och differentiering mellan referenspopulationerna

Mikrosatelliternas diversitet, d.v.s. medelantalet alleler per markér (Na), antal unika alleler, samt
observerad (Ho) och férvantad (He) heterozygoti samt Fis uppskattades FSTAT v2.9.3.2 (Goudet
2001).



For att kunna identifiera hybrider mellan olika kallpopulationer m.h.a. mikrosatelliter kravs det att
populationerna skiljer sig at genetiskt (d.v.s. mikrosatelliterna bar pa alleler med olika frekvens
mellan populationerna). Den genetiska differentieringen mellan hund och varg (samt mellan de
olika populationerna av varg) uppskattades med parvis Fst (Weir and Cockerham 1984) i FSTAT
och s.k. AMOVA (Analysis of Molecular Variance; Michalakis och Excoffier 1999) i programmet
Arlequin 3.5 (Excoffier och Lischer 2010).

En grafisk visualisering av den genetiska differentieringen mellan hundar och de tre olika
vargpopulationerna gjordes med FCA (Factorial Correspondence Analysis) i Genetix 4.05 (Belkhir
m.fl. 2004).

Eftersom inget referensmaterial finns tillgangligt fran de omraden dar de fyra djurparsvargarna
harstammar fran, anvands ett s.k. grupperingstest fér att uppskatta vilkken av de tre
referenspopulationerna som bast forklarar genotypen for respektive varg samt hur sannolikt det ar
att genotypen skulle patraffas hos en avkomma fran respektive referenspopulation.
Grupperingstestet bygger pa principen att det ar mer sannolikt att en individ harstammar fran en
population dar allelerna som individen bar pa ar vanligt forkommande. Den samlade sannolikheten
(L) att en individ bar pa en viss uppsattning alleler baseras pa allfrekvenserna i respektive
ursprungspopulation i. Forutsatt att allelfrekvenserna skiljer sig mellan de olika populationerna
kommer darmed populationen i med hogst L; utgéra den mest sannolika ursprungspopulationen.
Alla analyser gjordes i GeneClass2 (Piry m.fl. 2004) med utrdkning av L; i enlighet med Rannala
and Mountain (1997). Notera att vi med denna metod endast tar reda pa med vilken population en
genotyp passar bast bland de inbdrdes jdmférda populationerna. Det utesluter ddrmed inte att
individen harstammar fran en population varifran prover saknas i jamférelsematerialet.

For att kunna utesluta populationstillhérighet anvandes ett permuteringstest (Paetkau m.fl. 2004),
vilket innebar att genotyper simulerades fram i respektive population, efterféljt av utrdknandet av L;
for varje simulerad genotyp. Verkliga genotyper vars L; ligger utanfér 95 procent av den simulerade
fordelningen av Li-varden kan med signifikant sannolikhet sagas inte tillhéra populationen i fraga.

STRUCTURE-analys

For att undersdka huruvida en individ bar pa genetiskt material fran bade varg och hund eller bara
en av dem utférdes en modellbaserad klusteranalys med programmet STRUCTURE 2.3.3
(Pritchard et al 2000). Analysen ar individbaserad och bygger pa att gruppera individer helt eller
delvis till ett forbestamt antal genetiska kluster (K). Efter att ka hort modellen utgdr klustren utgoér
grupper av individer (eller snarare delarna av individernas arvsmassa) som, utifrdn det givna
antalet kluster (K), troligast kommer fran samma population. Genom att definiera antalet kluster till
K=2 kommer vargar och hundar att gruppera till separata kluster. Med hundar och vargar
separerade i tva olika kluster kommer en hybrid att visa mindre markant gruppering till nagon
klustren. Vardet q; anger andelen av en individs arvsmassa som beraknas harstamma till kluster i.
Med genotyperna fran de fyra djurparksvargarna bestamdes deras genetiska harkomst med
avseende pa hund och varg genom att uppskatta g; och felmarginalen hos q (med s.k.
kreditabilitetsintervall). Tva olika modeller med djurparksvargarna kérdes med 1) hundar och vargar
frdn Karelen samt 2) hundar och vargar fran Litauen. Bada modellerna replikerades fem ganger
med i princip identiska resultat. Darfor rapporteras bara ett av replikaten for respektive modell.

For att fa en uppfattning hur effektivt hybrider och individer fran foraldrapopulationerna kan
identifieras anvandes simulerade scenarion dar olika hybridklasser "skapades” i Hybridlab 1.0
(Nielsen et al 2006). Baserat pa allelfrekvenserna hos hundar och vargar i referensmaterialet
skapades:

¢ 100 simulerade genotyper baserat pa allelfrekvenserna av hund (H)

¢ 100 simulerade genotyper baserat pa allelfrekvenserna hos en av populationerna av varg
(Vi)
100 simulerade genotyper av férsta generationens hybrider (F1) mellan H och V;
100 andra generationens hybrider (F2), d.v.s. avkomman mellan tva F1-individer
100 tillbakakorsningar mellan F1 och varg (F1xV;)
100 tillbakakorsningar mellan F1 och hund (F1xH)



Med K=2, anvandes STRUCTURE for att bestdmma de simulerade individernas ursprung. Med ett
qi>0.85 beddmdes individen komma fran foraldrapopulationen i, medan ett qi<0.85 innebar att
individen beddémdes som hybrid. Med de simulerade individernas sanna harkomst berdknades
andelen korrekta bedémningar. Denna andel ger en indikation pa hur effektivt det gar att identifiera
hybrider av olika klasser (F1, F2, F1xVi and F1xH).

NEWHYBRIDS-analys

Ytterligare en metod for att undersdka huruvida en individ tillhdr en blandad stam mellan varg och
hund ar en modellbaserad (Bayesiansk) grupperingsmetod som utférs med programmet
NewHybrids 1.1. (Anderson och Thompson 2001). Istéllet for att gruppera alleler och genotyper till
tva kluster erbjuder denna metod mdojligheten att berakna inbérdes sannolikheter for att individen
tillhor en viss foraldrapopulation eller hybridklass. Notera att sannolikheterna endast gar att jamféra
inbordes i det paret av populationer som undersoks. | likhet med STRUCTURE-analysen anvandes
simulerade genotyper for att uppskatta andelen korrekta bedémningar av bestamningarna utifran
de inbdrdes sannolikheterna.

Resultat

Totalt har mellan 15 och 27 autosmala mikrosatelliter analyserats pa 26 hundar och 68 vargar,
varav 13 insamlade i Ryska Arkhangelsk, 23 i Ryska Karelen, 28 i Litauen och 4 vargar fran
svenska djurparker. Med undantag av 7 markorer som inte analyserats pa de Litauiska vargarna,
var alla markorer polymorfa (variabla) i alla grupper med 2 till 19 alleler per markér och
heterozygotivarden mellan 0.396 (225) och 0.948 (2137; Tabell 1).

Tabell 1. Genetisk variation pa a) 20 respektive b) 27 autosmala mikrosatelliter for
referenspopulationerna med avseende pa medelantalet alleler, heterozygoti (He) samt antalet

totala unika alleler foér respektive vargpopulation i relation till hund (och tvartom).
Standardavvikelsen for angivha medelvarden anges inom parantes.
Varg Hund
Arkhangelsk Karelen Litauen
Antal individer 13 23 28 26

a) 20 autosomala markorer
Antal alleler 7.10 (2.81) 8.05 (2.93) 8.00 (3.76) 8.8 (3.94)

Antal unika alleler 55 63 56 89 Archangelsk)
78 (Karelen)
72 (Litauen)

Heterozygoti 0.77 (0.12) 0.79 (0.10) 0.78 (0.10)  0.77 (0.12)

b) 27 autosomala markorer

Antal alleler 6.78 (2.46) 7.74 (2.96) 8 (4.24)

Antal unika alleler 67 82 100 Archangelsk)
89 (Karelen)

Heterozygoti 0.77 (0.11) 0.78 (0.10) 0.75 (0.14)

Avvikelser mellan den observerade heterozygotin (Ho) inom referenspopulationerna med
heterozygotin som férvantas (He) utifran allelfrekvenser kan bero pa att nagon specifik markér bar
pa nollalleler (vilket leder till en underskattning av de observerade heterozygotin). Ifall avvikelse
mellan Ho och He observeras pa flera markorer kan det dock vara mer troligt en utomstaende
faktor (t.ex. en spridningsbarriar eller frekvent inavel) paverkar jamvikten mellan homozygoter och
heterozygoter (den s.k. Hardy-Weinbergjamvikten). Avvikelser fran Hardy-Weinbergjamvikt brukar



uppskattas med Fs-varden, vilka varierar mellan -1 (total brist pA homozygoter) och 1 (total brist pa
heterozygoter), medant F\s=0 innebar Hardy-Weinbergjamvikt. Bland litauiska vargar observerades
en signifikant avvikelse fran Hardy-Weinbergjamvikt (Fis = 0.109, p<0.05), vilket forklaras av tva
markorer 2159 (Fis 0.697, p<0.05) och AHT119 (Fs=0.426, p<0.05). Detta kan bero pa
forekomsten av nollaller hos dessa markorer. Slutsatserna av fortsatta analyser paverkades dock
inte namnvart av borttagandet av dessa markérer fran analysen. De rapporterade analyserna
nedan inkluderar darfor alla tjugo markérerna fran de litauiska vargarna. Hundarna visar en
markant avvikelse fran Hardy-Weinbergjamvikt (F\s = 0.277, p<0.05) och detta férklaras av att alla
utom en av de 27 markdrerna visade lagre heterozygoti an férvantat (varav sex markérer till
signifikant grad). Eftersom flera raser anvants och det finns markanta barriarer for ett fritt genfléde
dem emellan s& ar denna avvikelse fran Hardy-Weinberg inte ovantad.

Andelen genetisk variation som kunde forklaras av uppdelningen mellan varg och hund var 4.5%
av den totala genetiska variationen. Ytterligare 2.9% av variationen férklaras av uppdelningen
mellan de tre olika vargpopulationerna. Den genetiska differentieringen mellan varg och hund
varierade mellan 0.089 och 0.095 (alla med p<0.05; Tabell 2). Den genetiska differentieringen
mellan de olika vargpopulationerna var som férvantat lagre och varierade mellan 0.014 (Karelen
och Archangelsk; p>0.05) och 0.051 (Karelen och Litauen; p<0.05).

Tabell 2. Genetisk differentiering Fsr (Weir och Cockerham 1984) mellan de olika
referenspopulationerna uppskattade med 20 autosomala mikrosatellitmarkdrer (Gver diagonalen)
samt 27 autosmala mikrosatellitmarkdrer (under diagonalen). Signifikans (* = p<0,05) indikerar att
populationerna ar differentierade.

Varg (Arkhangelsk) Varg (Karelen) Varg (Litauen) Hund

Varg (Arkhangelsk) - 0.014 0.050* 0.093*
Varg (Karelen) 0.017 - 0.051* 0.089*
Varg (Litauen) - - - 0.095*
Hund 0.087* 0.092* - -

Den hogre genetiska skillnaden mellan vargpopulationerna och hundpopulationen &r observerbar
aven vid plottning med hjalp av FCA (Factorial Correspondence Analysis; Figur 1). Den genetiska
variationen mellan individerna delas da upp i tva (eller flera) oberoende komponenter (faktorer)
som bast forklarar den genetiska variationen bland individerna. Som kan ses i Figur 1A finns det
inget 6verlapp i faktor 1 (som forklarar 5.34% av den genetisk variationen) mellan hundar och
vargar. Alla fyra vargarna fran de svenska djurparkerna grupperar relativt val med vargarna. En
FCA med endast vargarna representerade i analysen resulterade (i enlighet med Fsr-analysen) i
en separation mellan litauiska vargar och ryska vargar (Figur 1B). Nagon tydlig gruppering med
endera populationerna kan dock inte ses for djurparksvargarna.

Vid grupperingsanalysen av djurparsvargarna visar alla djurparksvargarna en mycket liten
sannolikhet (p<0.001) att vara av direkt boérd fran populationen av vargar i Arkhangelsk samt fran
hundpopulationen. Det fanns emellertid en viss skillnad mellan djurparksvargarna med vilken av de
andra tva referenspopulationerna de grupperade bast (Tabell 3). Tyra (fran Estland) grupperade
bast med de Karelska vargarna medan Gaisma (fran Lettland) och Tarja (dotter till Ester fran
Estland) grupperade bast med de litauiska vargarna. Laika (fran Ryssland) daremot grupperade
ungefar lika val med Karelen som Litauen. Utifrdn dessa resultat utfors hybridtesterna av
djurparksvargarna endast med de karelska och litauiska referenserpopulationerna.



A
2 =
1 o
Gaisma Tyra
Bo
o ]
§ -1 Tarja Laika
2 VARG (ARCHANGELSK)
N OVARG (KARELEN)
£ .2 O VARG (LITAUEN)
=2 HUND
700
3 4
-4 4
-1 -0.5 0 0.5 1 15 2 25
Faktor 1 (5.34%)
B
15 4
o
o
14
Gaisma o]
o
0.5 4 2 Tarja o ©O o
F
§ ° AN
; o °,8 ol N
e 0 000 @2) o %OOo O VARG (ARCHANGELSK)
'g ‘(3)00 o\o\g,0° O VARG (KARELEN)
£ o T 5 O VARG (LITAUEN)
= o 200
05 4 :
Laika
Tyra
%0
o
1
%0
o
-15 . . . - . 3
-1.5 -1 0.5 0 05 1 15

Faktor 1 (4.69%)

Figur 1. Gruppering av de analyserade genotyperna fran hundar och vargar (fran Karelen,
Arkhangels, Litauen och svenska djurparker (ZOO)) med FCA (Factorial Correspondence
Analysis). Faktor 1 och 2 ar de komponentar av den genetiska variationen bland 20 mikrosatelliter
som forklarade den mesta variationen bland de analyserade individerna.

Tabell 3. Sannolikheten (log(L;)) att djurparksvargarnas genotyper skulle patraffas bland direkta
avkommor till de fyra testade referenspopulationerna. Det minst negativa vardet utgér den mest
sannolika gruppen. Inom parantes anges ett varde som motsvarar den procentuella andelen
sannolikheten i relation till summan sannolikheterna 6r alla referenspopulationer. Ett varde pa
~100% innebar att sannolikheten att patraffa genotypen i andra populationer an den aktuella ar
férsumbar. Signifikans (* = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001) indikerar att det &r osannolikt att
individen harstammar direkt fran populationen.
Varg (Arkhangelsk) Varg (Karelen) Varg (Litauen) Hund

Laika 417 (0)* -33.2 (58.2) -33.3 (41.8) -44.9 (0) **
Tyra -35.5 (0) -31.7 (99.9) -35.1 (0) -44 (0) **
Gaisma -41.5 (0) ** -36.9 (0)** -33.4 (100) -52.2 (0) ***

Tarja -42.6 (0) ** -39.5 (5.4) ** -38.2 (94.6) -53.2 (0) ***




STRUCTURE-analys

Analysen i STRUCTURE med hundar och karelska vargar som referenspopulationer visade pa en
tydlig gruppering av populationerna (Figur 2A). Bland hundarna var medelmedlemskapet till
hundklustret Q; = 0.985. Den hund (en korsning mellan Amerikansk Cocker Spaniel och Pudel)
som visad lagst medlemskap hade q4<0.85. De kareleka vargarnas medelmedlemskap till
vargklustret var Q,=0.994. Djurparksvargarna visade alla en tydlig gruppering med varg med
q>0.943 (Figur 2A, Tabell 4A) aven om osakerheten for Laika och Tyra ar nagot for stor for att
sakert dra slutsatsen att de gruppera med vargarna. Detta baseras péa kreditabilitetsintervallen for
q; for Laika och Tyra ligger 6ver troskelvardet (q; = 0.85).

STRUCTURE-analysen av de simulerade genotyperna 6ver karelska vargar, hundar, F1, F2, F1xH
och F1xV visade att féraldrapopulationerna grupperades korrekt till 98 % och 100% av fallen for
vargar respektive hundar (Figur 3A). Troskelvardet pa q; for bestamning till en av
foraldrapopulationer var da vardet o6versteg 0.85. Medelmedlemskapet for simulerade vargar
respektive hundar var qi=0.994 och q;=0.986. Foér F1-hybriderna var medelmedlemskapet qi=0.513
och aldrig var g>0.85. For F2-hybriderna var medelmedlemskapet q=0.514 och i 1 av 50 fall var
q>0.85 och hade darmed med detta troskelvarde felaktigt bestadmts till en hund. Fér F1xH och
F1xV var medelmedlemskapet q; = 0.771 (till hundklustret) respektive 0.767 (till vargklustret). | 24%
respektive 12 % av fallen var dock g;>0.85 och darmed bestdamda till en av féraldrapopulationerna.
Detta indikerar alltsa att foérmagan att detektera en aterkorsning ar avsevart lagre for
tillbakakorsningar an for F1- eller F2-hybrider.

Tabell 4. Gruppering (g;) med hundkluster respektive vargkluster fran STRUCTURE-analys samt
inbordes sannolikheter att tillhora en viss foraldrapopulation eller hybridklass fran
NEWHYBRIDS. For vargar och hundar i referenspopulationerna anges medelvadret fér g; och
inom parantes anges det 90-procentiga kredibilitetsintervallet for .. Under NEWHYBRIDS-analys
anges de inbordes sannolikheterna att tillhéra grupperna varg, hund, F1, F2, F1xV och F1xH for
referenspopulationerna (medelvardet anges) och djurparksvargarna.. Varden i fet stil anger de
mest sannolika grupperna.

STRUCTURE-analys

NEWHYBRIDS-analys

Varg Hund Varg Hund F1 F2 F1xV  F1xH
A) Karelska vargar som referenser
Varg 0.994 (0.857-1)  0.006 (0, 0.143) 0.988 0.000 0.000 0.001 0.011 0.000
Hund 0.014 (0-0.747)  0.986 (0.253, 1) 0.000 0.990 0.000 0.001 0.000 0.008
Laika 0.943 (0.661, 1)  0.057 (0-0.339) 0.616 0.000 0.059 0.070 0.254 0.001
Tyra 0.979 (0.842,1)  0.021 (0-0.158) 0.889 0.000 0.005 0.021 0.085 0.000
Gaisma 0.996 (0.981,1)  0.004 (0-0.019) 0.997 0.000 0.000 0.000 0.003 0.000
Tarja 0.988 (0.913,1)  0.012 (0-0.087) 0.959 0.000 0.000 0.001 0.039 0.000
B) Litauiska vargar som referenser
Varg 0.984 (0.317-1)  0.016 (0, 0.683) 0.984 0.000 0.001 0.003 0.011 0.000
Hund 0.008 (0-0.218)  0.992 (0.782, 1) 0.000 0.987 0.001 0.002 0.000 0.010
Laika 0.960 (0.715,1)  0.040 (0-0.285) 0.874 0.000 0.026 0.015 0.085 0.000
Tyra 0.959 (0.695, 1)  0.041 (0-0.305) 0.956 0.000 0.002 0.010 0.032 0.000
Gaisma 0.995 (0.977,1)  0.005 (0-0.023) 0.997 0.000 0.000 0.000 0.003 0.000
Tarja 0.984 (0.882,1) 0.016 (0-0.118) 0.985 0.000 0.000 0.001 0.015 0.000

| STRUCTURE-analysen med Litauiska vargar och hundar som referenspopulationer erhélls ocksa
en tydlig uppdelning mellan populationerna med ett medelmedlemskap pa Q4=0.992 fér hundar och
Q,=0.984 for Litauiska vargar. En litauisk varg visade ett medlemskap ;<0.85. Notera att
medlemskapet var nagot lagre jamfort med analysen med karelska vargar, vilket troligen beror pa
att analysen bygger pa farre markorer. Djurparksvargarna visade aven har en tydlig gruppering



med vargarna med g>0.959 (Figur 2B, Tabell 4B) och aterigen ar osakerheten fér Laika och Tyra
ar nagot for stor for att sékert dra slutsatsen att de gruppera med vargarna.

STRUCTURE-analysen av de simulerade genotyperna &ver litauiska vargar, hundar, F1, F2, F1xH
och F1xV visade att féraldrapopulationerna grupperades korrekt till 100 % och 96% av fallen for
vargar respektive hundar (Figur 3B). Medelmedlemskapet for simulerade vargar respektive hundar
var g;=0.946 och q=0.948. For F1 och F2 var medelmedlemskapet g;=0.505 och q=0.524 och i
inget av fallen var g>0.85 fér nagot av klustren. Fér F1xH och F1xV var medelmedlemskapet
g;=0.773 (till hundklustret) respektive 0.784 (till vargklustret). | 26% respektive 28 % av fallen var
dock g> 0.85 och darmed felbestamda. | likhet med analysen med de karelska vargarna ar det en
avsevard andel av aterkorsningar som skulle missas.
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Figur 2. Gruppering till genetiskt kluster uppskattade med STRUCTURE-analysis med K = 2 utan
nagon férhandsinformation om populationstillhérighet for fyra djurparksvargar tillsammans med
hundar och (A) karelska vargar samt (B) litauiska vargar. De streckade linjerna motsvarar
troskelvardet 85% for en saker bestamning till ettdera klustret.
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Figur 3. Gruppering till genetiskt kluster uppskattat med STRUCTURE-analys med K=2 utan
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vargar tillsammans med simulerade hundar, F1, F2 och aterkorsningar mellan F1 och hund (F1xH)
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samt mellan F1 och varg (F1xV). De streckade linjerna motsvarar troskelvardet 85%, 90% och 95%
for att bestammas till ettdera klustret.

Ett antagande vid STRUCTURE-analys &r att populationerna som samplas &r i Hardy-
Weinbergjamvikt. Fs-studierna visade dock tydligt att hundarna avviker fran Hrdy-Weibergjamvikt.
Detta ar inte ovantat eftersom flera raser ar representerade i referensmaterialet och genflédet
mellan raser ar mycket begransat. Det ar okant om denna differentiering mellan hundraser
paverkar mojligheten att identifiera hybrider, men anvéandandet av K>2 forbattrade inte modellerna
avsevart. | fallet med de karelska vargarna innebar en modell md K=3 att hundarna delades upp i
tva relativt distinkta grupper. Slutsatserna om djurparksvargarnas tillhérighet med vargklustren
paverkades dock inte i detta fallet.

NEWHYBRIDS-analys

For en mer detaljerad berakning av sannolikheterna att gruppera med hela eller korsningar mellan
vargar och hundar anvandes ytterligare en modellbaserad (Bayesiansk) grupperingsmetod som
utférs med programmet NewHybrids 1.1. (Anderson och Thompson 2001). Simuleringen av
foraldrapopulationer resulterade i att 97% av alla simulerade vargar (karelska och litauiska) och
hundar grupperades korrekt med ett troskelvarde pa p=0.85. De simulerade F1:orna grupperades
korrekt i endast 48% och 40% av fallen for karelska respektive litauiska hybrider. Detta visar att det
redan vid forsta generationens hybridisering ar svart att sakert bestamma att exakt vilken
hybridklass en individ tillhér. Ingen av de simulerade F1:orna grupperade dock med p>0.85 till
foraldrapopulationerna. Bland de simulerade aterkorsningarna till varg (F1xV) klassificerades 6%
och 0% korrekt, medan 4% och 16% av de simulerade aterkorsningarna med karelska respektive
litauiska vargar  klassificerades felaktigt till féraldrapopulationerna. Bland djurparksvargar
klassificerades alla utom Laika till vargpopulationerna med en sannolikhet p>0.85 (Tabell 4). Laika
visade dock fortfarande en hégre sannolikhet att tillhéra varggruppen med en sannolikhet p = 0.616
(Tabell 4), l1agre an troskelvardet.

Utvardering av mtDNA

Med mitokondriella markérer (som nedarvs maternellt) ar det mgjligt att utvardera moderslinjens
ursprung. Férekomsten av en hund-specifik haplotyp pa mitokondrien hos en férmodad varg skulle
alltsa indikera att en hund-tik en till flera generationer tillbaka reproducerat sig med en hund. Tva
komplementerande sekvenser fran mtDNA har darfor tagits fram for djurparksvargarna och jamfors
med publicerade sekvenser i GenBank samt sekvenser hos referensindividerna i studien.
Sekvenserna visar att Tyra, Gaisma och Tarja bar pa samma haplotyp och matchar pa 486
(166+317) baser med haplotypen FJ978010 (; atkomstnummer i NCBI's GenBank). Haplotypen
kallas aven "w1” i Pilot m.fl. (2010). Denna haplotyp har observerat bland vargar fran
Skandinavien, Finland, Ryssland, Ukraina, Vitryssland, Estland, Lettland och polen. Laika bar dock
pa en haplotyp som observerat bade bland hundar (t.ex. AB605514) och vargar (daribland
FJ978006; kallad w4 i Pilot et al 2010). Bland vargar har haplotypen observerats i Vitryssland,
Ukraina, Ryssland, Rumanien, Bulgarien och Grekland (Pilot et al 2010). De mitokondriella
markoérerna avslojar alltsa inte pa nagra sakra indikationer pa att vargarna ar attlingar till nagon
hundtik (atminstone inte nagra fa generationer tillbaka i tiden) aven om det féreligger osakerhet hos
Laika.

Sammanfattning och Slutsats

Tre grundare och en avkomma till en grundare av den skandinaviska djurparksstammen har
analyserats pa 27 autosmala mikrosatelliter och tva sekvenser av mitokondriellt DNA. Andmalet var
att utreda ifall hybridisering med hund en eller flera generationer tillbaka kan pavisas hos
djurparksvargarna. Studien visar att varg och hund ar genetiskt differentierade, vilket ar en
forutsattning for att identifiera hybrider dem emellan. | referensmateralet har vargar fran tre olika
geografiska omraden anvants, daribland ryska Arkhangelsk, ryska Karelen och Litauen. Vargarna
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fran olika geografiska omradena visade genetisk differentiering och alla djurparksvargarna visade
storst likhet med vargar fran Karelen och/eller Litauen.

For att undersdka om djurparksvargarna bar pa genetiskt material fran bade varg och hund eller
bara en av dem utférdes en klusteranalys i STRUCTURE. Djurparksvargarna visade fran denna en
tydlig gruppering med varg (0.995>q;>0.943, vilket anger andelen av en individs arvsmassa som
beraknas harsamma fran varg). Det finns dock en osakerhet i de uppskattade g-vardena och det
gar inte sakert att utesluta att q; for tva av djurparksvargarna (Laika och Tyra) ligger utanfor
troskelvardet q;=0.85 for saker artbestamning till varg (Tabell 4). Med det anvanda tréskelvardet
forvantas nara 100% av alla forstagenerationshybrider identifieras, medan andelen identifierade
tillbakakorsning mellan F1 och varg beréaknas till 72-88%.

Den mer detaljerade undersdkningen av sannolikheterna for djurparsvargarna att gruppera med
nagon av de undersotkta foraldrapopulationerna (varg och hund) eller hybridklasserna (F1, F2, F1 x
Hund och F1 x Varg) resulterade i att tre av fyra vargar visade tydlig samhorighet med varg.
Aterigen visade dock Laika pa lagre (om an hégst) sannolikhet att gruppera med varg (Tabell 4).
Med anvandandet av litauiska vargar som referenser visade Laika en hég (p>0.85) sannolikhet att
komma fran varg medan anvandandet av karelska vargar som referens gav en lagre sannolikhet
(p=0.616). Laika visade med karelska vargar som referens pa en 25 procents sannolikhet att vara
en aterkorsning mellan varg och hund.

Mitokondriellt DNA avslojar moderslinjens ursprung och sekvensen fran 486 baspar fran
mitokondrien visade alla utom Laika pa forekomsten av en haplotyp som endast patraffats hos varg
och &r vanligt fdrrekommande i norra Europa. Aven Laika visa p& en haplotyp som pa de 486
basparen ar vanligt forekommande bland vargar i Europa, men den erhallna sekvensen har aven
observerats bland hundar. Langre sekvenser behdver analyseras for att sakert bestdmma om
mtDNA-haplotypen fran Laika ar vargspecifik.

Slutsatsen ar darmed att tre av djurparksvargarna (Tyra, Gaisma och Tarja) inte visar nagra
indikationer pa av vara forstagenerationshybrider (F1) eller andragenerationshybrider (F2 eller F1 x
varg). Det ar dock svarare att dra nagra slutsatser om den fjarde djurparksvargen Laika. Det finns
inga direkta indikationer pa att Laika ar hybrid samtidigt som hon visar otydlig gruppering med
vargarna i referensmaterialet. Det ar svart att sdga om detta ar en indikation pa om Laika bar pa
genetiskt material fran hund langre bak i generationerna eller om hon kommer fran en
vargpopulation mer kraftigt differentierad fran karelska och litauiska vargar an de andra tre
vargarna. Visst stdd for det senare ar det faktum att Laika ar den enda vargen som inte kommer
fran de baltiska landerna utan avsevart langre in Osterut. Detta skulle kunna innebara att de tva
anvanda referenspopulationerna ar olampliga fér hybridanalys av Laika. Battre kunskap om den
genetiska populationsstrukturen bland vargar i Ryssland ar alltsa nédvandig for att ge battre svar
pa Laikas genetiska harkomst.
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