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* 3 chercheurs ayant de solides références médico-légales et en étude
de traces génétiques

3 researchers with strong background in legal medicine and forensic genetic/trace analysis

* + de 20 ans d‘expérience dans des instituts de recherche
universitaires (Surtout des postes de direction)

>20 years of experience at university institutes (mostly leading positions)

e Réalisation de nombreuses études dans différents domaines d'intéret
médico-légal

Conduction of many research studies on different fields of forensic interest se i
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* Analyse des liens de parenté (tests de paternité, cas compliqués,

regroupement familial)
Kinship analysis (paternity testing, complicated cases, family reunion)

Possible pitfalls in motherless paternity analysis with

Available online at www.sciencedirect.com

Forensic
-CIINCI@DIIECT' m

www.elsevier.com/locate/forsciint

Forensic Science International 159 (2006) 92-97

Available online at www.sciencedirect.com

-clzuc:@nlnzef- Fmsic

related putative fathers fefce
p F ic Sci Ini ional 159 (2006) 98-103 m
Nicole von Wurmb-Schwark **, Victoria Malyusz*, Eva Simeoni *, orensic Science Intematl £2006) 8= o iserTiroom oot ocaiit
Eberhard Lignitz °, Micaela Poetsch®
* Institute of Legal Medicine, Christian-Albrech-University of Kiel, Amold-Heller-Str.12, 24105 Kiel, SH, Germany " ” - " -
P Instiue of Forensic Medicine, Ermst-Morit-Ardi-University, Greifowald, Germany The problem of single parent/child paternity analysis—Practical
e ailabe it § Spumber 2005 results involving 336 children and 348 unrelated men
pte:
Micaela Poetsch ®*, Christina Liidcke ®, Antje Repenning ®, Lutz Fischer®,
Victoria Malyusz b, Eva Simeoni b, Eberhard Lignitz ®, Manfred Oehmichen "’
Nicole von Wurmb-Schwark ®
1 * Institute of Forensic Medicine, Ei Moritz-Arndt-Uniy ity 30, D-17489 Greif Germany
[ Kasuistik ® Institute of Legal Medicine, University of Schleswig-Holstein, Campus Kiel, Germany

Rechismedizin 2003-13: 157-160
DO 10.1007/500194-003-0188-4
Online publiziert: 15.Marz 2003
©Spinger Verag 2003

Received 30 June 2005; accepted 4 July 2005

N.von Wurmb-Schwark - E. Simeoni - M. Matthiesen - | Wessel - M. Oehmichen Available online 18 August 2005

Institut fir Rechtsmedizin, Universitatsidinikum Kiel

Komplikationen in der
Vaterschaftsbegutachtung
durch reduzierten
Untersuchungsauftrag

LEGAL
MEDICINE

Legal Medicine 6 (2004) 125-130 _——
www.elsevier.com/locate/legalmed

The use of different multiplex PCRs for twin zygosity
determination and its application in forensic trace analysis

Nicole von Wurmb-Schwark™*, Thorsten Schwark®, Lene Christianscnh.
Delia Lorenz®, Manfred Oehmichen®
*Institute of Legal Medicine, Christian Albrecht University of Kiel, Amold-Heller Strasse 12, Kiel 24105, Germany

*Department of Epidemiology, Instinae of Public Health, University of Southern Denmark, Odense, Denmari
“Department of Newrology, Christian Albrecht University of Kiel, 24105 Kiel, Germany

Received 27 August 2003; received in revised form 15 December 2003; accepted 17 December 2003

orGen

Forensische Genetik und Rechtsmedizin
am Institut Fir Hdmatopathologie GmbH



e Etablir de nouvelles méthodes / Establishing new methods
* Optimiser les méthodes existantes  optimizing of existing methods
e Mettre a l‘essai des méthodes dans des conditions difficiles

/ Testing of methods on difficult conditions
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* La contamination est un probleme important en analyse médico-

egd le / Contamination is a serious problem in forensic analysis

* Pour faire une analyse fiable et digne de confiance, il est important

d’ | d e ntlfl er tous IeS p o b I é INES / To do reliable and trustfull analysis it is important to know all

problems
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|. Analyse de Parenté / kin ship analysis
Il. Analyse de trace a partir de quantités infimes d’ADN. / trace analysis;

special: minute amounts of DNA (single hairs, bone fragments, swabs from smooth surfaces...)
lll.Géneéetique Animale ; anima genetic:

* Projet de recherche : établir un test génétique similaire a
celui existant pour les humains adapté aux "animaux
d'interéet médico-légal".

/ Research project: establishing genetic assay just as for human beings for “animals of forensic interest”
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e Les Canideées

e Lou P / wolf
Coyote

ackal (chien Sauvage / wiid dog)
Renard /rox

Domestique : Chien /pomestic: dog
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Thése de dOCtOrat [ Doctoral thesis.

* Début de these : échantillonnage d'environ 800 chiens (races pures

& mélangées — d’origines connues & inconnues)./ Start: sampling of about 800
dogs (pure breeds and mixtures (partly known, partly unknown origin)

e Détection de profils génétiques spécifiques / Detection of specific genetic
profiles

 Statistiques de populations, construction d‘une base de donnée
propre / Populations statistics, built an own database

e Création de différents groupes /set up of different groups:

* Actuellement : environ 2000 ensembles de données sur + de 160

races de : chiens, loups, renards, Jackals et hybrides / about 2000
datasets from >160 dog breeds, wolves, foxes, jackals, hybrids

O @D @ @» Forensische Genetik und Rechtsmedizin
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> Important: Une source ﬁable dléChantillons [ Important: trustfull source of samples
* Chiens purs . ISSUS d’élevages / Pure Dogs: from breeders
* Chiens purs et Croises : par des amis de confiance / pure dogs and mixtures: From friends we could

trust

e Renards : de chasseurs locaux et de données issues de la littérature scientifique

/ Fox: from local hunters and also data from the scientific literature
* Loups : de zoos partout en Allemagne et Autriche / woif: from zo0s all over Germany and Austria
e De chercheurs de confiance / from aiso trustful researcher (russian and battic origin)
* Loups Gris /Grey wolves
 Canis lupus arctos, lycaon, albus
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* 10 marqueurs STR /1057
Marker

100 bo 135 bo 150 bo 1?5h-u- 300 bo 25 bo
v E -

* Les STRs sont autement

polymorphes /smrs are nighiy
polymorphic

e Utilisés en génétique
medico-légale humaine ,

Used in human forensic genetics

ot FaCiles é déteCter / Very good

to detect

% TréS SenSibleS / Highly sensitive l | Fﬂm- ] Péﬂﬁ [ PEZO8 . FH{E-I]?'E;I

__ L

) i - -. .
Microsatellites STR : Short Tandem Repeat oo . FO r G e n
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* Pourquoi 10 marqueurs ? /why only 107??

e Utiliser 10 marqueurs avec notre base de
données a un pouvoir discriminant de
1/ 10.000.000 / Using our database 10 markers do have a

discrimination power of 1/10.000.000

e C'est suffisant pour nos objectifs /sufficient for

our purpose

e Cela donne un indice de différenciation
(FST Value) de 0,52 entre le chien et le

lou P / for differention of our dogs from the wolf

Sample File Sample Name Panel SQO 0S SQ
A01_01-TySn_001 fsa 01-TySn DOG_10v1 x [ ]
[ PEZ 1 | FHC2054 | [ FHC2010 |
100 11}0 180 220 . 2§0 390
A A 1 A
1 ! —— — = T
114 154 171 230
114.03 154.05| [170.51 229.95
885 1628 912 5925
A01_01-TySn_001.fsa 01-TySn [DOG_10v1 x | ] ]
PEZ 12
100 180
5000 + -
2500+ J\
0 : 4 N
101 171 276
101.46 171.49 276.00
7047 564 1692
183 289
183.30 288.97
148 1205
A01_01-TySn_001 fsa 01-TySn [DOG_10v1 x [ o] 5]
[ PEZ3 ] [ PEZ 6 | PEZ 8 | [ FHC2079 |
100 140 180 220 260 300
5000 + + +
2500+
0. RIS AT AN A A B, L
T T S § T 1
126 184 225 276
125.70 184.07 22477 275.50
1373 1340 1390 850
132 188 234 284
131.82 187.91 233.65 284.42
1183 1187 879 730




ot Id e nt|f|e I Ie can |d é I / Identification of Canidae!!

e Déterminer le nombre d‘individus

Determination of number of individuals

S Déterminer Ie sexe / Sex determination

¢ Type de Can|dé / kind of canidae: e.g. fox or hound
 Si c‘est un chien, de quelle race ? if dog: what breed?
 Sicest un loup, de quel type ? if wolf: what kind?
e Peut-étre un individu croisé ? Maybe a mixture?

ForGen

Forensische Genetik und Rechtsmedizin
am Institut Fir Hdmatopathologie GmbH



* En utilisant 10 marqgueurs STR, il est facile de distinguer le chien, le renard et le loup et les

différentes ra CES/ espéces. /Using 10 STR markers, we can easily distinguish between dog and fox and wolf and between
different breeds/species

e En utilisant une analyse d‘association et un modele mathématique (réalisé par de nombreux

groupes de reche rche) . /Using an assocation analysis and a mathematical model (as it is done by many other research groups,
»Structure”)

e Comment cela fonctionne ? /How does it work ?

e lere étape : Déterminer les modeles génétiques pour différents groupes (par ex: teckel & caniche, chien &
lou p OU rena rd). [First step: Determine genetic patterns for different groups (here e.g. dachshound and poodle, dog and wolf or
fox)

Identifier les similitudes & différences / Find similarities and differences

Réaliser une analyse statistique, déterminer la fréquence de chaque marqueur / Do statistical analysis, determine
frequencies of different markers

Deuxieme étape : Réaliser une analyse sur un animal inconnu / Second step: do analysis on an unknown animal

 Comparer ces modeles aux autres modeles spécifiques pour différents groupes / cdffifase this-patterns pe<the
others specific for different groups Sseane O l" < e n
b aGEbD @ ¢
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¢ GénOtyper un Chien / Typing a dog !

* Génotyper un Renard / nyping a

fox !

* Génotyper un loup /mping a wois!

WOLF-PK DOG 10v1 ||
I PEZ 1 ] [ FHC2054 I
20 150 210 270 330 390 —_—
3300::
2200
1100:
. Ll N, |
107 149 226
107.40 148.89 226.34
242 2384I 4016
112 153
112.04 153.05
319 1993 |
P =
7 \
WOLF-PK J A 1 DOG 10v1 [ ]
PEZ 12 ] -
90 150 210 270 330 390 R——
1200
800
400
. o N |
178 268
178.16 267.93
479 1324
285
PS.39 285.19
1135
WOLF-PK DOG _10v1 [ ]
I PEZ 3 1 PEZ 6 ] PEZ8 |[ FHC2079 | -
S0 150 210 270 330 390 —_—
4200
2800:7
1400
R Nl L J\ M I L
T I T T
117 169 225 271
117.18 168.59 225.29 270.76
1225 3616 1146 1348
131 229
130.62 229.40
1108 930




PEZ5

0,45
0,4
0,35

0,3

0,25
0,15
0,
0,0
0 |
5 6 7 8 9 10 11

Allel (Anzahl Wiederholungseinheiten)

Verteilung(%)
o
N

[

(93]

Des signaux spécifiques au loup ?
Des signaux spécifiques au chien ?

Wolf-specific signals? Dog-specific signals? Shared signals!

PEZ20
0,45
0,4
0,35
0,3
9
oo 0,25
(=
=
- H@deo 5 H Hunde
u W el
0,15
0,1
0,05 I
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Allel (Anzahl Wiederholungseinheiten)

Des sighaux
partages! === ForGen
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Chien-Loup Tschécoslovaque
/Czech Wolfshound (29 %)

Similarités génétiques avec le Loup
/ Genetic similarity to wolf

>160

Chien-Loup de Sarloos /sarie
Wolfdog (30 %) ‘

ELO / Elo (35 %)

SpItZ-LOUp / Wolfspitz (35 %) ! :s-..-.-.o ForGe n
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Forensic Science International: Genetics 4 (2010) 68-72

Contents lists available at ScienceDirect

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/fsig

Forensic Science International: Genetics

by the use of an 11-loci PCR multiplex

Prenons |‘allele 92 bp /£4.926p
Et I‘allele 96 bp /e.g. 96 bp

Barbara van Asch*"*, Cintia Alves®, Liliana Santos**, Raquel Pinheiro *®,
Filipe Pereira*®, Leonor Gusmio?, Anténio Amorim *°

Décrits par d‘autres groupes de travail e B P s e
Described by different other working groups

67% de notre groupe loups ,,Russes” affiche |‘allele 92 bp. /67 % of

our ,russian“ wolf group display 92 bp allele

60% de notre groupe de loups , baltiques” affiche I‘allele 96 bp /
60 % of our “baltic” wolf group display 96 bp allele

Aucun de nos loups americain (Timberwolves ) n‘affiche les
allele 92 ou 96 bp / None of our Timberwolves display 92 or 96 bp

Aucun de nos loups de Zoos n‘affiche I‘allele 92 bp /none of our

wolves from zoos display 92 bp

L‘allele 92 bp est tres commun dans les
ECha ntI”OHS fra nQaIS ! / 92 bp is very common in samples from France!

0.5 0.5
Genetic profiles and sex identification of found-dead wolves determined 0 L&,_l_,_l_,l_,‘l_,l_,_,_‘ 0 J_I_rl_,_l
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Fig. 2. Allelic frequencies observed in wolf (black) and dog (grey) [9] populations at 9-STR loci.
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Frequenz (%)

Frequenz (%)

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

0]

0.9
0.8
0,7
0.6
0.5
0.4
0,3
0,2
0,1

| Données regroupées / Pooled data!
R N 1 ‘

158167170171172174175176177178179180182183 186187 188189190191

0,075

171

PEZ20

Tous les chiens de la base de données
/ All dogs in database

Allel (bp)

PEZ20

0,75

- ‘:- 1”' 3 ,’—.. '-v "_‘..‘. T % ' o
0,125 O’17/ / 28 AR A \&' SER ORI A SR oA
0,05 AU A R TR T o) i Ve S e U Y e,
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 Met en évidence de bons écarts entre différentes races / shows good differences

between different races

* Met en évidence les races pures : par exemple le Bouledogue Francais

/Shows pure breds: e.g. french bulldog

#+ MischSTR v1.5.9 (c) 2014 by PetGene Group GmbH

Schritt 1

Generiere Daten

Exclude Generierung

Rassen in der Datenbank:

81 Zeige
Rasse PEZ12
Franziisische Buldogge 276
Deutsch-Drahthaar 0
Golden Retriever 276
Jack Russel Terrier 276
Parson Russel Terrier ]
Labrador Retriever 276
Rauhaar-Teckel 0
Riesenschnauzer 0
American Bulldog 0
Callie ]
Staffordshireterrier 0
Beagle 0
Norwich Terrier 0
Rernar Gannenhind n

4

Schritt 2

Eingabe der Multi-Plex

Zertifikate erstellen Korrektur NEU

PEZ12 Ubereinstimmungen WI WI gesamt |
289 1 0,99998283 9 =
289 0,65 0,99999939

289 0,65 0,99999999 65

1] 0,55 0,99999999 55

0 0,55 0,99999744 55

0 0,5 0,99999399 50

0 0,5 0,99999999 50

0 0,5 0,98461533 49

1] 0,45 0,999938% 45

0 0,45 0,99999618 45

0 0,45 0,99965718 45

0 0,45 0,98730487 44

0 0,4 0,99510894 40

n na naai7’751 40 E

Schritt 3

Komplex-Analyse
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e Similitudes géenétiques entre différentes races / Genetic similarities between different races
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* Chien de garde de Hongrie /sheiter dog from Hungary
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European Journal of Human Genetics (2016) 24, 739-747 |@

@ 2016 Macmillan Publishers Limited All rights reserved 1018-4B13/16

www.nature.comiejhg

i i ‘ ? The more the merrier? How a few SNPs predict
Plus il y en @ mieux c‘est ? / the more the better!?! inntation nhenotypes in the Northerr German
( . . population
Plus, c‘est to ujours mieux ?1 / More is always better ?1? ke Calibe, Melai Harder™, Rebeccs St Michael Keawezak, At Nebel

and Nicole von Wurmb-Schwarl*>¢

Ce n‘est Pas vrai | / THIS IS NOT TRUE!

Par ex: détermination de la couleur des cheveux, des yeux et de la peau a I'aide de SNPs. /c.q.
determination of hair, eye and skin colour using SNPs

Par ex : 2 bons marqueurs hautement discriminants + 1 mauvais marqueur => moins bon
pouvoir de discrimination que 2 marqueurs seuls. /£.g. 2 good highly discriminative markers + 1 bad marker =>
worse discrimination power than using 2 markers alone

Nous pouvons montrer dans une étude tres approfondie sur 400 individus du nord de
I'Allemagne que beaucoup moins de SNPs (6) peuvent prédire le phénotype aussi bien gu’un

nombre beaucou P p|US gra nd (j usqu 'a 40) ./We could show in a very thorough study on 400 individuals from North
Germany that much less SNPs (6) can predict the phenotype as good as much larger numbers (up to 40)
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PEZ1

0,4
ek FHC2079
0,4
0,3 0,35
ol 0,25 0,3
x
Tg) ;\3 0,25
3 02 s
e B Hunde 3 02
g u Wolfe g ® Hunde
0,15 2015 m Wlfe
0,1
0,1
0,05
J‘I || | g T
5 6 7 8 11 12 13
0 = . I = Allel (Anzahl Wiederholungseinheiten)
7 8 9 10 17 18 20 22
Allel (Anzahl Wiederholungseinheiten) 9 a”éles 2 SpéCIfIques 7 mlxtes
7 )
14 alleles, 8 spécifiques, 6 mixtes /9 alleles,2 specific, 7 ,,mixed”
/14 alleles, 8 specific, 6 ,,mixed”
| === ForGen
Beaucoup de mauvais marqueurs peuvent donner de T 3L
. . (X XX Foren5|§che_§enfzt|k und Rechtgmedmn
mauvais résultats / vany bad markers make a bad assay! B oanlly - nsttddgntiamatopathologiuy




Etait-ce un loup ou un chien? /was it a wolf or a dog?

Question du dédommagement dans le cas d‘un dommage causé par le loup /aquestion of
compensation in case it was a wolf-based ,,damage”

Surveillance: les loups sont-ils présents dans la zone affectée? /vonitoring: are wolves in the
affected area?

Si oui: combien y vivent? Un solitaire? Un couple ou une meute? /if yes: How many live here?
The lonely tramp? A couple or a pack?

Si non: était-ce un chien? Et lequel? (dédommagement par le propriétaire?) /if no: was it
a dog? And which one was it? (compensation by the owner?)

Etait-ce un chien ,,sauvage“? Peut étre un hybride de chien/loup? /Was it a ,wild dog“? May
be a mixture of wolf/dog?

-'-'.- ForGen
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Détection d‘ADN de canidé sur les animaux tués?

/Detection of DNA from canidae on slaughtered animals?

PrObIématique médiCO'Iégale /Forensic/legal medicine issue

Longue expérience de la recherche et de |‘analyse
des traces ADN /Long experience in finding and analyzing DNA traces

Probleme: ADN frequemment de faible qualité et
qua ntité / Problem: DNA usually of low quality and quantity

La plus importante avancée dans I‘analyse
gé n étiq ue. /Most important step in genetic analysis




e Savoir ou trouver ['ADN! /Know where to find DNA!
 Marques de morsures /site marks
* Peau ou fourrure/toison déchirée /rorn fur or skin
* Penser comme le prédateur! /mhink iike the predator!

e Utiliser le bon matériel /Use good materials
* Exemple de la lingette absorbante /cg. seif-ary
 Hautement absorbant /Highly absorbend
 Humidifier si nécessaire /voisten it when necessary e

<= ForGen

Forensische Genetik und Rechtsmedizin
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¢ Déterm|ner |e prOﬂI /Determine pattern
¢ PrOCéder é Ilanalyse d'aSSOCiatiOn /Perform association;

analysis

Canis Lupus 72% Canis Lupus let 58 % Canis Lupus 11 49 %

Cocz Canis Lupus 50% Schaferhund 44% -

Canis Lupus 50% Schaferhund 44% -

Labrador- 3506 —Hovawart 240 Canis Lupus 15%

Mallinois 33 %

“hsische Genetik und Rechtsmedizin
@ stitut Fir Himatopathologie GmbH




100-80 Yo:

Hybridation de loup
et de chiens de
bergers connue /known

mix of wolf (unknown origin) and
shephard J

Allele 92 bp /92 bp allele Riss:

21,11.2017

Ubersetztes Profik:

PEZ1: 1[]2;‘114
FHC2054: 150/155
FHC2010: 229
PEZ5: 92/102]
PEZ20: 180]
PEZ12: 270,282
PEZ3: 117131
PEZ6: 171

PEZ8: 225/229
FHC2079: 275|

79-60 %o:
FCI-1-HUtehunde (6520 %,

| | z.B. Belgischer Schaferhund)

Wolf (%):
45 %

59-40 %o:
Canis_lupus_LET (450 %)

Fuchs (%):

39-20 %:

Bemerkung:

Hundehalter: Z Word

POF| | AG

Mischlings- Zertifikat

Fingerprint-Zertifikat

Wolf Fuchs
® Hybrid Mischspur
Hund kein Ergebnis
Riss-Zertifikat

=
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Ni chien, ni loup? /o dog, no woir?

Rien dans nos bases de données de chien ne ressemble a ca, rien dans celles
de lou P /None of our DB dogs looks like that, none of our wolfs looks like that

Approche médico-légale: expliquer la donnée! Qu‘est-ce qui est logique?

Forensic approach: explain the data! What does make sense?

_ Kategorie 1 Kategorie 1 Kategorie 3

Casel Canis Lupus 72% Canis Lupus let 58 % Canis Lupus 11 49 %

Canis Lupus 50% Schaferhund 44%
Canis Lupus 50% Schaferhund 44%

Labrador-Retriever 35 % Hovawart 24% Canis Lupus 15%

ForGen

- ——— - = FOrensische Genetik und Rechtsmedizin
(XX X/ am Institut fiir Himatopathologie GmbH
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Si ce n‘est pas un loup ni un chien... (comparé a nos données) /it is no a wolf and not a

dog...(compared to our data)

Peut-il étre un h\/brlde‘P /Could it be a mixture?

1) est-il possible qu’ils se soient croisés d‘un point de vue biologique?

O U I ! /1) is it possible that they mate in a biological way? YES!
2) Est-ce possible en pratique? Vivent-ils ensemble/ peuvent-ils se
renco nt e r? O U I ! /2) is it technically possible? Do they live together/can they meet each other? YES!

3) Y a-t‘il des chiens qui soient de possibles partenaires proches? ...
POSS' b I e ! /3) Are there possible dog partners around? ...Can be!

Y a-t‘il une seule bonne raison d‘impossibilité? N%‘Ispeﬁr@déaﬁ

why not? NO! - b @ ¢
O @D ® @» Forensische Genetik und Rechtsmedizin

(XX X am Institut Fir Hdmatopathologie GmbH
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* De rares cas confirmeés en
A”emagne (2017) /Rare confirmed cases in

Germany (2017)
* Femelle loup et labrador! /remale woir

and Labrador!

* Hybridation confirmée en France

/Confirmed hybridization in France

* Par ForGen ET indépendamment
par Anta 8€NEe /From ForGen AND independently

from Antagene

e Plusieurs études démontrent
I“hybridation loup/chien dans toute

‘
l'Euro P€ /several studies show wolf-dog hybridization
all over Europe

Wie viele «falsche Walfe» leben in der
Schweiz?

Received: 4 July 2017 | Accepted: 3 January 2018
DOL 10.1111/eva 12595

ORIGINAL ARTICLE

WiLEy E.

Widespread, long-term admixture between grey wolves and
domestic dogs across Eurasia and its implications for the
conservation status of hybrids

Matgorzata Pilot!® | Claudia Greco? | Bridgett M. vonHoldt® | Ettore
Randi** | Wiodzimierz Jedrzejewski® | Vadim E. Sidorovich® | Maciej K.
Konopiriski’ | Elaine A. Ostrander® | Robert K. Wayne®

Thiringen
Sechs Wolfmischlinge sollen getétet werden

fiere. € gibt Proteste.

DPLOS | o

OPEN a ACCESS Freely available online

Bucking the Trend in Wolf-Dog Hybridization: First

Evidence from Europe of Hybridization between Female
Dogs and Male Wolves

Maris Hindrikson', Peep Mannil?, Janis Ozolins®, Andrzej Krzywinski®, Urmas Saarma'*

1 Department of Zoology, Institute of Ecology and Earth Sciences, University of Tartu, Tartu, Estonia, 2 Estonian Ei
Forest Research Institute “Silava”, Salaspils, Latvia, 4 Wildlife Park Kadzidlowo, Ruciane Nida, Poland

nvironment Information Centre, Tartu, Estonia, 3 State

Ecology and Evolution

Open Access

Comprehensive study of mtDNA among Southwest Asian
dogs contradicts independent domestication of wolf, but
implies dog-wolf hybridization

Arman Ardalan™*¢*, Cornelya F. C. Kluetsch'", Ai-bing Zhang'!, Metin Erdogan?, Mathias Uhlén®,
Massoud Houshmand®, Cafer Tepeli®, Seyed Reza Miraei Ashtiani® & Peter Savolainen’

Department of Gene Technology, KTH-Royal Institute of Technology, Science for Life Laboratory, 171 21 Solna, Sweden
*Department of Medical Biology and Genetics, Afyon Kocatepe University, 03200 Afyonkarahisar, Turkey
*Department of Proteomics, KTH - Royal Institute of Technology, 106 91 Stockholm, Sweden
4Department of Medical Biotechnology, National Institute of Genetic Engineering and Bictechnology (NIGEB), 14965/161 Tehran, Iran
“Department of Animal Science, Selcuk University, 42031 Konya, Turkey
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Fait: hybrides en Suede, Italie, France,

Pologne, Roumanie ... /ract: hybrids in Sweden,
Italy, France, Poland, Rumania....

De rares cas en Allemagne /rare cases in
Germany

N‘y a-t‘il aucune menace pour
l“intégrité génétique des loups en

Allemagne, en Suisse... ? /No thread for the
genetic integrity of the wolves in Germany, Switzerland....?

En Allemagne: ,,pas assez de chiens

sauvages pour l‘accouplement” /in
Germany: ,,not enough wild dogs for mating”

Augmentation du nombres de cas ou
des chiens ont prétendument tué du

bétail /Increasing numbers of cases where dogs
allegedly have killed livestock.....

S%eden

Finnland
Norwegen

Dénemark e § "‘
Vereinigtes

“+. Konigreich
Irland * *en
Deutsch and

M Ukraine

-

Weiﬁrussl'and

) Ostefrdch :
Fran*ich R*a RIS

ltallen

Spanien Db ‘l
Griechenland . zin
Portugal Turbx



* Le nombre du bétail tué
dugme NTe /Number of killed livestock increases

* De plus en plus de chiens
désignés comme responsables

/More and more dogs are named to be responsible

* Les prédateurs s‘approchent plus,
et apparaissent plus confiants et
moins prUdentS /Predators come closer and

seem to be more trustful and less cautious

* Les personnes concernées

arrivent a prendre des photos
/Affected people take pictures



|l ny a sirement pas d‘hybrides en
France, .....Suisse, .....Allemagne” , e ae certainy

no hybrids in France, ....... Switzerland, ...... Germany”

* Est-il possible de ,,surclasser® les hybrides? /st possivle to, oversee” hybrids?

* Oui: Quand votre donnée de référence est déja altérée (exemple:
hybndes Freconnus comme des |OupS purS) /Yes: When you reference data are already

spoiled (e.g. hybrids characterized as pure wolves)

* Oui: Quand vous utilisez la mauvaise méthode /vs: Wheﬁ.jﬁeForGen

method U eoEbe
O @D ® @» Forensische Genetik und Rechtsmedizin
(XX X am Institut Fir Hdmatopathologie GmbH
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 'ADN mitochondrial est parfait dans un but
med iCO-léga I /Mitochondrial DNA (mtDNA) is great in a forensic purpose

* || est dans la mitochondrie et est présent
plusieurs milliers de fois par cellule /s within the

mitochondria and occurs up to several 1000 x in one cell

* Donc vous pouvez avoir des résultats depuis des
prélevements hautement dégradés et de petite

quad ntité /rhus you can get results from highly degraded and from tiny amounts
of materials

* Exemple un seul poil, excréments, vieux os... /..

single hairs, feces, old bones...

* Obtenir une séquence D-Loop est techniquement Mitochondrial DNA
facile dorénavant /Sequencing of the D-Loop is technically easy by now Sm e F G

* Une méthode préférentielle dans I‘analyse ADN '. ?E Qrkdhen
prefered method I-n aDNA ana/ysis -..... am Institut Fir Hdmatopathologie GmbH



* Analyse des parties spécifiques du génome de I'ADN

mitochondrial (hypervariable/région de controle)

/Analysis of specific parts of the mtDNA genome (hypervariable/control
region)

e Séguencage de ces parties (détermination de paires

de bases Spécifiq ues de |IADN) /Sequencing of these parts
(determination of specific basepairs of DNA)

 Comparaison de ses séquences aux autres de la base
de données (alignement) /Compare these sequences to others in

LHON
1778 >~

NARP

databases (allignment) o+ - .
V4 . (] l 1532-17 * T T
e Détermination d‘un haplogroupe e :
et d‘un haplotype spécifiques /petermine specific haplogr
and hapIOtype 1600-17 TGGTTTE TT
1597-17 TGGTTTE TTHT
i Ik
I 1229-17 0.0132 1600-17 =
[ ' 1532-17 0.00979 o7
' 1588-17 0.00232

1072-17 0.0027 .
1070-17 0.0016 s
1532-17
1588-17




STR
SNPs

Recombinaison! /rRecombination!

Parenté /Kinship
Individualisation /individualisation
Détermination de trace /rrace

determination

Analyse de I'hybridation

possible /Hybridization analysis
possible

Nuclear DNA
Inherited from all ancestors

Mitochondrial DNA (mtDNA)
Inherited from a maternal lineage

#’R QF @i Gﬂ

JMHM
JQ 'R?‘f

i’ﬂ‘

mtDNA control region

Lignée maternelle!
/Maternal line!

Lien maternel strict /strict
maternal relation

Détermination de
I‘origine géographique
/Determination of geographical
origin
Analyse de
I‘hybridation

impossible /Hybridization
analysis impossible

: ForGen
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Human mtDNA Migrations

* Héritage maternel /maternar fom hitp/vwwmitomap.org
inheritence

* Classification des 000
halogroupes /Classification of 91,000 j 12.000-
haplogroups 15,000

* Chez I'humain: spécifique
pour chague population

/In humans: specific for different

populations — = B
( ° ° L ggll :;.?:;75;:;%‘:71:502‘;:&60 BMC Genet]cs
* Montrer |‘origine 200,000
“
(,, mOIeCU |a I eve ) /(Shows Canis mtDNA HV1 database: a web-based ~ ®= |
oy “« tool for collecting and surveying Canis
origin (,,molecular eve) mtDNA HV1 haplotype in public database
b4 °1: 2 : = o Quan Ke Thai'", Dung Anh Chung’ and Hoang-Dung Tran®
* Des possibilités similaires 9 -
Abstract l MYR
M 7 Background: Canine and w \f nitochondrial DNA haplotypes, which can be used for forensic or phylogenetic
H H aalsslacbem clwcd aousscl mesuo nding on the region analyz \,I rece ztuestth& bp !P——-' - s = ~ = ]
pour les canides /similar e O K R | e e 2 — e



Echantillon du nord de I‘Allemagne /sample from North Germany:

ADN autosomique
/autosomal-DNA

Analyse d‘association

Loup (5510 %, issu de population russe)

FCI-2- Molloser (4510 %,
exemple Owtscharka)

ADN mitochondrial
/Mitochondrial DNA

Job fitle: 005918
RID 72WEY818015 (Expires on 02-01 14:35 pm)
Query ID Icl|Query_183407 Database Name nr
Description None ipti Nucleotide col (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.8.0+ P Citation

Query Length 290

Other reports: P Search Summary [ reports] [Distance tree of results] [MSA viewer

(# Graphic Summary
© Descriptions

p ing signifi
Select: All None Selected:0
i1 Alignments o
Description s"cﬂz:e :;:0;?; (::veg va?ue Ident  Accession
[ Canis lupus isolate Ukraine complete genome . 518 518 97% 4e-143 99% KU696397.1
O Canis lupus familiaris haplotype Be44_2 mitochondrion, partial genome U kra I ne 518 518 97% 4e-143 99% KJ637108.1
[ Canis lupus familiaris haplotype Bed4_1 partial genome 1 518 518 97% 4e-143 99% KJ637107.1
[ Canis lupus hapl W2-LT control region. partial sequence: hondrial LatVIa 518 518 97% 4e-143 99% JX508635.1
[ Canis lupus isolate wBlatvia h b gene, partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes. complete - and D-loop. partial 518 518 97% 4e-143 99% JN182063.1
O Canis lupus isolate w28latvia cytochrome b gene. partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes. complete sequence: and D-loop. partial sequence: mitochondrial 518 518 97% 4e-143 99% JN182083.1
[0 Canis lupus isolate willatvia cytochrome b gene. partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes. complete sequence: and D-loop. partial sequence: mitochondrial 518 518 97% 4e-143 99% JN182065.1
[ Canis lupus isolate wi3latvia cytochrome b gene. partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes. complete sequence: and D-loop. partial sequence: mitochondrial 518 518 97% 4e-143 99% JN182068.1
[0 Canis lupus familiaris isolate PE8 control region. partial 518 518 97% 4e-143 99% HQ126390.1
[ Canis lupus isolate Tr.C1.D5 tRNA-Thr gene. partial - tRNA-Pro gene. complete sequence: and D-loop. partial sequence: 512 512 97% 2e-141 99% KY039993 1
[ Canis lupus familiaris isolate Cf tdz20 hondrion, complete genome 512 512 97% 2e-141 99% KMO061576.1
[ Canis lupus familiaris isolate Cf tdz12 ion, complete genome 512 512 97% 2e-141 99% KMO061569.1
O Canis lupus familiaris isolate Cf_stp82 mitochondrion. complete genome 512 512 97% 2e-141 99% KMO61565.1
O Canis lupus familiaris isolate Cf_psy2 mitochondrion, complete genome 512 512 97% 2e-141 99% KM061548.1




Echantillon du nord de I‘Allemagne /sample from East Germany:

ADN autosomique
/JAutosomal-DNA

Analyse d‘association

Impossible,
Profil hybride, au moins deux animaux
différents
1 allele seulement de loup des pays

baltes

ADN mitochondrial
/Mitochondrial DNA

Query ID Icl|Query_115195
Description None
Molecule type nucleic acid

Query Length 277

Database Name nr

Other reports: » Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer
y o 1
# Graphic Summary i

e Descrllugtions

Latvia
Estonia

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0

Description Nucleotide collection (nt)
Program BLASTN 2.7.1+ P Citation

it Alignments

Description
Canis lupus nis I familiaris isolate ehy6 hrome b gen: rtial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes. complete el and D-loop. parti
Canis lupus isolate w32latvia cytochrome b gene. partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes. complete and D-loop, partial mitochondrial

Canis lupus isolate wi9latvia cytochrome b gene, partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes. complete and D-loop, partial

anis lupus isolate whlatvi ochrome b gene, partial tRNA-Thr and tRNA-Pro genes. complete sequence; and D-| rtial sequence; mitochondrial

Canis lupus isolate w3latvia cytochrome b gene. partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes, complete sequence: and D-loop, partial sequence: mitochondrial

Canis lupus isolate w36estonia cytoch b gene. partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes l and D-loop, partial

Canis lupus isolate w28: cytoch b gene. partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes. complete and D-loop. partial

Canis lupus isolate w31estonia cytochrome b gene. partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes. complete sequence: and D-loop. partial sequence: mitochondrial
Canis lupus isolate w27estonia cytochrome b gene. partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes. complete sequence: and D-loop. partial sequence: mitochondrial
Canis lupus isolate wi0estonia cytochrome b gene. partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes. complete sequence: and D-loop. partial sequence: mitochondrial
Canis lupus isolate wi9estonia cytochrome b gene. partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes, complete sequence: and D-loop. partial sequence: mitochondrial
Canis lupus isolate wi6estonia cytochrome b gene. partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes, complete sequence: and D-loop. partial sequence: mitochondrial
Canis lupus isolate w12estonia cytochrome b gene. partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes. complete sequence: and D-loop, partial sequence: mitochondrial

OO0 000000 BD o000

Canis lupus isolate widestonia cytochrome b gene. partial cds: tRNA-Thr and tRNA-Pro genes. complete sequence: and D-loop. partial sequence: mitochondrial

Max
score

494
494
494
494
494
494
494
494
494
494
494
494
494
494

Total

score
494
494
494
494
494
494
494
494
494
494
494
494
494

494

Query
cover

98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%

98%

E
value

7e-136
7e-136
7e-136
7e-136
7e-136
7e-136
7e-136
7e-136
7e-136
Te-136
7e-136
7e-136
7e-136
7e-136

Ident

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

99%

L

Accession

IN182126 1
IN182087.1
JN182074 1
JN182060.1
JN182058 1
JN182054 1
JN182046 1
JN182049.1
JN182045 1
JN182028 1
JN182037.1
JN182034 1
JN182030 1

JN182032.1
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* Génotyper un chien /mping

a dog!
¢ Moyenne 78 % /Average 78 %

* Génotyper un renard

/Typing a fox!
e Moyenne 71 % /Average: 71 %
¢ GéﬂOtyper un |Oup /Typing a
wolf!

e Moyenne 70 % /Average: 70 %

Tier

1clupus lupus

2c lupus lupus

3c lupus lupus

4Cllycaon

5Cllycaon

6C I lycaon

7Cllycaon

8C llycaon

9C I lycaon

Hit 1

CII59 %

ClI55%

C llupus Rus 60 %

Clycaon75 %

Cllycaon 60 %

Cllycaon 70 %

Cllycaon 65 %

Cllycaon 65 %

Cllycaon 60 %

Hit 2 Hit 3

Cll 50 Wolfsspitz 40 %

Labrador Retriever 45 % Cllycaon 40 %

Belgischer
CII50% Schaferhund 35 %
CII55% Wolfsspitz 45 %
ClI35% Wolfsspitz 45 %

Sallus Wolfshund
Cl4a0% 35%

Belgischer Schaferhund 40 % C 135 %

Deutscher Schaferhund 35 % C 130 %

Sallus Wolfshund
C lupus albus 35 % 35%



* Soyez aussi honnéte que possible! /seas honest as possibie!
* Collez aux résultats et essayez de les expliqUer ssck wit the resuits and try to explain them
* Qu‘est-ce qui est logique? /what makes sense?

* Pouvez-vous expliquer les résultats? /canyou expiain the resuits?

* Soyez objectif,sans aucun Préjuge /se objective, without any bias

* Ne soyez pas focalisé sur le résultat d‘ensemble!!! /oo not be interested on the overai

result!!!

e Ex: Dans un dossier de meurtre: s‘il y a un ADN détectable, peut-il étre réellement
et de maniere fiable relié au suspect? Y a-t‘il une raison qui s‘y oppose? /c.g. murder

case: if there is DNA detectable, can it really and reliaby be linked to the suspect? Are there any reasons against this?

e => méme si nous travaillons pour notre client, nous sommegs engagés

au réSU Itat d eén Ot re trava i I /even though we work for our client, we are commited toww F@ r G e n

(X X X))
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e Définir des groupes de référence raisonnables /Define reasonable reference groups
* EX: phénotype: fOUrrUre, COUIEUr, queue, oreilles /E.g. phenotype: fur, colour, tail, ears

* Concordance entre la morphologie et les expertises génétiques pour définir
les vrais lou PS /cooperation between morphology and genetic experts to define real wolves

* Et aussi une coopération avec les biologistes comportementalistes: les

hy brides sont-ils P lus dan gereu X? / Also cooperation with behavioral biologists: are hybrids more
S !

Die Kérpergréssen variieren je nach Unterart erheblich.

Schulterhéhe: 50-95 cm
Rumpflange mit Kopf: 100-150 cm
Rutenlange: 30-50 cm

Korper Grundmasse
(variieren je nach Unterart)

Rumpflange mit Kopf
Ride: 110 - 150 cm, Fahe: 100 - 125 cm

Schulterhéhe
Riide: 65 - 95 cm
Féhe: 50 -80 cm

copyright © 2016 CHWOLF



Produire des investigations objectives et des comparaisons
sans conflits d‘intéréts /perform objective investigations and comparisons

with no conflicts of interests

Définir le ,vrai“ loup en concordance avec les criteres
morpholog iq U€S /Define ,real” wolves according to morphological criteria

Construire des bases de données de référence d‘apres les
loups et chiens et hybrides connus et minutieusement

définis / Build reference databases from known and thouroughly defined wolfs and
dogs and hybrids

Eventuellement s‘accorder sur un critere politique /possibly
according to political criteria

Ex: Le loup italien (frangais) : loup pur ou hybride de loup e

de be rger a llemand? /E.g. the Italian (french) wolf (pure wolf or mix betweer
wolf and e.g. belgian Shepherd?)




L‘hybridation est déja installée en Europe et est un phénomene commun
/Hybridization already takes place in Europe and is a common phenomenon

Il ny a pas de frontieres pour préevenir de maniere fiable I‘hybridation et le
mEIange des populatlons / There are no borders to reliably prevent hybridization and mixing of populations

Certaines méthodes ne sont }oas adaptées pour détecter I‘hybridation /some
methods are not suited to detect hybridization (mtDNA)
La coopération entre les experts des différents domaines est nécessaire pour

définir les criteres permettant au loup européen d‘étre protégé /cooperation between
experts from different fields is necessary to define criteria for the european wolves to be protected

Il doit y avoir une transparence concernant les données de référence et la
définition de v lou P pur ‘ /There must be transparency regarding reference data and definition of ,, pure wolf*

=== ForGen
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FrAv BAVMGARINER,

R SoHN IGNeRIERT
ScHoN WIEDER DIE
NAHRUNGSKETTE.

,Mme B., une fois
encore, votre fils ne
respecte pas la chaine
alimentaire!"!“ / vis s,

again, your son does not respect the
natural food chain!!!“

=== ForGen
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