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Formalet med dette projekt var at undersgge hvordan det
gastrointestinale mikrobiom hos fem elge, fra to
forskellige indhegninger (Malilla og Vrigstad) i Sverige,
ville blive pavirket af en translokation til Lille Vildmose
i Danmark

Elgenes mikrobiom er blevet undersggt med teknikken
16S rRNA amplikon sekventering, hvor fecespravers
bakterielle samfund blev undersggt ud fra bakteriernes
16S rRNA gen. Der er i projektet blevet indsamlet
feecesprover ved ankomsten til Danmark, og i forbindelse
med at elgene blev bedgvet otte maneder efter ankomsten
til Danmark. Derudover er der blevet indsamlet
feecesprover fra felten et ar efter ankomsten til Danmark.
Ligeledes blev der tilsendt praver fra elge, fra elghegnet
i Sverige, disse pragver var ligeledes taget et ar efter
ankomsten af de fem elge i Lille Vildmose.

Resultaterne af feecesproverne viste at alle fem elge
havde oplevet en &ndring af deres mikrobiom efter otte
maneder, samt efter et ar. Ligeledes viste resultaterne at
elgene efter de farste otte maneder havde faet et mere

forskelligartet mikrobiom.
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Forord

Dette specialeprojekt er udarbejdet af Mark Holm Larsen i Biologi pa Det Ingenigr- og
Naturvidenskabelige fakultet pa Aalborg Universitet. Projektet er udarbejdet i perioden
1/9-2016 til 10/01-2017. Dog med prgvetagning begyndende i november 2015.

Der rettes en stor tak til mine vejledere Trine Hammer Jensen og Mads Albertsen for
god vejledning og konstruktiv kritik af projektet. Herudover skal der lyde en stor tak til
Flemming Jacobsen som arbejder ved elghegnet i Malilla for preveindsamling og
information omkring elgene i svenske elghegn.

For hjeelp i laboratorie og databehandling skal der ligeledes lyde en stor tak til Jakob
Brandt, Martin Hjorth Andersen og Jannie Munk Kristensen fra Institut for Kemi og

Biovidenskab — Sek. for bioteknologi
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Abstract

The aim of this project is to study how the gastrointestinal microbiome with five moose
would be impacted by a translocation from two enclosures (Malilla and Vrigstad) in
Sweden to Lille Vildmose in Denmark. The moose that are being studied are part of a
major restoration project of the Mellemomrade in Lille Vildmose which is supported
by EU Life among others.

The 16S rRNA amplicon sequencing technique has been used to examine the moose
microbiome, as bacteria from faeces samples have been examined from the bacterial
16S rRNA gene. This gene is preferred as all bacteria has this gene while this gene also
contains highly conserved positions and highly variable positions. Faeces samples were
collected when they arrived in Denmark and eight months later while they were sedated.
Furthermore, faeces samples have been collected in the field a year after they arrived
in Denmark. Additionally, samples have been sent from moose from the two enclosures
in Sweden a year after the five moose arrived in Lille Vildmose.

The tests proved that the moose had experienced a change in their microbiome after
eight months and after a year. Additionally, the tests showed that the moose had got a
more diverse microbiome after eight months. However, this increase did not show in
the samples collected a year after their arrival. This difference could be due to the fact,
that the samples have been collected in a different way, since other studies have showed
an increased amount of aerobe bacteria in faeces samples that are affected by abiotic
and biotic conditions in a long period of time. Therefore, it is necessary to study how
long faeces from moose can lie in the field before they are gathered, if future studies
are to use this method for collecting samples.

Samples of the moose core bacteria at arrival and eight months later, show that the
moose from Vrigstad had more core bacteria than those from Malilla. After eight
months, the moose from Vrigstad had also maintained more of their core bacteria than

the moose from Malilla.
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1. Introduktion

Igennem et stort naturgenopretningsprojekt af Mellemomradet i Lille Vildmose, som
blandt andet er stottet af EU Life, er der udsat fem elge (Alces alces). Projektets
overordnede mal er at bibeholde karakteren af det abne og dynamiske landskab, der vil
udvikle sig hen imod hgjmose. Dette vil sikre en gunstig bevaring af de prioriterede
naturtyper, dog med genopretning af den aktive del af hgjmosen som farsteprioritet
(Buttenschgn 2013). Som et led i denne aktion er fem elge blevet udsat i Lille Vildmose.
Disse elge stammer fra to forskellige elghegn i Sverige. Deres funktion i
genopretningsprocessen er at fouragere pa treeer og buske, hovedsageligt birk, da disse
kan veere en trussel mod hgjmosen. Elgene er vigtige i genopretningsprocessen, da de
ader i en anden hgjde end krondyr og radyr i omradet (Buttenschgn 2013).

Pa baggrund af de sidste ars udvikling af 16S rRNA amplikon sekventering er det
muligt at undersgge forskellige miljgers unikke bakterielle sammensetning, samt
hvilke individuelle bakterier der ger sig geldende i disse miljger (Karst et al. 2016).
Metoden er i stor stil blevet brugt ved undersggelser af pattedyrs mikrobiom, i
serdeleshed for herbivores gastrointestinale mikrobiom (Ley et al. 2015).

Studier pa vertebrater har vist, at mikrobiomet blandt andet kan have pavirkning pa
veertorganismens evne til at nedbryde fgde og modsta abiotiske variationer (Stumpf et
al. 2016). Mikrobiomet kan vaere med til at pavirke veertens generelle fitness, som er
evnen til at overleve, kombineret med evnen til at producere fertilt afkom (Frankham
2016). Studier har vist, at habitat, fade og genotype kan have stor pavirkning pa
mikrobiomet hos vertebrater (McSweeney & Mackie 2012). Ligeledes er det blevet vist
at elge fra Alaska, Nord Amerika og Norge ikke har identiske mikrobiomer, hvilket
Ishag & Wright 2014 tolker at veere grundet de forskellige habitater og
fedetilgeengeligheder der er i disse habitater. Ley et al. 2015 har ligeledes set forskelle
pa arters mikrobiom, hvor der blandt andet ses en tydelig gruppering mellem
herbivorer, carnivorer og omnivorer. Med denne viden ses en begyndende tendens, til
at viden omhandlende dyrs mikrobiom kan bruges i arbejdet med bevaringsstrategier
(Stumpf et al. 2016). Nogle bevaringsstrategier anvender truede dyrearter, som er
opfostret i fangenskab, for derefter at udszette dem i deres oprindelige habitater. Denne
metode har i flere tilfelde haft begraenset succes, dette kan blandt andet skyldes

manglende erfaring eller evne til at overleve i et naturligt miljg, praedation, sygdom,
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abiotiske eller biotiske forhold (Stamps & Swaisgood 2007). Med mikrobiomets
indflydelse pa fitness og dets plasticitet i forhold til blandt andet fede, habitat og
genotype er det vaesentligt at overveje det mikrobielle samfunds indflydelse pa dyr, som
oplever translokationer pa baggrund af blandt andet bevaringsstrategier (Redford et al.
2012). Translokationen af elgene fra Sverige til Danmark giver en unik mulighed for at
undersgge pavirkningen af elges mikrobiom ved en translokation. Den nuvarende
videnskab pa omradet omhandler sammenligning af mikrobiom hos andre arter, som
lever i forskellige habitater (Ren et al. 2016; Amato et al. 2013; Ishag & Wright 2014)
eller arter i fangenskab (Alfano et al. 2015; Kohl et al. 2014; Delsuc et al. 2014). Der
vil i forbindelse med translokationen af elgene vare mulighed for at undersgge en
eventuel a&ndring af mikrobiomet far og efter en translokation. Da elgene bliver flyttet
fra et lille omrade pa fem hektar i Sverige til et stort omrade pd 2100 hektar i Lille

Vildmose, Danmark.
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2. Formal

Pa baggrund af ovenstaende er det overordnede formal formuleret for projektet:
Vil en translokation af elge fra Sverige til Danmark, hvor de lever i stgrre indhegning

og ikke lengere modtager tilskudsfodring, &ndre pa hvilke og antallet af forskellige

bakterier der kan findes i elgenes feeces?
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3. Teori

3.1 Elg (Alces alces)

Elgen (Alces alces) er en stor ruminant, som i
dag er den starst nulevende art i hjortefamilien
(Cervidae). Arten er udbredt i store dele af
verden, lige fra de nordlige og estlige dele af
Europa, til Asien og Nordamerika. Bestanden af
elge pa verdensplan er opdelt i 7 underarter,
hvor den der findes i Sverige og fra 2015 i Lille
Vildmose er af underarten europaisk elg (Alces

alces alces). Europzisk elg vejer fra 300-500 » Al ‘ﬁ&_ o
kilogram og har en skulderhgjde pa 2 meter. De Figur 1 Elg (Alces alces). Foto Colourbox.dk
har lange ben og forholdsvis kort hals (Figur 1). Denne starrelse ggr dem i stand til at
na skud, blade og knopper i op til 3 meters hgjde, hvilket er i en hgjde ingen andre
samlevende arter kan nd, hvorimod de har svert ved at na grees og urter pa jorden
(Sunde & Olesen 2007). Mysterud's studie fra 2000 undersggte 32 svenske og norske
studier af elges fadevalg og viste at elgenes kost hovedsageligt bestar af browse; altsa
skud, blade, knopper og kviste fra nale- og levtreeer. Studiet viste desuden at
fadevariationen er mindst om vinteren, hvor feden primert bestar af naletraeer
(Mysterud 2000). Grundet elgens lange ben og korte hals, er det en meget lille del af
elgenes fade som kommer fra graes og urter, modsat andre hjorte arter (Sunde & Olesen
2007).

Som alle andre ruminanter, har elgen et fordgjelsessystem som bestar af fire maver,
rumen, reticulum, omasum og abomasum. Rumen er den farste af de fire maver, nar
faden kommer ned i rumen, sker der en fermentering ved hjelp af en masse anaerobe
bakterier. Det er under fermenteringen at cellulose, stivelse og hemicellulose nedbrydes
mens flygtige fedtsyrer (VFASs), aminosyrer og ammonium produceres. VFA og
ammonium kan optages gennem rumenvaggen, mens de fleste aminosyrer bliver brugt
af bakterierne under fermenteringen (McSweeney & Mackie 2012). Efter fermentering
kommer fgden over i reticulum, her bliver de mindste partikler og bakterier sendt videre
til omasum. Partikler, som endnu er for store til omasum, bliver gylpet op i munden og
tygget igen. Dette kaldes rumination, hvoraf navnet for ruminanter stammer fra. |

omasum sker der en yderligere nedbrydelse og en stor mangde vand bliver ligeledes
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absorberet i omasum. Fra omasum fagres maden til den sidste mave, som er abomasum.
Abomasum fungerer ligesom mavesakken i et monogastrisk system, og er den eneste
af maverne, som udskiller fordgjelsesenzymer (Randall et al. 2002). Efter abomasum
fares det videre til de tyndtarmen og derfra videre i fordgjelses systemet (Dehority
2002).

3.2 Elgene i Lille Vildmose

Elgene i Lille Vildmose stammer fra to forskellige elghegn i Sverige (Malilla og
Vrigstad). Der er to tyre og tre kger, de to keer og ene tyr stammer fra Malilla, hvor
tyren og den ene ko er sgskende, mens den anden ko er genetisk forskellig fra disse. De

to andre elge stammer fra Vrigstad og er ligeledes sgskende, se tabel 1.

Tabel 1, Fakta om de fem udsatte elge. Sgskende: 1 = sgskende, 2 = ingen sgskende, 3 = sgskende

Navn Kan Fadested Fadt Sgskende
Elgl d Malilla 15-05-2015 1
Elg2 Q Malilla 15-05-2015 1
Elg3 Q Malilla 12-05-2015 2
Elgd d Vrigstad 15-05-2015 3
Elg5 Q Vrigstad 15-05-2015 3

Elgene var omkring et halvt ar, da de blev transporteret til Danmark, her blev de udsat
i et midlertidigt hegn, hvor de stadig blev tilskudsfodret med det samme kraftfoder som
i Sverige. | maj 2016 stoppede elgene med at spise foderet, og levede udelukkende af
naturligt fade i Lille Vildmose. I juni 2016 blev elgene bedgvet og fecespraver blev
taget, samtidig blev en GPS-sender monteret om halsen pa alle fem elge. Dernast blev
elgene lukket ud i hele Mellemomradet af Lille Vildmose (Figur 3). Se figur 2 for

overblik over elgenes farste 8 maneder i Lille Vildmose.

November 2015 Maj 2016 Juni 2016

—

Alle fem elge bedgves og

Cirka 6 mdr. gamle elge fra Elgene stopper

Malilla og Vrigstad ankommer tjekkes samt pafares en GPS-

med at spise

tilskudsfoder.
Vildmose. abnes til hele hegnet.

til midlertidig hegn i Lille sender omkring halsen. Og der

Figur 2 Oversigt over elgenes ankomst og vaesentlige begivenheder de farste 8 mdr. i Lille Vildmose.
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| Sverige lever der 250.000 — 300.000 fritlevende elge (Svenska Jagareférbundet
2016), udover disse har man visse steder i Sverige lavet elghegn, hvor det er muligt for
mennesker at komme helt tat pa elgene. En elgpark, som den i Malilla, har op imod
12.000 gaester om aret, som alle har mulighed for at komme i kontakt med elgene. |
disse elgparker tilskudsfodres elgene med kraftfoder og kartofler eller roer. Dette
skyldes, at der i elghegnene ikke er tilstraekkelig fadeproduktion. I elgparken Malilla,
hvor tre af elgene fra Lille Vildmose stammer fra, gar der 3-6 elge i en indhegning pa
5 hektar. Disse populationer bestar af en tyr og to kger, yderligere kan der vare et-ars
kalve og nye kalve i hegnet. Dyrene i Malilla bliver behandlet for orm og fluer.
Ormebehandlingen blandes i foderet, mens fluebehandlingen sprgjtes uden pa dyrene.
(Personlig kommunikation: Flemming Jacobsen, 2016). Dyrene fra Vrigstad lever
under lignende forhold, dog er den ngjagtige fadesammensetning ikke kendt.

Mellemomradet i Lille Vildmose, hvor elgene er blevet udsat, er indhegnet af et 31
km langt hegn (Figur 3). Hegnet omringer et omrade pa 2100 hektar, hvor der er fri

passage for mennesker pa stier og veje.

Omradet er sterkt preget af fortidens r\\\\E\/ \

\
tgrvegravning og draening af omradet. Omradet \\ L._\\:
bestar blandt andet af hgjmose, som er under ] g i e m Lot
tilgroning af hovedsageligt dunbirk, og i g |-
skovomrader af dun- og vortebirk. Ligeledes ( E = ~l
findes der dbne omrader, men generelt for = g i
omradet, sker der en tilgroning af birk og pil i \"'/
omradet. Udover de fem elge, er der ogsa udsat N
22 krondyr i omradet. Krondyrene kommer fra j

[] - - 4 \».\/
andre omrader i Vildmosen, hvor der er en //\
Elgene og

naturlig bestand af krondyr. : i .
Figur 3, Foto af Mellemomradet, hvor rgd linje

krondyrene skal i samarbejde blandt andet vaere angiver hvor hegnet er omkring det 2100 hektar
store omrade. Stjernerne angiver forskellige
med til at reducere tilgroningen af birk og pil i abninger il hegnet. (Aage V. Jensens Naturfond)

omradet (Buttenschgn 2013).

3.3 16S rRNA sekventering, som metode til studie af mikrobiom

Menneskets og dyrenes samfund af mikroorganismer (bakterier, archeaer, fungier og
virus) pa og i kroppen betegnes som mikrobiomet. Et menneskes mikrobiom bestar af
op imod 10 mikroorganismer, hvilket er ti gange s& mange celler som

menneskekroppen er opbygget af. Denne store maengde mikroorganismer befinder sig
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i stor stil i fordgjelseskanalen, hvor der bare i tyktarmen er op imod 102 bakterier/g.
(Madigan et al. 2013). Det er med nye teknologier blevet muligt at kortleegge disse
bakterier. Dette gares pa baggrund af bakteriernes 1500 basepar (bp) lange 16S rRNA
gen, da det bestar af konserverede omrader, som kan bruges som target for primer.
Yderligere indeholder genet ni variable omrader, som gar det muligt at differentiere de
forskellige bakterier fra hinanden, ved at sammenligne de variable frekvenser af 16S
rRNA genet med databaser af kendte bakterier, og pa den baggrund kortleegge hvilke
bakterier, der befinder sig i mikrobiomet (Karst et al. 2016).

Ved brug af 16S rRNA sekventering, er det som tidligere neevnt muligt at kortleegge,
hvilke bakterier der findes i et mikrobiom. Der skal dog tages visse forbehold for
resultaterne, da der under processen kan forekomme forskellige bias, afhaengig af den
anvendte metode. Albertsen et al. 2015 fandt at forskellige tidsintervaller i bead beating
(mekanisk lysis af celler) kan medfere starre forskelle, end prever taget med fem
maneders mellemrum i samme renseanlaeg. Henderson et al. 2013 har undersggt bead
beating pavirkning af DNA ekstraktion i feces, og de viste at leengere bead beating
under ekstraktionen ggede hyppigheden af Firmicutes og modsat faldt hyppigheden af
Bacteroidetes. Primervalg kan ogsad have indflydelse pa resultatet. Der kan vealges
forskellige primere, alt efter hvilke variable regioner i 16S rRNA genet som anvendes.
Der er pavist, at nogle grupper af bakterier ikke amplificeres ved brug af V1-V3, mens
de bliver amplificeret ved brug af V4 (Albertsen et al. 2015). Yderligere kan blandt
andet prevetagning, prgveopbevaring, PCR-opsatning og valget af database have
effekt pa resultaterne og skabe bias, som er vigtige at overveje ved sammenligning med
andre studier (Karst et al. 2016).

Feecesprgver er en hyppigt anvendt metode til at undersgge pattedyrs mikrobiom
igennem 16S rRNA sekventering. Indsamling af feecespraver i felten er en ikke-invasiv
metode og derfor fordelagtig at anvende i forsgg med iseer vilde dyr. Alfano et al. viste
i sit studie fra 2015, at feecespraver taget fra koalabjgrne ikke har samme a-diversitet
som svaberprgver fra rektum. De fandt at svaberpraver fra rektum havde 44 forskellige
bakterier pa genera niveau, mens der i feecespraverne blev fundet 15 forskellige. De 15
var alle reprasenteret blandt de 44 fra rektumproverne. De fandt altsd en mindre a-
diversitet i prgverne ved brug af feeces i forhold til det mikrobiom, der er fundet i andre
dele af fordgjelsessystemet. Dermed vil resultater fra feecesprever, udelukkende kunne
give et udpluk mikrobiomet. Det har dog stadig veeret muligt at anvende faecespraver
til undersggelse af @ndringer eller forskelle hos forskellige arters mikrobiom. Blandt
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andet fandt Amato et al. i 2016 hos Kattalamurer (L. catta), at habitatforstyrrelser,
alder og sociale interaktioner pavirker mikrobiomet i feecespraver fra Kattalamurer.
Samme metode anvendte Barelli et al. 2015, da de fandt at a-diversiteten hos rgde
Colobus aber (Procolobus gordonorum) i Afrika var faldende hos de aber, som levede
i skove pavirket af mennesker, modsat de aber som levede i ubergrte skove.

Ved anvendelse af fecesprover, er det ngdvendigt at veere opmerksom pa
feecespragvens eksponering af biotiske og abiotiske forhold, da forskellige forhold vil
kunne &ndre pa det bakterielle samfund i praven. Menke et al. 2015 undersggte i deres
studie, hvordan giraf- og springbukfaces &ndres henover en tidsperiode pa syv dage.
De sa, at der syv dage efter defekation stadig var muligt at bruge giraffaeces til at
undersgge giraffens naturlige mikrobiom, dog sa de en variation fra dag til dag. Ved
springbukken sa de, at der allerede efter tre dage var sket store andringer i den
mikrobielle sammensatning, saledes at informationen fra disse prgver ville veare
halveret. De abiotiske og biotiske forhold der pavirker feeces kan vere vejrforhold,
sasom regn og sol eller prgverne kan blive kontamineret af bakterier fra det
omkringliggende miljg. Samtidig kan sterrelsen af faeces veere betydende for
muligheden for at finde en region i prgven, som er mindre kontamineret (Menke et al.
2015).

3.4 Mikrobiomets og vaertsorganismens pavirkning af hinanden

Det gastrointestinale mikrobiom er betegnelse for det mikrobielle samfund, som findes
i mavetarmsystemet hos alle vertebrater. Hos ruminanter er bakterier i rumen afggrende
for fermenteringen og dermed hele fordgjelsen, da ruminanter ikke er i stand til at
foretage denne fermentering selv (Dehority 2002). Det er ikke kun i rumen, at bakterier
har en rolle i forbindelse med fordgjelsen, dette er geeldende hele vejen igennem
fordgjelseskanalen. Derfor vil der opleves forskellige mikrobiomer, alt efter hvilket
omrade af fordgjelseskanalen praven tages (Alfano et al. 2015).

Igennem mange ar har forskere anvendt forskellige teorier omkring makrobiologiske
samfund, for at kunne forudsige en fadekaede og et fedenets fremtidige udvikling. Disse
teorier kan muligvis ogsa gere sig geldende for mikrobiologiske samfund og dermed
kunne forudsige et mikrobioms udvikling ved forskellige andringer af abiotisk eller
biotiske forhold (Hessen 2007). Et studie, hvor babyers mikrobiom er fulgt fra fadsel
og to ar frem, har vist, at deres mikrobiom gradvist bliver mere forskelligartet, og

samtidig efter to ar har et sammenligneligt mikrobiom med voksne (Koenig et al. 2011).
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Denne observation kan knyttes til successionsteorien, som siger, at der sker
tidsmaessige &ndringer i et biologisk samfund. Dette kunne vere kendte &ndringer af
babyers mikrobiom de farste to levear.

En teori der ligeledes kan knyttes til den mikrobielle verden er metasamfundsteorien,
som beskriver hvordan et lokalt samfund kan pavirkes, eksempelvis kan det
gastrointestinale mikrobiom, betragtes som veerende en del af et metasamfund.
Metasamfundet bestar af flere lokale samfund, som kan veere veertens orale mikrobiom
samt fgde og andre individer (Christian et al. 2015). Pavirkningen af sddanne faktorer
fra andre lokale samfund kan eventuelt forklare forskellene i et studie lavet pa elge fra
Norge, Alaska og Nordamerika. Det viser, at Bacteroidetes og Firmicutes er
dominerende i elgenes mikrobiom, men Bacteroidetes er dog mest reprasenteret hos
elgene fra Norge og Alaska, mens Firmicutes er dominerende hos elgene fra
Nordamerika. Indenfor phylum Bacteroidetes var Prevotellaceae den mest
dominerende hos alle elge pa familieniveau, hvor de fleste tilhgrte Prevotella pa
genusniveau, mens det indenfor Firmicutes var Lachnospiraceae pa familieniveau som
dominerede ved alle elge (Ishaq & Wright 2014). Inkonsistensen for hvilke bakterier
som er dominerende, iser pa phylumniveau, viser hvordan ruminanters mikrobiom er
afhaengig af forskellige faktorer. En af disse faktorer er fadetilgeengeligheden, hvilket
ses 1 studier om rensdyr fra Svalbard, hvor det er fundet, at Bacteroidetes er
dominerende i vinterhalvaret (Pope et al. 2012), hvor et andet studie viser at Firmicutes
er dominerende i sommerhalvaret, hvor den tilgengelige fade er forskellig fra
vinterhalvaret (Sundset et al. 2007). Forskere har ligeledes vist, at en meget fiberholdig
fade favoriserer iseer Bacteroidetes, hvorimod en kost bestaende af megen stivelse gger
mangden af Firmicutes i fordgjelsessystemet (S C Fernando et al. 2010). Selvom der
ses forskel pa tvers af forskellige ruminanter og individers bakteriesammensatning pa
phylumniveau, betyder det ikke, at dyrene har mikrobiomer med forskellige
egenskaber. Dette skyldes, at der pa tvars af de forskellige phylumniveauer, findes
bakterier med de samme gener og egenskaber (Huttenhower & Human Microbiome
Project Consortium 2012; Martiny et al. 2013).

Habitat kan ligeledes pavirke arters mikrobiom, dette ses eksempelvis hos dyr som
lever i fangenskab, som har anderledes mikrobiomer i forhold til identiske arter i
naturen, selvom de far den samme fgde som i naturen (Kohl et al. 2014). Ligeledes sa
Kohl et al. 2014, at rotter fanget i naturen, efter seks maneder i fangenskab havde et
mindre forskelligartet mikrobiom. De fandt yderligere ud af, at rotterne ikke var i stand

Side 10 af 40



til at genetablere deres naturlige mikrobiom efter seks maneder, hvor de igen var blevet
fodret med deres naturlige fadevalg, hvilket kan tyde pa denne habitats pavirkning. Det
er ligeledes set, at menneskelig pavirkning af vertens habitat, kan have indflydelse pa
eksempelvis diversiteten hos Sorte Bragleaber (Alouatta pigra) (Amato et al. 2013). Man
sa hos disse, at diversiteten var starst hos aberne i store omrader med regnskov, kontra
et omrade med lidt regnskov og taet beliggende ved mennesker (Amato et al. 2013). |
dette tilfeelde er mennesker og aber hver deres lokale samfund i et metasamfund. Hvor
resultaterne altsa tyder pa, at tetheden af disse lokale samfund har betydning pa
mikrobiomet (Amato 2013).

Viden omkring faktorerne, som har indvirkning pa mikrobiomer, giver mulighed for
at kunne finde arsagerne til at dyr og mennesker oplever en @ndring af deres
mikrobiom. Samtidig vil det ogsa blive muligt at forudsige eventuelle &ndringer af
mikrobiomer ved a&ndringer af veertens abiotiske eller biotiske forhold. Yderligere vil
dette kunne bruges til at @ndre pa mikrobiomet, som det er set gjort med eksempelvis
feeces transplantationer (Christian et al. 2015).
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4. Materialer og metoder

4.1 Felt- & Laboratoriearbejde

Prgveindsamlingen er foregaet over fem gange. De farste fem praver blev taget 11.

november 2015 da elgene ankom til Danmark. Feecesprgver blev opsamlet fra

transportkasserne og derefter nedfrosset ved -18° C grader. Disse prgver gav et billede

af elgenes mikrobiom inden translokationen. De naste prgver blev udtaget fra elgenes

rectum ved bedgvelse 28. maj 2016, og nedfrosset ved -18° C grader. Disse prgver viste

hvordan elgenes mikrobiom var efter de forste otte maneder i Danmark. Faecespraver

fra Malilla elghegn i Sverige blev indsamlet 14. september 2016 og sendt til Danmark.

Praverne var en reference for eventuelle successionelle a&ndringer i mikrobiomet hos

elgene. De blev modtaget 48 timer efter og nedfrosset til -18° C grader. Der er indsamlet

9 prever fraindhegningen i Lille Vildmose, disse blev indsamlet i omrader hvor elgene,

Pragverne er
indsamlet fra

transportkassen.

\4

(

Malilla elghegn

Prgver som viser de tre elges
mikrobiom inden translokationen.

Prgverne er taget ved ankomsten til

DK
-

_ J
Vrigstad Elghegn )

Prgver som viser de to elges

mikrobiom inden translokationen.
Prgverne er taget ved ankomsten til
DK

\_

YT S

Prgverne er udtaget
fra rectum pa

elgene

‘lllllll.llllll“

Prgverne er indsamlet i
felten ud fra elgenes

GPS signaler

‘IIII.I

-

Lille Vildmose

Praver der viser elgenes
mikrobiom efter de farste 8
mdr. i DK. Prgverne er taget

ved bedgvelse af elgene

Lille Vildmose

Praver der viser elgenes mikrobiom
efter et ar i DK

—

Tilskudsfodring af
elgene er stoppet i
foraret 2016

Efterar-15

Forér-16

Malilla Elghegn
Praver der viser mikrobiomet hos
elge i Malilla elghegn i efteraret

2016

Efterar-16

Figur 4 Oversigt over de forskellige prgveindsamlinger og opdeling af disse. Samt hvordan prgverne er taget. Pilen
angiver tidspunkt for de forskellige prgvetagninger, og prevernes angivelse fremover i projektet.
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jeevnfar GPS-signal, havde opholdt sig 0-36 timer forinden. Disse praver blev brugt til
undersggelse af muligheden for individgenkendelse. Ved indsamlingen blev der kun
medtaget feeces, som ikke havde veeret i direkte fysisk kontakt med omkringvaerende
miljg. Pragverne blev indsamlet i 50 ml greinerrgr og opbevaret i fryseboks (max 6t)
indtil nedfrysning ved -18° C. Disse prgver blev indsamlet den 14. og 27. september
2016. Overblik over pragveindsamlingen kan ses pa figur 4.

For alle feecespraver blev der anvendt cirka 0,1 mg feeces ved ekstraktion. Der blev
anvendt FastDNA spin kit for soil til ekstraktionen. Fremgangsmaden for ekstraktionen
er gjort jf. Standard protocol DNA extraction — AD sludge (Mcllroy et al. 2015).
Prgvekvaliteten af DNA-ekstraktionen blev testet ved en koncentrationsmaling med
Infinite F200 PRO HS DNA Assay og Tapestation 2200, HS D1000 Screen Tape
System. Der blev lavet enkeltvis amplikon library pa alle ekstraherede praver.

Fra hver ekstraherede prave blev der brugt 10 pug DNA til PCR reaktionen (25 pL),
som indeholdt 1X Platinum High Fidelity buffer, ANTPs (400uM), MgSO4 (1,5 nM),
Platinum Tag DNA polymerase HF(1U) og 10 puL barcoded 16S V1-V3 adaptor mix
(1uM);  27F  AGAGTTTGATCCTGGCTCAG and 534R ATTACCGC-
GGCTGCTGG. PCR var indstillet med en start denaturering ved 95°C i 2 min. Derefter
30 cyklusser med; 95°C i 20 sek., 56°C i 30 sek. og 72°C i 60 sek. og efter cyklusserne
72°C i 5 min. Alle prgver blev kart i duplikater under PCR og sammenblandet til et
samlet library efter endt PCR.

Alle libraries blev oprenset med Agencourt AMPure XP, hvor prgve/beat blandingen
var i forholdet 4/5. De blev efterfglgende kvalitetstjekket pa Tapestation 2200, HS
D1000 Screen Tape System. Efter oprensning og kvalitetstjek af libraries, blev de
sammenblandet pa baggrund af malte DNA-koncentrationer med Infinite F200 PRO
HS DNA Assay og udregnet amplikon starrelse.

De sammenblandede libraries blev fortyndet til 4nM inden sekventering. Prgverne
blev sekventeret pa en MiSeq (Illumina) med en Miseq Reagent kit v3 og 600 cyklusser.
De medfglgende standard anvisninger for klarggrelse af Miseq til sekventering blev
fulgt.

4.2 Bioinformatik analyse

De aflaeste sekvenser blev kvalitets tjekket ved brug af Trimmomatic v. 0,32 (Bolger et
al. 2014) med indstillingerne SLIDINGWINDOW:5:3 og MINLEN:275. Efterfglgende

blev forward og reverse sekvenserne sammensat til hele sekvenser ved brug af FLASH
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v. 1.2.7 (Mago¢ & Salzberg 2011) med indstillingerne -m 25 -M200. De sammensatte
sekvenser blev replikeret og formateret for at kunne bruges i arbejdsprocessen
UPARSE (Edgar 2013). De replikerede sekvenser blev grupperet ved brug af usearch
v. 7.0.1090-cluster_otus med standard indstillinger. OTU hyppigheden blev estimeret
ved brug af usearch v.7.0.1090-usearch_global med kommandoen id 0.97.
Taksonomien for OTU’erne var tildelt med RDP (Wang et al. 2007) klassificering som
er implementeret i parallel_assign_taxanomy_rdp.py script i QIIME (Caporaso et al.
2012), hvor MiDAS databasen v.1.20 (Mcllroy et al. 2015) blev anvendt.

Resultaterne er blevet analyseret i R gennem Rstudio. Ampvis pakken (Albertsen et
al. 2015) er brugt til at lave analysen og visualiseringen af resultater. De anvendte
pakker og kommandoer kan ses i Appendiks 10.2. Principal components analyse (PCA)
er lavet, hvor grupperinger af prgverne er blevet undersggt. Heatmap viser de 10
hyppigste bakterier i prgverne. For undersggelse af a-diversiteten af prgverne er der
blevet anvendt antal observerede arter. Disse veerdier er visualiseret i boksplot. Til
sammenligning af elgenes og pravetidspunkterne core arter, er de anvendte kriterier for
core art fglgende; forekommer i alle praver, med en hyppighed pa mindst 0,1 procent.

Disse er blevet visualiseret i Venn diagram.
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5. Resultater

GPS signaler som modtages fra elgenes monterede GPS-halshand, viser at elgene
feerdes mest i den vestlige og nordlige del af hegnet. Indsamling af feecespraverne fra
efteraret 2016 er ogsa indsamlet i disse omrader. | alt er der i projektet blevet arbejdet
med 24 forskellige feeces praver, hvor der er blevet lavet tekniske triplikater af to (U4
og S2) for at undersgge variansen i prgverne. Pa figur 6 ses en teettere gruppering af
triplikaterne U4 end de gvrige prover. Ligeledes viste negativ og positiv prgve det
forventede. Der er fundet for fa reads i preverne S2,1; S2,2; S2,3; S3 og S4 da de havde
under 1000 reads. @vrige prgver har reads pa 1.275 - 31.830, og blevet fundet brugbare.
Dette er de pa baggrund af rarecurve (appendiks 10.2), hvor det ses at prgverne efter
1000 reads flader ud, og dermed er det vurderet at alle bakterier er blevet aflest.
Antallet af OTU’er, der er observeret i hver prgve, varierer fra 85 — 845 forskellige.
Ved undersggelse af mikrobiomerne i feeces fra elge, som er flyttet fra to forskellige
elghegn i Sverige til et omrade i Lille Vildmose, blev der fundet forskellige mgnstre i
elgenes mikrobiom. Disse vil blive vist i de efterfglgende afsnit, hvor farste afsnit vil
omhandle prgvernes forskellige grupperinger, og hvilke bakterier der pavirker disse
grupperinger. Andet afsnit vil omhandle elgenes a-diversitet, samt hvilke bakterier som

elgene deler pa tveers af hinanden (core bakterier).

Tabel 2 Beskrivelse af de forskellige angivelser, som vil komme i resultatafsnittet. Grupper: de forskellige
grupperinger som laves i databehandlingen. Kategorier: eksempler pad hvilke inddelinger der er i grupperne.
Beskrivelse: forklaring pa de forskellige grupper og kategorier.

Grupper Kategorier Beskrivelse

Efterar-15, Forar-16, Inddeling af hvornar preverne er blevet taget.
Prgvetidspunkt = Efterar-16 og Efterar- S angiver at pragven er taget i Sverige.

16S

Eksempler: V1-S, V1- Hver enkel prgves specifikke 1D. V1 er den

DK, Ul og S1 enkelte elg, hvor S angiver at prgven er taget
samolelD ved ankomsten til Lille Vildmose. DK angiver
at de har veeret i Danmark. Ul er ukendte
prgver. S1 er praver tilsendt fra Malilla
elghegn efteraret 2016.
Elghegn Malilla og Vrigstad Angiver hvor elgene oprindeligt stammer fra.
o Elgl, Elg2, Elg3, Elg4  Viser hvilken specifik elg prgven er fra
Individ og Elg5.
Sverige og Danmark Sverige er prgverne taget ved ankomsten til
Land Lille Vildmose. Danmark er prgverne efter

seks mdr. i Lille Vildmose
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5.1 Gruppering af mikrobiom

Ved undersggelse af elgenes mikrobiomer pa phylumniveau, viser figur 5 at Firmicutes
i alle prgver er den hyppigst forekommende. Bacteroidetes og Proteobacteria udger
ligeledes en stor del af bakterierne i alle prgverne. Yderligere ses det, at der i prgverne
Forar-16 og Efterar-16 er reprasenteret flere forskellige bakteriegrupper pa phylum
niveau end i Efterar-15 praverne, blandt andet Candidate division TM7, Actinobacteria,
Chloroflexi og Acidobacteria.

Efterar-15 Forar-16 Efterar-16

Firmicutes - HIHIHHEE HEEEE EEEEENNEEEEN
Bacteroidetes- I T H ]
Proteobacteria - HEN
Actinobacteria -
Tenericutes -
Candidate division TM7 -
Spirochaetae -

Cyanobacteria-
Chloroflexi -
Acidobacteria-
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Figur 5 Heat map som viser alle pragver i projektet. Bakterier er angivet pd phylum niveau, og prgverne er pa x-
aksen angivet med elghegn, SamplelD og Pravetidspunkt. (LV=Lille Vildmose) (U = ukendt individ).

Pa figur 6 ses en tydelig gruppering af prgverne i forhold til prgvetidspunktet. Hvor
prgverne fra ankomsten til Danmark (Efterar-15) grupperes, i forhold til preverne efter
otte maneder i Danmark (Forar-16). Ligeledes grupperes de ukendte prgver, som blev
samlet i Lille Vildmose et ar efter udsettelsen (Efterar-16) veek fra de gvrige praver.
Yderligere kan det ses, at praven fra en elg i Malilla (S1), taget samme tid som de
ukendte, ligger i omradet af de ukendte prgver. Prgverne Efterar-15 og Forar-16 er
grupperet i et lille omrade, i forhold til praverne Efterar-16. Fem af preverne i denne
gruppe (U3, U5, U6, U7, U8), grupperes modsat de fire gvrige praver. U1, U2, U4 og
U9 er mere spredte og forskellige fra de gvrige prover fra Efterar-16. Prgverne U3, U5,
U6, U7, U8 er, jf. figur 6, mere ens med praverne Efterar-15 end U1, U2, U4 og U9

praverne.
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o Prgvetidspunkt
o Efterar-15

— EI Efterar-16

N

8 Forar-16

Elg1

N Etg5 Elg2 Elg5

- Elg2

Elg4 Elg3- Elg1
Elgs —%

PC1 [25.8%]

Figur 6 PCA-plot som viser grupperinger af alle praver i projektet. [ ] = angiver variansen pa den pagaldende akse.
Rade praver er taget i efterdret 2015 ved ankomst til Lille Vildmose. Lilla viser prgverne taget foraret 2016 i Lille
Vildmose. Grgn viser prgverne indsamlet i Lille Vildmose i efterdret 2016. Bla er en prgve tilsendt fra Malilla
elgpark i efteraret 2016. U4 er repraesenteret 3 gange, dette er triplikat af samme feeces prave

Ved analyse af prgverne Efterar-15, ses der en gruppering af elgene, som kommer fra
det samme elghegn. Pa figur 7 grupperes elgene fra Malilla nede i venstre hjgrne, mens
elgene fra Vrigstad grupperer sig i toppen af plottet. Prgverne Forar-16, som er taget
cirka otte maneder senere, grupperer sig alle fem nede i hgjre hjgrne. Altsa har de fem
elge faet et mere ens mikrobiom efter otte maneder i Danmark. Ved at undersgge hvilke
bakterier som har starst indflydelse pa disse grupperinger, ser man at for elgene i
Vrigstad har Peptostreptococcaceae_ OTU_5 en afggrende rolle. Kendetegnende for
denne familie er at de alle er anaerobe bakterier og deres metabolisme bygger pa
fermentering (Brenner et al. 2005). For elgene fra Malilla har bakterierne
Prevotellaceae OTU 7 og Ruminococcaceae OTU_25 betydning for deres
gruppering, felles for familien Prevotellaceae bakterier er at de er velkendte bakterier
i praver frarumen, samt at de kan nedbryde kulhydrater og proteiner. Ruminococcaceae
familien forekommer ofte i tarm pragver, og de er butansyre producerende (Brenner et
al. 2005). Lachnospiraceae_ OTU_14 er den dominerende blandt flere bakterier som
har betydning for grupperingen af prgverne Forar-16. Felles for Lachnospiraceae

familien er at de er anaerobe (Brenner et al. 2005).

Side 19 af 40



31 ®
@
f__Peptostreptococcaceae_OTU_5
2 e
p-55-ab
5"_9‘ " RC9
= gut group
O L
=, Turicibacter
o™
£
f__Ruminococcaceae: OTU_42 f_Lachnospnraceae_OIU_M
f_Ruminococcaceae_OTU_ J5—-achnospiraceae_OTU_23 A
E Incertae Sedis
f__Prevotellaceae_OTU_7
-2

-2 -1 0 1
PC1 [35.6%)]

Elghegn
Malilla
® Vrigstad

Prgvetidspunkt
® Efterar-15
A Forar-16

Figur 7 PCA plot som angiver grupperingen af prgverne Efterar-15 og Forar-16. Regd farve viser elgene fra
Malilla, mens den bla farve angiver elgene fra Vrigstad. En cirkel angiver praverne taget ved ankomsten til DK,
hvor trekanterne angiver pragverne taget efter otte maneder. [ ] = angiver variansen pa den pageldende akse.

Bakterier er angivet pa genus hvis muligt, ellers familie niveau og OTU navn.

Praverne, der er indsamlet i Lille Vildmose, og som ikke kan henfares til en bestemt

elg, udviser jeevnfar figur 8 en starre spredning end de gvrige prever. Hvor fem praver

grupperes teet i hgjre side af plottet, hvor det pa genus niveau er bakterierne Clostridum

sensu stricto 1, Turicibacter og p-55-a5 som de mest afggrende bakterier, for at

prgverne grupperes i dette omrade af plottet. Disse bakterier er normale tarmbakterier,

og er alle anaerobe bakterier. De gvrige prever grupperes mere spredt i modsatte side

af plottet, hvor bakterien pa genusniveau, Comamonas og pa familieniveau

Rhizobiaceae er dominerende. Disse bakterier er begge aerobe bakterier og

forekommer kun i prgverne Efterar-16 og hovedsageligt i praverne U1, U2, U4 og U9.
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Figur 8 PCA plot som angiver grupperingen af prgverne fra Efterar-16. Prgve er hver en ukendt prgve som er
indsamlet i Lille Vildmose. [ ] = angiver variansen pa den pageldende akse. Bakterier er angivet pa genus hvis
muligt, ellers familie niveau og OTU navn.

5.2 Mikrobioms a-diversitet og core arter

a-diversiteten for hver prgve er undersggt med antal observerede arter. Elgenes a-
diversitet er grupperet efter prgvetidspunkt, og her ses en gget a-diversitet, efter de
forste otte maneder i Danmark. Elgene fra Malilla havde ved ankomst i gennemsnit 143
(n=3) forskellige bakterier, hvor de efter otte maneder havde i gennemsnit 293 (n=3)
forskellige bakterier, de har altsa i gennemsnit cirka fordoblet antallet af forskellige
bakterier. Elgene fra Vrigstad har ligeledes opnaet en starre a-diversitet, dog ikke i lige
sa stor grad som Malilla elgene. Vrigstad elgene havde i gennemsnit 213 (n=2)
forskellige bakterier ved ankomst, mens de efter otte maneder havde 335 (n=2)

forskellige bakterier i gennemsnit, altsa en forggelse pa cirka 60 %.
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Pa figur 9, ses det at prgverne indsamlet i Lille Vildmoses et ar efter translokationen,
i gennemsnit har en mindre a-diversitet, men er pa niveau med de vardier, som blev
fundet i preverne Efterar-15. Efterar-16 preverne har samtidig en stgrre spredning end
de gvrige grupper.
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Figur 9 Boksplot som angiver diversiteten i prgverne, fordelt pa elghegn og pravetidspunkt. Y-aksen angiver antal
observerede OTU'er i praverne.
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Figur 10 Heat map der viser de 10 hyppigste bakterier pa phylum og genus niveau, (hvis dette ikke er muligt
bliver de vist pa bedst mulige niveau) som er fundet i preverne Efterar-15 of Forar-16. Praverne er grupperet
efter individ og x-aksen angiver Prgvetidspunkt og elghegn.
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Nearmere analyse af den relative hyppighed for bakterierne efter otte maneder i
Danmark kan ses pa figur 10, den viser, at for translokationen var F. p-55-a5 pa genus
niveau en af de mest dominerende i alle praver, men denne er i alle praver blevet mindre
dominerende efter de forste otte maneder i Danmark. De to af elgene fra Malilla, som
var sgskende, blev der fundet en stor meangde af én bakterie i familien B.
Prevotellaceae (OTU_7) i proverne Efterar-15. Denne bakterie forekom ikke i de
gvrige prover fra efteraret 2015, og bakterien blev ikke observeret i nogle af Forar-16

praverne.

A Danmark Malilla

Danmark Sverige
Non-core: 1082 (70.9) Non-core:

Vrigstad 1024 (57.3)

Figur 11 Venn-diagram som angiver prgvernes core bakterier som grupperne har indbyrdes og deler imellem
hinanden. For at bakterierne er core bakterier, skal de veere reprasenteret i alle prgver fra gruppen samt have en
hyppighed pad mindst 0,1 %. Tallet angivet i () viser den procentvise andel af mikrobiomet bakterierne dakker
over. A) Danmark = prgverne Forar-16, Sverige = prgverne Efterar-15. B) Danmark = prgverne Forar-16, Malilla
= Efterar-15 fra Malilla, Vrigstad = Efterar-15 fra Vrigstad.

Ved undersggelse af pravernes core arter, ses det pa figur 11.A, at elgene deler enkelte
bakterier pa tveers af de forskellige grupperinger af prgver. Det ses blandt andet at alle
elgene ved ankomsten til Danmark kun delte 6 bakterier. Efter elgene havde veeret i
Danmark i otte maneder ses det, at de delte 32 bakterier. Ud af disse 32 bakterier, er
der kun én (p-55-a5_OTU_4) art som er reprasenteret bade far og efter translokationen.
Pa figur 11.B er gruppen Sverige opdelt i elghegn, og den viser, at elgene fra de to
forskellige elghegn deler fem forskellige arter inden translokationen. Desuden ses det
at elgene fra Vrigstad deler 59 bakterier, hvor Malilla elgene deler 22 bakterier. Elgene
fra Vrigstad har 12 bakterier, som ogsa er repraesenteret ved prgverne taget otte
maneder senere. Hvorimod elgene fra Malilla kun har én bakterie, som er

gennemgaende i alle praverne efter otte maneder i Danmark.
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6. Diskussion

| dette projekt er det undersggt hvordan elges mikrobiom &ndres efter en translokation
fra Sverige til Danmark. Det er blevet fundet, at elgenes mikrobiom har gndret sig i
tidsperioden fra de ankommer og otte maneder frem og yderligere andret sig de
efterfalgende otte maneder. Imellem farste og anden pravetagning, Efterar-15 og Forar-
16, er elgene gradvist blevet fravendt deres tilskudsfodring, som de var vant til fra de
svenske elghegn. Elgene var kort inden anden prgvetagning stoppet med at spise
tilskudsfodret. Elgenes &ndring i fgdeindtag har givetvis veeret en stor faktor i &ndring
af elgenes mikrobiom, da flere studier har vist, at fedeindtaget har stor betydning for
individets mikrobiom (S. C. Fernando et al. 2010; Amato et al. 2016). Dette kan
yderligere underbygges af teorien omkring metasamfund, hvor en &ndret
naringstilfarsel kan ses som pavirkning mellem to samfund og der vil derfor ske en
e@ndring af mikrobiomet (Amato 2016). Denne &ndring vil kunne betyde at nye nicher
vil opsta for bakterier, mens en gget konkurrence vil udrydde eller reducere andre
bakterier.

Yderligere kan det antages, at elgenes ankomst til en starre indhegning, vil medfare
et endret mikrobiom. Da det forventes, at der i indhegningen ikke vil veaere nogen
kontakt til mennesker, som der var i Sverige. Mindre eksponering for mennesker har
kunnet medvirke til et @ndret mikrobiom. Et studie lavet pa rade Colobus aber viste
netop, at omrader, der er mere pavirket af mennesker, var med til at give et @ndret
mikrobiom hos aberne (Barelli et al. 2015).

Ishag & Wright 2014 fandt i deres studie af elge fra Alaska, Norge og Nordamerika
at deres mikrobiom pa phylum niveau var domineret af Firmicutes og Bacteroidetes,
hvilket ogsa er tilfeeldet i dette projekt. Praverne i dette projekt har alle flest Firmicutes,
hvor Ishag & Wright 2014 fandt knap sa stor en mangde Firmicutes, og i flere tilfeelde
fandt de stgrre maengder af Bacteroidetes. At sammenligne elgenes mikrobiom pa
phylumniveau, forteeller meget lidt omkring mikrobiomets egenskaber, men giver et
overbliksbillede som andre lignende studier bruger. Dette skyldes, at mange gener er
gennemgaende pa lavere fylogenetiske niveauer. Det er kun fa og meget komplekse
pathways som er specifikke pa phylumniveau (Martiny et al. 2013). Derfor vil det veare
relevant at se pa lavere niveauer, for at kunne undersgge eventuelle egenskaber ved de
fundne bakterier, som gar, at de observerede &ndringer kan forklares.

Praverne fra efteraret 2016 grupperer sig fra de gvrige, men samtidig ses der en starre

spredning pa disse. P4 figur 8 ses det at spredningen i den ene retning i hgj grad skyldes
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bakterierne pa familieniveau C. Comamonas og pa genusniveau Rhizobiaceae, disse
bakteriegrupper er alle aerobe bakterier. Sammenholdt med hvad Menke et al. 2015
fandt ud af i deres studie, hvor de undersggte hvordan mikrobiomet i feeces hos giraf
og springbukken @ndres, ved eksponering af biotiske og abiotiske forhold i en
tidsperiode pa syv dage. De viser at den relative hyppighed af aerobe bakterier er
stigende hen over de 7 dage. Dette kan tyde pa at preverne i dette projekt, som er
grupperet i den del hvor de aerobe bakterier er dominerende, er &ldre end de gvrige
bakterier. Hvilket kan resultere i et mindre retvisende billede af elgenes mikrobiom.

Undersggelsen af elgenes a-diversitet viste, at alle elge oplevede en starre a-diversitet
efter de farste otte maneder i Danmark, hvorimod praverne taget et ar efter udsattelsen
viste en a-diversitet pd samme niveau som ved ankomsten. Forklaringer herpa kan veere
maden praverne er blevet taget, da preverne Efterar-15 og Forar-16 foregik ved en
udtagelse af faeces fra rectum, hvorimod preverne Efterar-16 blev indsamlet i felten.
Hvilket gar at disse praver bliver eksponeret for abiotiske og biotiske forhold, som de
gvrige praver ikke er blevet udsat for. Menke et al. 2015 undersggte ogsa hvordan a-
diversiteten hos giraffer og springbukke sndredes henover de syv dage. De fandt, at
pravernes o-diversitet var faldende i lgbet af de syv dage, hvilket kan forklare, at a-
diversiteten ved prgverne Efterar-16 er lavere end ved Forar-16 praverne.

Resultaterne indikerer at elgene har en stgrre a-diversitet efter otte maneder i
Danmark, kan tyde pa, at dyr som har veeret i fangenskab og deraf oplevet en reduceret
a-diversitet, vil kunne genetablere et mere forskelligartet mikrobiom efter
genudsattelse i et mere naturligt habitat. Elgene i Danmark har dog ikke udviklet en a-
diversitet som matcher verdierne fundet i Ishagq & Wright 2014, som fandt en hgjere
a-diversitet i vilde elge. Det er dog vigtigt at tage hgjde for forskellige fremgangsmader
I de to undersggelser, da der er flere trin i forsggsdesignet, som kan resultere i
forskellige bias (Albertsen et al. 2015; Karst et al. 2016; Alfano et al. 2015). Derfor er
yderligere undersggelser af elgene i Danmark og vilde elge ngdvendige for at kunne
afgere om en yderligere stigning af deres a-diversitet er mulig, for at opna samme
niveau som vilde elge. Studie lavet pa rotter af Kohl et al. 2014 viser, at for rotter kan
ikke kun fgden genoprette det oprindelige mikrobiom, men at fade kun er en af flere
faktorer som pavirker mikrobiomet, det kan antages, at en genudsatning af rotterne til
deres oprindelige habitat, ville kunne gge a-diversiteten yderligere. Kohl et al. 2014’s
studie er som sagt lavet pa rotter, og det er derfor usikkert, om studiet kan overfares
direkte til elge.
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En reduceret a-diversitet hos de udsatte elge kan have indflydelse pa dyrenes evne til
at klare sig i det nye habitat. Bland andet kan en mindre a-diversitet gar mikrobiomet
mere modtagelig overfor eventuelle patogene pavirkninger (Rosenfeld 2002; Costello
et al. 2012). Sadanne overvejelser er vigtige i forbindelse med genudsettelse af truede
dyrearter, og det vil eventuelt veere en fordel at oparbejde sa hej en a-diversitet som
muligt, inden en genudseettelse effektueres.

| forbindelse med elgenes a&ndrede mikrobiom og forggede a-diversitet henover de
farste otte maneder i Danmark, skal det tages med i overvejelserne, at det var unge elge
(6 mdr.), som kom til Danmark. Naturlig succession af kveaegkalve og babyers
mikrobiom er set resultere i en stagrre a-diversitet ved keer og voksne (Koenig et al.
2011; Jami et al. 2013). Det kan antages, at der er sket en naturlig succession af elgenes
mikrobiom. Hos kvaegkalvene, som ligeledes er drgvtyggere, observerede Jami et al.
2013 gget diversitet imellem praver taget da kalvene var 6 maneder og 2 ar. Hvis det
samme er geldende for elgkalve, er det muligt, at elgenes mikrobiom endnu ikke er
fuldt udviklet. Hvor lenge elgkalve er om at udvikle deres fuldtudviklede mikrobiom,
kreever yderligere undersggelser specifikt af elgkalve.

Undersggelse af elgenes falles bakterier, eller bakterier som de enkelte elge ville
bibeholde pa trods af translokationen, er blevet undersggt ved at analysere prgvernes
core bakterier. Det er bakterier, som forekommer i alle praver med en hyppighed pa
mindst 0,1 % indenfor en valgt gruppe. Ved sammenligning af prevernes core ved
ankomst til Danmark og preverne taget i foraret 2016 kan det ses at elgene er gaet fra
at dele fem forskellige bakterier, til at dele 38 bakterier, hvilket stemmer overens med
den tattere gruppering af prgverne som ses pa figur 8. Ved opdeling af pregverne
Efterar-15 i elghegn, ser man at elgene fra Vrigstad har bibeholdt en starre del af sit
mikrobiom. Da Vrigstad elgene deler 11 bakterier med preverne taget i foraret 2016,
hvorimod Malilla elgene kun deler én bakterie. Dette kan tyde pa, at Vrigstad elgene
muligvis er bedre tilpasset til de nye forhold, hvis man udelukkende kigger pa elgenes
core mikrobiom.

Pa figur 11.B ses det, at elgene fra Malilla deler en mindre gruppe bakterier (22) end
tilfeeldet er for Vrigstad elgene (59). Denne forskel kan eventuelt skyldes de genetiske
relationer som er mellem elgene, da Vrigstad elgene kun bestar af et sgskendepar, og
Malilla elgene bestar af ét sgskendepar og en anden elg, som ingen genetiske relationer

har til de andre to elge. At netop genetiske relationer kan have pavirkning pa
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mikrobiomet er blevet vist i studier lavet pa enaeggede tvillinger, som viste, at de har
mere ensartet mikrobiom, end de gvrige deltagere i studiet (Zoetendal et al. 2001).
Ved undersggelse af vilde dyr i naturen, ger ofte pravetagningen besveerlig i forhold
til undersggelse i fangenskab. Dette har ogsa veeret galdende i indevarende projekt.
Da prevetagningen har veeret nar dyrene skulle bedgves, eller at finde feecesprgverne
umiddelbart efter defaekation i naturen. Disse forhold har ogsa gjort det svert at
undersgge hvilke faktorer, som har skyldtes de fundne forskelle i elgenes mikrobiom.
Samtidig har det ikke veere muligt at styre hvornar tilskudsfodringen opharte, hvilket
maske ville have givet en bedre mulighed for at undersgge hvor stor denne
tilskudsfodring havde af indflydelse pa mikrobiomet. Den forskellige made hvorpa
prgverne ogsa er indsamlet, kan have betydning, da de opsamlede feecespraver kan vere
nogle dage gamle nar de bliver fundet. Derfor vil analyser lavet pa baggrund af en
sammenligning, af faecesprover udtaget fra rectum og faecesprgver indsamlet

umiddelbart efter defaekation i naturen, veare af en vis usikkerhed.
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7. Konklusion

Dette projekt har undersggt hvorvidt en translokation af fem elge fra to forskellige
elghegn i Sverige, til en 21 hektar stor indhegning i Lille Vildmose ville pavirke elgenes
mikrobiom.

Det er sket en @ndring af alle fem elges mikrobiom efter otte maneder i Lille
Vildmose. | denne periode er elgene stoppet med at indtage tilskudsfodringen som de
var vant til fra Sverige, det er dog ikke muligt ud fra dette projekt at sige hvor stor en
betydning denne faktor har pa a@ndringen.

| samme periode udviklede elgene ligeledes et mere forskelligartet (sterre o-
diversitet) mikrobiom. Prgver fundet et ar efter ankomsten til Lille Vildmose, viser igen
et @ndret mikrobiom, dog er a-diversiteten i disse praver pa niveau med preverne ved
ankomsten. Samtidig er det fundet at elgene, som stammer fra Vrigstad elghegn, har
bibeholdt flere af deres core bakterier efter translokationen, sammenlignet med elgene
fra Malilla.

Faecespraverne taget efter et ar er indsamlet fra naturen. Nogle af disse feecespraver
var pavirket af aerobe bakterier, hvilket tyder pa at de var af &ldre dato. Det er derfor
vigtigt at veere opmarksom pa eventuelle forurening af faecespraver indsamlet pa denne

méde.
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8. Perspektivering

Der er i dette projekt blevet set en problemstilling ved indsamling af faeecespraver i
naturen, da der er fundet aerobe bakterier i nogle af prgverne. Og disse bakterier er ikke
fundet i feecesprgverne, som er udtaget fra rectum. Det vil derfor veere interessant at
undersgge hvor lenge elgefeeces kan ligge i naturen, inden den ikke leengere er et
repraesentativt billede elgenes mikrobiom.

Det vil vaere vasentligt at sammenligne ungdyr og fuldvoksne dyrs mikrobiom efter
en translokation, for pa den made at undersgge om alder kan have indflydelse pa
mikrobiomets tilpasningsevne til det nye habitat. Da det jf. succesionsteorien sker en
naturlig andring af mikrobiomet iser i de tidlige levear. Kan det forventes at en tidlig
eksponering for det nye omrade vil gavne tilpasningsevnen for arten.

Ved sammenligning af elgenes mikrobiom i Lille Vildmose, og et igangveerende
projekt omkring elgenes fadevalg i mosen, ville det vare interessant at se om der kan
findes nogle ligheder mellem mikrobiom og fadevalg. Pa den made vil det maske veere
muligt, ud fra fecespraver, at undersgge om elgene eventuelt vil skifte fgdevalg i
fremtiden. Dette kunne eventuelt skyldes en stgrre konkurrence i takt med at
populationen af elge i Lille Vildmose gges. Dette vil maske kunne bruges som et

redskab for hvor mange elge der kan befinde sig i Lille Vildmose.
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10. Appendiks

10.1 Rmarkdown

Metadata

sample_variables(d)

## [1] "SeqID" "Individ" "SampleID"

## [4] "AdaptorID" "Dato" "Konc..1"

## [7] "Konc..2." "Samplegroup" "Elghegn"

## [10] "Familie" "Elg" "Elghegn_sampleg
roup"

## [13] "Core" "Core2" "Prgvetidspunkt"”
## [16] "Heatmap" "Prgveid" "Prgve"

## [19] "Elg1" "Elg2" "Elg3"

## [22] "Elga" "Elg5" "Kgn"

d

## phyloseq-class experiment-level object

## otu_table() OTU Table: [ 1805 taxa and 28 samples ]

## sample data() Sample Data: [ 28 samples by 24 sample variab
izst;x_table() Taxonomy Table: [ 1805 taxa by 7 taxonomic ranks
#i refseq() DNAStringSet: [ 1805 reference sequences ]

Appendiks - Rarecurve

amp_rarecurve(d, color= "Samplegroup" ,

legend.position = "topleft",

x1lim = ¢(0,5000))
title(main="Rarefaction Curve", sub=NULL, xlab=NULL, ylab=NULL, line
=NA, outer=FALSE)

ggsave(file = "figl.png", height = 400, width = 600, units = "mm",
dpi = 600)
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Subset

Fjerner dem med under 1000 reads, til procent og sjaeldne arter.

dsn <- subset_samples(d, sample_sums(d) > 1000) %>%
subset_samples(Samplegroup %in% c("2015e", "2016f", "2016e", "2016
S")) %>%
transform_sample_counts(fun = function(x) x / sum(x) * 100)

dsnf <- filter_taxa(dsn, function(x) max(x) >=0.1, TRUE)

dsr <- subset_samples(d, sample_sums(d) > 1000) %>%
subset_samples(Samplegroup %in% c("2015e", "2016f","2016e", "2016S
ve")) %>%
rarefy_even_depth(sample.size = 1000)

Figur 5 - Heatmap alle praver

amp_heatmap(dsn,

group = c("Elghegn", "SampleID", "Pre¢vetidspunkt") ,

tax.aggregate = "Phylum",

plot.numbers = F ,

tax.show = 10 ,

plot.text.size = 4 ,

color.vector = c("White", "Red")) +
facet_grid(~Prg¢vetidspunkt, scales = "free x" , space = "free") +
theme(legend.position = "none"

ggsave(file = "Heat all.png", height = 115, width = 185, wunits = "m
m", dpi = 600)

Figur 6 - PCA alle praver

dsns <- subset_samples(dsnf, !is.na(Core))
amp_ordinate(dsnf,
plot.color "Prgvetidspunkt"”,
plot.group “chull",
plot.label = "Individ",
plot.label.repel = T) +
theme_classic() +
theme(axis.line.x
axis.line.y

element_line(),
element_line())

ggsave(file = "PCA_all.png", height = 85, width = 150, wunits = "mm
, dpi = 600)

Figur 7 - PCA plot med kendte praver

dsnfs <- subset_samples(dsnf, !is.na(Core))

amp_ordinate(data = dsnfs,
plot.color = "Elghegn",
plot.shape = "Prg¢vetidspunkt",
plot.nspecies =10,
plot.species =T,
scale.species =T,
plot.nspecies.size = 3,
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plot.nspecies.repel = T) +
theme_classic() +
theme(axis.line.x

axis.line.y

element_line(),
element_line())

ggsave(file = "PCA kendte.png", height = 111, width = 150, units =
"mm", dpi = 600)

Figur 8 - PCA plot med ukendte pregver

dsnfst <- subset_samples(dsnf,Samplegroup %in% "2016e")

amp_ordinate(data = dsnfst,
plot.nspecies = 5,
plot.species =T,
scale.species =T,
plot.nspecies.size = 3
plot.nspecies.repel =
plot.color = "Prgve")
theme_classic() +
theme(axis.line.x
axis.line.y

)
T,
+

element_line(),
element_line())

ggsave(file = "PCA ukendte.png", height = 111, width = 150, units =
"mm", dpi = 600)

Observeret

dsr <- subset_samples(d, sample_sums(d) > 1000) %>%
subset_samples(Samplegroup %in% c("2015e", "2016f","2016e", "2016S
")) %%
rarefy_even_depth(sample.size = 1000)

stats <- amp_stats(dsr, measures = "Observed")

Figur 9 - Boksplot med alfa diversitet

gegplot(stats, aes(x = Prgvetidspunkt, y = Observed, color = Elghegn,
)) +
geom_boxplot() +
facet_grid(~Elghegn, scales = "free_x", space = "free") +
theme(axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1))

ggsave(file = "Boksplot observed.png", height = 85, width = 120, un
its = "mm", dpi = 600)

Figur 10 Heatmap Kendte prover

dsns <- subset_samples(dsn, !is.na(Core))

amp_heatmap(dsns, group = c("Heatmap", "Individ"),
tax.aggregate = "Genus",
tax.add = "Phylum",
tax.empty = "best",
plot.numbers = T ,
plot.text.size = 3,
tax.show = 10,
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color.vector = c("White", "Red")) +

facet_grid(~Individ, scales = "free_x", space = "free") +
theme(legend.position = "none"
ggsave(file = "Heat_Elge.png", height = 115, width = 185, units ="
mm", dpi = 600)
Figur 11A - Core species Sverige-Danmark
dsnfs <- subset_samples(dsnf, !is.na(Core))
amp_venn(dsnfs, group = "Core", cut_f = 100, cut_a = 0.1)

ggsave(file = "Core.png", height = 75, width = 100, units = "mm", d
pi = 600)

Figur 11B - Core species Vrigstad/Malilla - Danmark

dsnfst <- subset_samples(dsnf, !is.na(Core2))
amp_venn(dsnfst, group = "Core2",

cut f = 100,

cut_ a = 0.1 )

ggsave(file = "Core2.png", height = 75, width = 100, units = "mm",
dpi = 600)

10.2 Rarecurve
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