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Forord

Den naturlige genetiske variation er en forudsætning for biodiversi-
tet. Inden for de sidste årtier er der udviklet flere nye metoder som
har revolutioneret kortlægningen af den naturlige genetiske variation
og dermed givet kendskab til mangfoldighed inden for en art og
mellem arter . For at udnytte disse metoder har Danmarks Miljøun-
dersøgelser (DMU) etableret et isozym- og DNA-laboratorium. Nogle
af de første undersøgelser i laboratoriet har omfattet undersøgelser af
den genetiske variation hos arterne mygblomst, odder og løvfrø, som
alle forekommer på EF-Habitatdirektivets bilag II og/eller IV.

Det er en kendsgerning at fragmentering af landskabet opsplitter
bestande i mindre genetiske enheder. I dag kender vi ikke svaret på
de langsigtede konsekvenser af denne fragmentering. Men genetiske
analyser kan give en vurdering af størrelsen af den genetiske variati-
on, der findes i dele af arternes bestande. Det kan give information
om graden af slægtskab mellem delbestande og benyttes til beregnin-
ger af størrelsen af lokale bestande ved fangst-genfangst metoder. En
viden der er værdifuld, når der skal tages stilling til om der f.eks bør
sikres forbindelsesmuligheder mellem de adskilte bestande for at
sikre den genetisk variation og dermed bevare levedygtige lokale
bestande.

Denne rapport giver en kort gennemgang af begrebet biodiversitet
med hovedvægt på genetisk variation. Dernæst præsenteres resulta-
ter af genetiske undersøgelser af henholdsvis mygblomst, odder og
løvfrø, og resultaterne sættes i sammenhæng med arternes beva-
ringsstatus og forvaltning. Desuden er der et oplæg til fremtidige
genetisk undersøgelser af nogle arter med ugunstig/usikker beva-
ringsstatus i følge EF-Habitatdirektivets bilag II og  IV. Sidst i rap-
porten findes en ordliste, der forklarer de tekniske udtryk som fore-
kommer i rapporten.

Forvaltning af landskabet drejer sig i høj grad om at bevare alsidig-
hed i plante- og dyresamfund. Desuden drejer det sig om at bevare
og pleje forskellige biotoptyper i det danske landskab og få disse lo-
kaliteter knyttet sammen ved etablering af korridorer. Rapporten
kan anvendes af medarbejdere i kommuner, amter, styrelser og inte-
resseorganisationer i den konkrete forvaltning af de tre omtalte arter.
Men med disse tre arter som eksempel kan rapporten også give ideer
til genetiske undersøgelser af andre arter, som har brug for en aktiv
forvaltning for at kunne opretholde deres genetiske variation, og
dermed bidrage til en stor biodiversitet i det danske landskab. For at
kunne give den nødvendige rådgivning på dette område, er det nød-
vendigt at forøge vores viden om de enkelte arters eller artsgruppers
behov for spredningskorridorer og til en minimum arealstørrelse af
deres habitater.
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Sammenfatning

Formålet med denne faglige rapport er at vise, hvorledes molekylær-
genetiske markører kan anvendes i naturforvaltningen. EF-
Habitatdirektivet pålægger Danmark at sikre overlevelse af en række
arter, der på nuværende tidspunkt er sårbare eller truede. Ved for-
valtning af denne opgave er der mange hensyn at tage til arternes
krav til føde (mængde og kvalitet) og plads til forskellige formål (jagt,
parringsadfærd og yngelpleje). Blandt de større trusler mod en arts
overlevelse er reduktion i bestandsstørrelse, der kan medføre indavl,
og vanskelighed  ved at tilpasse sig et dynamisk miljø. Konsekvensen
af reduktion i bestandsstørrelse og af indavl er ofte en reduceret ge-
netisk variation og dermed en forøgelse af genetisk ensartethed af
individerne i bestanden. Det kan føre til reduceret levedygtighed og i
værste fald medføre at bestanden uddør. Konsekvensen af en lav
genetisk variation er også en reduceret evne til at tilpasse sig et dy-
namisk miljø hvilket kan føre til en reduceret evne til at modstå an-
greb fra bakterier, vira eller pesticider, som arten ikke tidligere har
været udsat for. Nøglen til et individs evne til at kompensere for på-
virkninger udefra er individets genom (det samlede genetiske mate-
riale). Jo mere varieret genomet er, desto bedre er chancen for, at in-
dividet overlever. Hvis en bestand har en høj grad af genetisk varia-
tion forøger det bestandens chance for at overleve. Derfor er det nød-
vendigt at inddrage bestandens genetiske sammensætning, når det
skal vurderes, om en art er levedygtig i et givet område. Rapporten
redegør kortfattet for den molekylærgenetiske variation og dens be-
tydning for en bestands evne til at overleve. Desuden beskrives det
hvordan, menneskeskabte effekter kan påvirke en bestand.

Undersøgelser af mygblomst, odder og løvfrø belyser hvordan arter-
nes genetiske sammensætning kan udnyttes i naturforvaltningen. For
mygblomst blev der ikke påvist genetisk variation med de benyttede
teknikker, og på det grundlag var det ikke muligt at komme med
anvisninger på plejemetoder, som kan forbedre mygblomsts overle-
velse i Danmark. For odder var det muligt ud fra museumsmateriale
at inddrage et tidsperspektiv i vurderingen af den genetiske variati-
on. Resultatet viste overraskende at den genetiske variation i nuti-
dens oddere kun var lidt reduceret i forhold det historiske materiale.
Der var antydninger af, at odderbestanden i Danmark er genetisk
differentieret, og at der tidligere var sket drastiske bestandsreduktio-
ner. Materialet tyder på, at nutidens oddere har fortsat en negativ
udvikling i mængden af den genetiske variation, som sandsynligvis
startede forhistorisk i tid. Naturligvis vil mulighed for migration
mellem områder reducere den negative udvikling, men det er næppe
sandsynligt, at migration kan standse udviklingen. Løvfrø er under-
søgt ved at sammenligne bestande, der tidligere er vurderet til at ha-
ve en gunstig bevaringsstatus med bestande, der havde en ugunstig
bevaringsstatus. Undersøgelsen viste at bestande med gunstig beva-
ringsstatus havde større gentisk variation end bestande med ugun-
stig bevaringsstatus. Desuden blev det påvist, at hovedparten af løv-
frøerne var meget stedtro. Men det kunne også påvises at en del in-
divider vandrede fra et kildevandhul til nyetablerede vandhuller
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eller til nabo-vandhuller som lå op til fem km borte. Desuden kunne
det påvises at der var sket en kunstig introduktion forårsaget af men-
nesker i et af vandhullerne. Frøerne i dette vandhul var tættere be-
slægtede med frøer fra et fjerntliggende vandhul ca.  20 km borte end
med frøer i et nabo-vandhul. Effekten af genetisk drift (tilfældigt tab
af genetisk variation) og indavl blev påvist i isolerede vandhuller,
hvor der blev fundet en reduceret overlevelse af haletudser. Be-
standsstørrelsen i de enkelte vandhuller blev målt ved optællinger af
kvækkende hanner. Der blev påvist en positiv sammenhæng mellem
antal kvækkende hanner og den genetiske variation, dvs. des flere
hanner, jo mere genetisk variation. Resultaterne viste at  de genetiske
undersøgelser  afspejlede hvilke bestande der har en gunstig beva-
ringsstatus, og hvilke der har en ugunstig status.

De forvaltningsmæssige konsekvenser af de genetiske analyser af de
tre arter antyder, at der på baggrund af de herværende genetiske un-
dersøgelser af mygblomst ikke er indikationer af, at f.eks. spred-
ningskorridorer eller anden form for udveksling af genetiske materi-
ale vil forbedre artens levedygtighed. De genetiske analyser af odder
antyder, at odderen i Jylland bør forvaltes som en sammenhængende
bestand. For at opretholde i det mindste den moderate genetiske va-
riation anbefales en effektiv bestandsstørrelse på 500 kønsmodne
individer, hvilket betyder at bestandsstørrelsen for odder bør være på
1.200 til 1.600 voksne individer. Den lille bestand på Sjælland bør
forvaltes så den får mulighed for at vokse. De genetisk analyser af
løvfrø viser en signifikant sammenhæng mellem antal kvækkende
hanner og mængden af genetisk variation i det enkelte vandhul. På-
visningen af vandringsretningen hos løvfrø gør det muligt at afgøre
hvilke bestande der er isolerede og dermed rette forvaltningsindsat-
sen specifikt mod en sikring af spredningsmuligheder indenfor
grupper af delbestande. Det vil give en stabil eller stigende bestands-
størrelse af løvfrøer og vil muliggøre at der opnås en gunstig beva-
ringsstatus for alle grupper.

Afslutningsvis er der med udgangspunkt i EF-Habitatdirektivets bi-
lag II og IV givet en kort gennemgang af arter, hvis bevaringsstatus er
usikker eller ugunstig og hvor undersøgelser af deres genetiske vari-
ation med fordel kan inddrages i deres forvaltning.
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English summary

The objective of the report is to demonstrate how molecular genetic
markers can be applied in nature management. The EU-Habitat Di-
rective imposes on Denmark to ensure the survival of species that
presently are vulnerable or threatened. The management of this obli-
gation involves many considerations to be taken in order to fulfil the
species demands from food availability, quantity and quality to space
for different purposes like hunting, mating behaviour and parental
care. Amongst the biggest threats to species survival is a reduction in
population size, which can result in inbreeding and difficulties to
adapt to a changing environment. The consequence of a reduction in
population size and inbreeding is often reduced genetic variation,
resulting in an increased genetic homogeneity among the individuals
in the population. This can cause a reduction in viability and in the
worse case result in extinction of the population. Another consequen-
ce of a low genetic variation as mentioned above is a reduction in the
ability to adapt to changing environment. This can lead to a reduced
ability to endure attacks from bacteria, vira or pesticides that are new
to the species. The key to the species ability to compensate negative
influence from outside is the individual’s genome. The more variable
the genome is the better is the chance for the individual to survive. If
a population has a high level of genetic variation the chances to sur-
vive is higher. It is therefore necessary to include the genetic compo-
sition of the population in the evaluation of the chances for a species
to survive in a given area. The report shortly reviews the molecular
genetic variation and its importance for the ability of the population
to survive. Furthermore, it is described how human made effects can
influence a population.

Investigations of fen orchid, the European otter and the European
tree frog illustrates how the genetic composition of populations of the
species can be applied in nature management. For fen orchid, the
used techniques were not able to detect genetic variation. On this
background, it was not possible to suggest management advice that
would improve the survival of fen orchids in Denmark. For the
European otter, the use of museum material made it possible to in-
clude a temporal perspective in the evaluation of the genetic variati-
on. The results surprisingly demonstrated that the genetic variation
in the present-day otters only was slightly reduced compared to the
historic material. There were indications of genetic differentiation in
the Danish otter population and that serious reduction in the popula-
tion sizes had happened in former times. The material indicates that
the recent otters have continued a negative development of genetic
variation, which probably started in prehistoric time. Of course, mi-
gration between areas will reduce the negative development, but it is
hardly likely that migration can stop the development. The European
tree frog is analysed by comparing populations that former were as-
sessed as having a favourable conservation status to populations ha-
ving an unfavourable conservation status. The study showed that
populations with favourable conservation status had a higher level of
genetic variation than populations with unfavourable conservation
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status. Furthermore, it was shown that the tree frogs showed some
degree of site fidelity. But the results also indicated that some indivi-
duals migrated from a source pond to new established ponds or ne-
arby ponds located up to 5 km from the source pond. In one pond, a
man-made artificial introduction of tree frogs was detected. The tree
frogs in this pond were more closely related to tree frogs in a pond
20km away than to the frogs in the neighbour pond. In some isolated
ponds a reduced survival of larva was detected which could be ascri-
bed to an effect of genetic drift (random loss of genetic variation) and
inbreeding. The population size in each pond was estimated counting
calling males. A positive correlation between the number of calling
males and the genetic variation was shown, i.e. the higher the num-
ber of calling males the higher the level of genetic variation. The re-
sults indicated that the genetic investigations did reflect the populati-
ons with favourable and the populations with unfavourable conser-
vation status.

The implications for management reflected by the genetic analysis of
the three species indicate that on the basis of the presented genetic
analysis of fen orchid no dispersal corridors or other kinds of genetic
exchanges would seem to improve the survival of the species. The
genetic analysis of the European otter indicates that in Jutland the
otter should be managed as one coherent population. To sustain the
moderate genetic variation observed, an effective population size of
500 mature individuals is recommended, which indicates that the
population size for the European otter ought to be 1,200 to 1,600 a-
dults. The small population on Zealand should be managed in ways
that allows the size to increase. For the European tree frog the genetic
analyses indicate a significant correlation between the number of cal-
ling males and the level of genetic variation in the single pond. The
detection of migration direction makes it possible to identify which
populations are isolated and consequently direct the management
effort specifically towards ensuring dispersal possibilities between
groups of sub-populations. This will stabilise or increase the popula-
tion size of the tree frogs and make it feasible for all groups to achie-
ve a favourable conservation status.

Finally, a short review of the species on the EU-Habitat Directive An-
nex II and IV with unknown or unfavourable conservation status in
Denmark is presented for which it would be beneficial to include
analyses of the genetic variation in their management.
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1 Indledning

1.1 EF-Habitatdirektivet

EF-Habitatdirektivets formål er at bidrage til sikring af den biologiske
mangfoldighed gennem bevarelse af naturtyper samt plante- og dy-
rearter der har betydning inden for medlemsstaternes områder.

Det vigtigste redskab til at sikre opfyldelse af direktivets formål er
oprettelsen af et europæisk system af bevaringsværdige områder, det
såkaldte Natura 2000-netværk. Dette netværk omfatter dels de særli-
ge områder, som er udpeget efter EF-habitatdirektivet, dels områder
udpeget efter EF-fuglebeskyttelsesdirektivet og Ramsar konventio-
nen.

I henhold til Habitatdirektivet har Danmark udpeget i alt 254 habi-
tatområder til Natura 2000. Udpegningen her i landet er foretaget på
grundlag af forekomsten af i alt ca. 60 naturtyper på Habitatdirekti-
vets bilag I og ca. 40 arter på bilag II. Danmark er ligesom de øvrige
EU-medlemsstater forpligtet til dels at overvåge og vurdere disse
naturtypers og arters bevaringsstatus, dels at afrapportere resultater-
ne af overvågningen til Fællesskabet hvert sjette år.

For Natura 2000-områderne gælder generelt, at de skal medvirke til
at sikre og beskytte forskellige dele af naturen og den biologiske
mangfoldighed både på nationalt og europæisk plan. Kravene i de to
direktiver og konventionen kan sammenfattes til en bevaringsmål-
sætning om at fastholde eller genoprette ”gunstig bevaringsstatus”
for de arter og naturtyper, som områderne er udpeget for (Søgaard et
al. 2003).

1.2 Gunstig bevaringsstatus

Habitatdirektivet angiver en række kriterier, som skal være opfyldt
for, at en naturtype eller art kan siges at have gunstig bevaringssta-
tus.

En arts  bevaringsstatus anses for ”gunstig”, når:

• ”data vedrørende bestandsudviklingen af den pågældende art
viser, at arten på langt sigt kan opretholde sig selv som en leve-
dygtig bestanddel af dens naturlige levesteder”, og

• ”artens naturlige udbredelsesområde hverken er i tilbagegang,
eller der er sandsynlighed for, at det inden for en overskuelig
fremtid vil blive mindsket”, og

• ”der er og sandsynligvis fortsat vil være et tilstrækkeligt stort le-
vested til på langt sigt at bevare dens bestande” (Søgaard et al.
2003).

Arternes naturlige udbredelsesområde defineres i Danmark som ar-
ternes faktiske udbredelsesområder.



12

På baggrund af de generelle kriterier foretog Danmarks Miljøunder-
søgelser i samarbejde med Skov- og Naturstyrelsen og amterne i 2000
en indledende og foreløbig vurdering af bevaringsstatus for naturty-
per og arter, som er omfattet af Habitatdirektivet (Pihl et al. 2000). En
af denne rapports hovedkonklusion var, at det eksisterende viden- og
datagrundlag ikke var tilstrækkeligt til en endelig vurdering af beva-
ringsstatus for hovedparten af de pågældende naturtyper og arter.
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2 Kriterier for gunstig bevaringsstatus

For at lave bevaringsmålsætninger for Natura 2000-områderne har
Danmarks Miljøundersøgelser udarbejdet kriterier for gunstig beva-
ringsstatus for Skov- og Naturstyrelsen. Kriterierne udgør et vigtigt
udgangspunkt for naturovervågning, naturplanlægning, naturfor-
valtning, VVM-vurderinger (vurdering af virkninger på miljø)  samt
det nationale overvågningsprogram for Vandmiljø og Natur (NO-
VANA).

Kriterierne for gunstig bevaringsstatus er udarbejdet for at præcisere,
hvornår bevaringsstatus for en naturtype eller art er gunstig. Kriteri-
erne omfatter relevante biologiske egenskaber for arten og dens leve-
sted og indeholder tærskelværdier som skal være opfyldte for at der
kan opnås gunstig bevaringsstatus. For arterne medfører det, at krite-
rierne omfatter indikatorer, der siger noget om bestande, levested,
udbredelsesområde samt størrelse og kvalitet af levestederne. De
nationale kriterier for en art indeholder netop disse indikatorer.

De foreløbige vurderinger af bevaringsstatus for arter med ugunstig
bevaringsstatus i Danmark (Pihl et al. 2000) er baseret på at bestande,
udbredelsesområde og størrelse af levesteder generelt skal være sti-
gende før bevaringsstatus kan ændres til gunstig for den pågældende
art (Søgaard et al. 2003). Der er angivet tærskelværdier for hvornår
dette menes at være tilfældet for nogle arter (Pihl et al. 2000, Søgaard
et al. 2003), men for andre arter er det på baggrund af eksisterende
data og viden ikke muligt at præcisere disse. For arter med gunstig
bevaringsstatus skal indikatorerne mindst være stabile. For arter med
ukendt eller usikker bevaringsstatus gælder ligeledes at der på bag-
grund af et manglende data og videngrundlag ikke er muligt at sige
noget om hvorvidt udviklingen i bestandsstørrelser, udbredelsesom-
råder og levesteder er stigende eller stabil. For disse arter afventes
tilvejebringelsen af de data der er nødvendige for en vurdering af
bevaringsstatus.

2.1 Genetiske analyser af arter omfattet af EF-
habitatdirektivet

Genetiske markører og deres statistiske fordelinger i formodede be-
stande er en vigtig metode, der kan støtte vurderingsprocessen i for-
bindelse med bevaringsstatus for arterne. Genetiske analyser kan
give en vurdering af mængden af den genetiske variation, der findes i
de pågældende arters bestande. De kan give information om graden
af sammenhæng mellem bestande/delbestande og om migrationsret-
ningen mellem disse og derved give et estimat for en bestands ud-
bredelse. Ved at benytte DNA fra museums eksemplarer kan de give
information om tidsændringer i den genetiske variation, samt give et
billede af det evolutionære slægtskab mellem bestande eller arter.
Kendskab til flere mikrosatellit markører for en art kan benyttes som
identifikation af individer ved f.eks. fangst-genfangst analyser og kan
derved benyttes til beregninger af bestandens faktiske størrelse (cen-
sus bestandsstørrelser).
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I samspillet mellem arter og deres bestande kan genetiske markører
give information om flere arter på en gang ved at analysere DNA-
profilen fra hår eller fæces indsamlet i et givent område. Derved er
det muligt at sammenligne udbredelse og hyppighed for flere lig-
nende arter.

På individ niveau kan genetiske analyser benyttes til at udrede foræl-
dreskab. Det vil sige at mulige fædre eller mødre kan påvises ud fra
kendskabet til genotyperne for enten mor eller far og afkom. Ligeledes
kan søskende-grupper identificeres i sociale grupper. I de tilfælde hvor
de genetiske markører, kun sidder på et af køns-kromosomerne, kan
de benyttes til kønsbestemmelse. Hvor det ikke er tilfældet kan andre
analyser for køns-specifikke sekvenser benyttes.

Sådanne genetiske analyser er endnu ikke udført for de fleste arter på
Habitatdirektivets bilag II og IV, hvilket betyder at de eksisterende
vurderinger af gunstig bevaringsstatus (Pihl et al. 2000, Søgaard et al.
2003) er baseret på kortlægning og optællinger, hvor det var muligt.
Sammenhængen mellem lokale bestande eller bestandsstørrelser er
for mange arter ikke kendt.

Danmarks Miljøundersøgelser har et isozym- og et DNA-
laboratorum hvor der er foretaget genetiske analyser af mygblomst
og løvfrø. Disse arter er anført på Habitatdirektivets bilag II og/eller
IV. Desuden er de genetiske forhold undersøgt for odder (Habitatdi-
rektivetts bilag II og IV) i samarbejde med Danmarks Fiskeriunder-
søgelser og Århus Universitet.
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3 Biodiversitet

Begrebet ”biodiversitet” - eller ”biologisk mangfoldighed” -  blev
introduceret i en større sammenhæng i 1992 ved natur- og miljøkon-
ferencen i Rio de Janeiro i 1992. Ved konferencen blev Biodiversitets-
konventionen vedtaget (også kaldet Rio-konventionen), som har til
formål at beskytte biodiversitet. Danmark har ratificeret konventio-
nen, og har derved påtaget sig en forpligtelse til at bevare sin natio-
nale biodiversitet. Men hvad dækker dette begrebet egentlig?

I Rio-konventionen opereres der med biodiversitet på tre niveauer:

• Økosystem-niveau
• Arts-niveau
• Genetisk niveau (gen niveau)

Den velkendte del af disse tre niveauer er artsdiversiteten – mangfol-
digheden af planter og dyr - som udgør det mellemste niveau. De to
øvrige niveauer er dels et overordnet niveau af økosystemer eller
habitater, og dels et underliggende niveau som omhandler den gene-
tiske biodiversitet – arternes genetiske variations-bredde. Økosyste-
mer indgår, fordi det selvsagt ikke er tilstrækkeligt, at arten overle-
ver, hvis dens levesteder forsvinder. Variation på gen-niveau kan
være af afgørende betydning for at sikre artens fortsatte overlevelse.

Biodiversitet må nødvendigvis omfatte andet end arternes mangfol-
dighed,  nemlig opretholdelse af det økosystem de pågældende arter
lever i. Lobelie er en plante som lever i næringsfattige søer. Planten
har endda givet navn til denne type af søer – lobelie-søer. Søerne er
karakteriseret ved klart, næringsfattigt vand og kun få arter er knyttet
til dem. Antallet af arter i et sådant område kunne meget nemt øges,
f.eks. ved næringsstoftilførsel fra intensivt dyrkede områder. Det ville
give anledning til opformering af flere arter, og skønt nogle af de op-
rindelige arter i søen ville forsvinde, ville det samlede antal stige.
Hvis biodiversitet alene var beskrevet ud fra artsdiversitet, ville man
have øget biodiversiteten. Dette er naturligvis ikke formålet. I det
fiktive eksempel er økosystemet ødelagt og biodiversiteten for det
pågældende økosystem har lidt et tab.

Ligeså nødvendigt er det at inddrage den genetiske variation, da ar-
ternes mulighed for at overleve alvorlige sygdomme eller ændringer i
miljøet ligger gemt her. F.eks. er det vist hos tre vertebrater at jo min-
dre beslægtede et forældrepar er jo flere afkom fik de sammenlignet
med det gennemsnitlige antal afkom for den pågældende art (Amos
et al. 2001). I en undersøgelse af californiske søløver fandt Acevedo-
Whitehouse et al. (2003) at individer, hvis forældre var tættere be-
slægtede med hinanden end gennemsnittet af forældreparrene, var
inficerede med et højere antal forskellige sygdomsvoldere.
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3.1 Biodiversitet på økosystem-niveau

Til bestemmelse af biodiversitet på økosystem niveau anvendes for-
skellige indeks for på en relativ simpel måde at skabe et overblik over
mangfoldigheden i et område. Ved et økosystem forstås f.eks. en he-
de, sandklit eller højmose. Magurran (1988) har givet et overblik over,
hvilke indeks der indtil nu er udviklet, og hvorledes de bruges. Fæl-
les for dem alle er, at de forudsætter et godt artskendskab samt en
veldefineret metode til indsamling af data.

Et andet mål, som har relation til arterne i et økosystem, er en empi-
risk lovmæssighed som indgår i øbiogeografi-teorien (Wilcox 1980).
Lovmæssigheden beskriver sammenhængen mellem en lokalitets
størrelse og det antal arter, der kan leve på lokaliteten. Konsekvensen
af denne sammenhæng er, at artsantallet i et givet område er næsten
konstant, forudsat at områdets miljøtilstand er konstant. Det skal
påpeges, at lovmæssigheden ikke siger noget om, at det er de samme
arter, der til stadighed findes i det pågældende område. Der kan ske
udskiftning af arter, således at en art med en given biologi kan ud-
skiftes med en anden art med en tilsvarende biologi, f.eks. kan en frø-
spisende fugl erstattes af en anden fugl, der kan spise den samme
slags frø. Øbiogeografi er senere blevet udbygget med metapopulati-
ons-konceptet (Levins 1970).

En metapopulation består af et antal delbestande (subpopulationer),
der udveksler individer i større eller mindre grad, altså immigration
til en bestemt delbestand og emigration fra samme, og som er udsat
for lokal ekstinktion og rekolonisering. Spredningen mellem delbe-
standene er afhængig af afstanden mellem de egnede levesteder, de
mellemliggende områder samt organismens spredningspotentiale.
Ikke overraskende er der større udveksling indenfor samme gruppe
af delbestande end mellem grupperne af delbestande (Hanski 1991).
Idet det antages, at et levested rummer en bestand, medfører det, at
et lille levested understøtter en mindre bestand end et større levested.
En lille bestandsstørrelse medfører en øget sandsynlighed for, at be-
standen uddør (Soulé 1987).

De populationsgenetiske konsekvenser af sådanne gentagne ekstink-
tioner/rekolonisationer er komplekse (Hedrick 1996). Modellering
kan til en vis grad forudsige de genetiske  konsekvenser.

3.2 Biodiversitet på arts-niveau

Bestemmelse af biodiversitet på arts-niveau kan foretages i velaf-
grænsede områder, som består af flere økosystemer eller være en del
af et økosystem. Ved estimering af biodiversitet på arts niveau be-
nyttes de samme indeks som beskrevet af Magurran (1988). Data for
arter kan samles i rødlister, som er lister over forsvundne og truede
arter. Listerne følger et bestemt paradigma, som er blevet færdigud-
viklet af The World Conservation Union (IUCN) i 2001. IUCN udar-
bejder en global rødliste for alle arter i samarbejde med interesseor-
ganisationer. Rødlister udarbejdes også nationalt, og i Danmark føl-
ges IUCN’s koncept. Seneste danske rødliste fra 1997 (Stoltze & Pihl
1998) er dog udarbejdet efter et ældre koncept. I Rødliste 1997 (Stolt-
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ze & Pihl 1998) er status vurderet for næsten 11.000 af de ca. 30.000
arter, der formodes at leve i Danmark. Ca. 3.000 af de 11.000 arter
anses for at være truede, sårbare eller sjældne.

3.3 Biodiversitet på gen-niveau

Diversiteten på gen-niveau også kaldet genetisk variation er en for-
udsætning for, at en bestand fortsat kan tilpasse sig ændrede miljø-
forhold og medvirke til, at bestanden er modstandsdygtig overfor
sygdomme. Til bestemmelsen af genetisk variation anvendes en ræk-
ke molekylære analysemetoder som vigtige redskaber. Beskrivelsen
af de molekylære metoder vil blive præsenteret i et følgende afsnit.

Et mål for den genetiske variation hos arter, der ikke er selvreprodu-
cerende som f.eks. selvbestøvende planter, er heterozygositet (og
antal alleler) i modsætning til homozygositet. Populært udtrykt har et
individ to gener for den samme egenskab, og de to gener udgør indi-
videts genotype for den pågældende egenskab. Er de to gener for-
skellige, er individet heterozygot for egenskaben, og er de to gener
ens, er individet homozygot. Man siger, at et gen kan forekomme i
forskellige allele former, eller kortfattet udtrykt som at et gen kan
have forskellige alleler. Begrebet heterozygositet kan udvides til at
omfatte mange gener hos alle undersøgte individer i en bestand og
dermed kan heterozygositet bestemmes på bestandsniveau. Jo højere
heterozygositeten er, desto større sandsynligheden for, at en bestand
kan tilpasse sig ændringer i miljøet. Der skelnes mellem to former for
heterozygositet, observeret og forventet. Den observerede hete-
rozygositet (Ho) er hyppigheden af de faktisk forekommende hete-
rozygote individer i bestanden. Den forventede heterozygositet (He)
er hyppigheden af heterozygote individer, hvis parringen blandt in-
divider foregår tilfældigt og uden påvirkning udefra (se mere i ordli-
sten under heterozygositet og Hardy-Weinberg loven). Denne skel-
nen mellem Ho og He er væsentlig for mange af de beregningsmeto-
der, som anvendes i populationsgenetik.

Forskellige effekter kan have indflydelse på en bestands heterozygo-
sitet. Den primære faktor er bestandens størrelse, jo flere individer,
des flere gener, og dermed også mulighed for større variation blandt
generne. Af øvrige faktorer kan nævnes migration (indvandring fra
andre bestande), mutation (ændring af det genetiske materiale), ind-
avl (parring mellem nærtbeslægtede individer) og selektion (udvæl-
gelse af individer med en favorable genotype). Effekten på en be-
stands heterozygositet af de fire faktorer er illustreret i Figur 1. Mu-
tation har kun betydning på lang sigt, da mutationsraten for et gen
ligger i niveauet 10-6 – 10-4 pr. generation.

Migration kan såvel forøge den genetiske variation i bestanden som
reducere den. Det afhænger af forskellen mellem den genetiske sam-
mensætning i bestanden, hvortil indvandringen foregår, og blandt de
individer, der kommer til bestanden og bidrager til den næste gene-
ration.
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Selektion og indavl påvirker også bestandens genetiske variation.
Selektion fører i mange tilfælde til reduktion i antallet af alleler og i
værste fald til en reduktion i heterozygositeten. Indavl fører til en
øget homozygositet, da indavlede individer har en fælles forfar og
dermed en begrænset mængde alleler til rådighed. Ofte er indavl
skadelig, da det fører til en øget sandsynlighed for at skadelige alleler
optræder i dobbelt dosis og dermed reducerer individets levedygtig-
hed. På den anden side er der en række arter, der formerer sig ved
selvbefrugtning (en art som byg har næsten udelukkende selvbestøv-
ning), så indavl er ikke altid skadelig.

Genetisk variation er som nævnt også afhængig af bestandens stør-
relse, og det fører til en uddybning af begrebet en levedygtig bestand,
se nedenfor.

3.3.1 Levedygtige bestande (minimum viable population size)
Til at vurdere sandsynligheden for at en art overlever i en vis tid,
anvendes den mindste levedygtige bestandsstørrelse (MVP, ”mini-
mum viable population" (Shaffer 1981)). MVP kan bestemmes ud fra
stokastiske modeller, der ikke inddrager bestandens demografi, eller
ud fra demografiske modeller. De sidstnævnte er ret komplekse og
artsspecifikke, og de kræver et indgående kendskab til den pågæl-
dende arts biologi. Ved at anvende disse modeller findes et skøn over
den mindste bestandsstørrelse, der giver en art 99 % sandsynlighed
for at overleve i et vist antal år f. eks. 100 eller 1000 år. Rødlistning af
dyr og planter bliver bl.a. foretaget på baggrund af sådanne sand-
synligheds-estimater.

En grundliggende forudsætning for at en bestand kan overleve er
naturligvis, at bestanden har den nødvendige plads og føde, mulig-
hed for at producere afkom og tilpasse sig ændrede livsbetingelser på
levestedet. Sagt på en anden måde, både omgivelser (miljø) og be-
standen i sig selv (gener) er nødvendige for bestandens overlevelse.

Bestandsstørrelse kan vurderes på to måder, nemlig som den totale
bestandsstørrelse N (census) og som den effektive bestandsstørrelse
Ne. Ne er den mest interessante for bevarelse af heterozygositet, da Ne

er det antal individer, der bidrager til den næste generation, altså
producerer levedygtigt afkom. ”Minimum viable population size”

Migration

Mutation Indavl

Selektion

Migration
Heterozygositet

i en bestand

Figur 1  Skematisk oversigt
over forskellige faktorers
indflydelse på opretholdelse
af genetisk variation
(heterozygositet) i en
bestand. Pile ind i boksen
giver forøgelse af den
genetiske variation, og pile
ud giver reduktion af
genetisk variation.
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(MVP) eller den mindste effektive bestandsstørrelse er det mindste
tal, som Ne kan antage for at bestanden kan overleve i en vis periode,
f. eks. 100 år.

Bestandsstørrelse udvikler sig over tid (generationer) og tilgænge-
ligheden af egnede levesteder. En sådan udvikling er vist i Figur 2.
Modellen for denne skematiske udvikling af en bestandsstørrelse er
en enårig plante.

Bestand 1 lever på et sted, hvor miljøfaktorernes påvirkning på be-
standen er ens fra generation til generation. Såfremt bestanden har en
passende størrelse, vil heterozygositeten blive bevaret. Udfra teoreti-
ske overvejelse anbefales Ne > 50 for at holde mængden af indavl på 1
% pr. generation og for at undgå, at letale (skadelige) alleler ophobes
(Soulé 1987). For overlevelse på lang sigt anbefales Ne > 500 for at
reducere tabet af alleler ved genetisk drift (tilfældige påvirkninger
som følge af begrænset bestandsstørrelse) med den genetiske variati-
on, der fremkommer ved mutation (Franklin 1980). De to tal er na-
turligvis ikke gældende for alle arter, da arternes biologi er af stor
betydning i denne sammenhæng.

Bestand 2 lever sandsynligvis i et miljø, der ændres jævnligt. Ved at
gå fra generation 1 til 2 (pil a) ses det, at såvel N som Ne er øget. Det
kan ske ved, at hvert individ producerer mere levedygtigt afkom,
hvilket kan skyldes forbedrede livsbetingelser. Fra generation 2 til 3
(pil c) passerer bestanden en flaskehals (bottleneck), som reducerer N
og Ne betragteligt og dermed øger sandsynligheden for at hete-
rozygositeten bliver reduceret, idet der bliver færre gener i bestan-
den. Risikoen for at miste sjældne alleler bliver øget. Sandsynlighe-
den for at miste en allel med hyppigheden 0,01 (1 %) i en bestand
med Ne = 50 er 0,37 eller 37 % i løbet af en enkelt generation (Hansen
1995). Det betyder, at selv med en effektiv bestandsstørrelse på 50, vil
der være et betragtelig tab af alleler, der kan have betydning for be-
standens fremtidige overlevelse. Den minimale effektive bestands-

Figur 2  Skematisk oversigt
over bestandsstørrelser på
forskellige tidspunkter
(generationer) og på
forskellige lokaliteter
(bestande). De hvide cirkler
repræsenterer det antal
individer der kan optælles
(N) og de udfyldte cirkler
det antal individer der
faktisk bidrager til
formeringen (Ne).

Generation
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Bestand 2
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forøgelse
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størrelse for den art bestemmes af, hvor megen variation der ønskes
bevaret (dvs hvor mange alleler man ønsker at bevare). Ønsker man
at bevare alleler med en hyppighed på 1 % og at den pågældende
allel må gå tabt med en sandsynlighed på 1 %, skal den effektive be-
standsstørrelse være 230 pr. generation (Hansen 1995).

Effekten af en flaskehals kan reduceres ved en migration fra en anden
bestand angivet med pil f. Det kan føre til en øget mængde individer
i generation 4, en øget heterozygositet og dermed kompensere for
effekten af flaskehalsen. Ved migration kan spørgsmålet stilles: Hvor
stor skal genspredningen være, før en gruppe af delbestande kan
betragtes som en sammenhængende bestand? Genspredning kan
måles på flere måder, men metoderne til disse estimater giver blot et
fingerpeg om differentieringen og ikke noget direkte estimat for det
faktiske antal individer, der udveksles mellem bestandene (Hansen et
al. 2001).

Erkendelsen af delbestande kan være vanskelig, men med en såkaldt
lighedsundersøgelse (assignment-test), som sammenligner en gruppe
individers  variation i genetiske markører med  variationen i andre
grupper af individer, kan delbestande identificeres. Gennem disse
sammenligninger er det muligt at få en idé om antallet af delbestande
i et område. Resultatet af sådan undersøgelser er også påvirket af
artens sociale struktur f.eks. om arten er knyttet til et begrænset om-
råde eller er vidt udbredt, dvs dens spredningsevne.

Bestand 3 er opstået fra bestand 2 ved at et begrænset antal individer
er udvandret fra bestand 2 (pil b). Bestand 3 har dermed passeret en
koloniserings-effekt (founder-effekt). Såfremt de udvandrede indivi-
der er nært beslægtede, kan indavl også spille ind. Det er svært at
vurdere, hvor meget indavl naturligt forekommende arter kan tåle,
men en tilvækst på 1 % pr generation for indavlskoefficienten er for-
modentlig den øvre grænse. Effekten af en indavl på 1 % vil være
specifik for den enkelte art, ligesom en bestands historie er vigtig for
effekten. Pil d viser, at bestanden bliver etableret, men kan være un-
der indflydelse af indavl eller selektion på grund af det nye levested.
Bestanden formår at komme op i antal (pil e) og bidrage til bestand 2
gennem migration. Denne udveksling er afhængig af artens evne til
at spredes og af de levesteder, der findes mellem to bestande, samt af
artens parringsmåde og reproduktion. Generne selv kan ikke spre-
des, men spredes via de individer, der bærer dem. Så gen-spredning
kan kun foregå ved, at individer flytter sig fra et levested til et andet
og producerer afkom på det nye levested.

Eksemplet i Figur 2 viser at de vigtigste faktorer for vurderingen af
gunstig bevaringsstatus er den effektive bestandsstørrelse, den på-
gældende arts historie, dvs om den har været igennem en kraftig re-
duktion i bestandsstørrelsen (bottleneck eller flaskehals) for nylig
samt adskillelses-graden af de enkelte bestande (dvs udvekslingen
mellem dem (migrationen)). Disse informationer kan hentes fra po-
pulationsgenetiske analyser baseret på undersøgelser af genetiske
markører som beskrives i de følgende afsnit.
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4 Menneskeskabte effekter på
genetisk variation

Den genetiske variation kan deles i den naturlige og den menneske-
påvirkede genetiske variation. Den første form for genetisk variation
findes i bestande, hvor mennesket ikke har foretaget nogen udvæl-
gelse af bestemte individer. Den anden form skyldes i vid udstræk-
ning den selektion, som mennesket har skabt ved at indfø-
re/indslæbe individer fra andre områder, ved at foretage indgreb i
naturen (udretning af åer, udbygning af veje, anvendelse af pestici-
der) eller ved at udvælge individer med ønskede egenskaber. Land-
bruget har formået at øge udbyttet mange gange hos både kultur-
planter og husdyr i sammenligning med udbyttet fra det oprindelige
materiale, også når man ser bort fra forbruget af kunstgødning og
pesticider.

4.1 Habitatfragmentering

Kendskab til genetiske forskelle mellem bestande og oplysning om, i
hvor høj grad disse bestande udveksler individer med hinanden, er af
stor betydning i forbindelse med bevaring af biodiversitet. Den vok-
sende udnyttelse af naturen fører til stadig øget fragmentering af le-
vesteder for mange arter. Dette betyder, at artstætheden falder sam-
tidig med, at bestandene indenfor de enkelte arter splittes op i min-
dre bestande, hvorved den naturlige genetiske variation mindskes.
Ligeledes bliver afstanden mellem de små bestande stadig øget, og
arten kan dermed forsvinde.

Hurtige og ekstreme miljømæssige forandringer påvirker fragmente-
rede bestande negativt, dels fordi de har en begrænset mulighed for
at undslippe forandringerne og dels fordi bestandene ofte er små og
dermed har en lav genetisk variation. Den eneste mulighed for be-
standene er at tilpasse sig det ændrede miljø ved en ”plastic respon-
se” fordi bestande under en vis effektiv bestandsstørrelse har så lidt
variation tilbage at bestandene ikke kan reagere på selektion i en
evolutionær forstand (Lynch 1996).

For grævling og ræv er effekten af habitat-fragmentering undersøgt
på den naturlige genetiske variation i den danske natur. Materialet
for grævlingens vedkommende blev indsamlet i Jylland og udviste
relativ lav genetisk variation. Undersøgelsen viste også, at der var en
differentiering mellem bestandene fra de fem undersøgte områder,
som til dels var under indflydelse af den jyske motorvej (Pertoldi et
al. 2001b). For rævens vedkommende var det overraskende at finde at
både målinger af kranier og analyse af den genetiske variation viste,
at de københavnske ræve var forskellige fra ræve fra det øvrige Sjæl-
land (Simonsen et al. 2003). Rævene fra det øvrige Sjælland og Jylland
var desuden også ens.
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4.2 Bæredygtig udnyttelse af naturlige ressourcer

Generelt ønskes en bæredygtig udnyttelse af naturlige ressourcer
som fisk og vildt og for disse arter  er det vigtigt at kende til den ge-
netiske bestandsstruktur for at fastsætte kvoter. Udnyttelsen af de
naturlige ressourcer kan i nogle tilfælde medføre utilsigtet indvirk-
ning på andre arter. I sådanne tilfælde er det ligeledes nødvendigt at
analysere bestandsstrukturen hos den eller de arter, der bliver høstet
utilsigtet. Kun derved kan man vurdere den biologiske betydning af
utilsigtede indgreb for de pågældende arter og efterfølgende plan-
lægge de nødvendige forvaltningstiltag for arterne.

Et eksempel på utilsigtet høst af en art i forbindelse med udnyttelse
af naturlige ressourcer er bifangst af marsvin (Phocoena phocoena) ved
fiskeriet af pighvar og torsk i Nordsøen (Vinther 1999). Denne bi-
fangst blev estimeret til at udgøre 7.000-8.000 marsvin om året. For at
vurdere den biologiske betydning af denne bifangst for bestandene af
marsvin i Nordsøen er det vigtigt at kende til bestandsstrukturen.
Hvis en gruppe marsvin ved en fejltagelse antages at tilhøre en ad-
skilt bestand mens de i realiteten tilhører en større sammenhængende
bestand vil betydningen af bifangsten blive overvurderet og resulta-
tet kunne være en unødig restriktion i fiskeriet. På den anden side vil
betydningen blive undervurderet hvis en adskilt bestand ikke erken-
des. Den yderste konsekvens af dette er, at bestanden uddør. En ge-
netisk analyse (DNA mikrosatelliter) af marsvine-bestandene i Nord-
søen og i de indre danske farvande har vist, at der eksisterer flere
delbestande, der er genetisk adskilte. Således er der én delbestand i
den danske del af Nordsøen, én i den engelske del af Nordsø, én i de
indre danske farvande, én omkring Irland, én langs den norske vest-
kyst og én i vest Grønland (Andersen et al. 2001).  På baggrund af
denne oplysning om den genetiske differentiering vil det nu være
muligt at få et bedre estimat for bestandsstørrelserne i de enkelte om-
råder og vurdere bifangstens betydning for disse.

4.3 Domesticering

Et andet felt, hvor man igennem årtier har været bevidst om vigtig-
heden af at bevare naturlig genetisk variation som genressource, er i
forædlingen af dyr og planter. Landbruget har formået at øge udbyt-
tet mange gange hos både kulturplanter og husdyr i sammenligning
med udbyttet fra det oprindelige materiale, også uden at øge forbru-
get af kunstgødning og plantebeskyttelsesmidler. Dette har kunnet
lade sig gøre, fordi der i udgangsmaterialet har været en tilstrækkelig
stor naturlig genetisk variation til, at den kunstige selektion har med-
ført øget produktion. Som følge af denne forædling, der oftest foregår
på basis af en lille bestandsstørrelse, er den naturlige genetiske varia-
tion blevet kraftig reduceret dels på grund af den lille bestandsstør-
relse og dels på grund af en meget kraftig selektion. Det betyder også
at muligheden for at selektere yderligere for bestemte træk er reduce-
ret. Tilsvarende har bestande med en lille effektiv bestandsstørrelse
reducerede evner (lav genetisk variation) til at reagere på selektion
ved tilpasning til miljøændringer.
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En konsekvens af reduktionen i den naturlige genetiske variation er
også en øget sårbarhed overfor sygdomsfremkaldende bakterier og
svampe eller en øget risiko for medfødte sygdomme, som man ser det
i kvægavl herhjemme, hvor der fornylig blev fundet en gendefekt,
der medfødte en kraftig øget kalvedødelighed. Denne gendefekt
kunne henføres til én bestemt tyr, der har været benyttet i en stor del
af kvægavlen ikke blot i Danmark men også internationalt. Bevaring
af genressourcer dvs. bevaring af naturligt forekommende eller nært-
beslægtede arter af kulturplanter og husdyr er af enorm betydning,
hvis man ønsker at kunne genindføre f.eks. en resistens mod en given
sygdomsfremkaldende svamp eller om muligt øge den genetiske va-
riation i husdyravlen for at fremavle andre egenskaber end de eksi-
sterende.

4.4 Udsætning af arter, bestandsophjælpning og
indslæbte arter

Et tredje felt hvor kendskab til den genetiske bestandsstruktur og det
genetiske slægtskab er en forudsætning er ved udsætning af en art
for at ophjælpe bestanden eller ved reintroduktion af tidligere fore-
kommende arter. For at kunne vurdere, hvorvidt der udsættes arter
eller geografiske bestande, der ikke er naturligt hjemmehørende i den
danske natur, og ligeledes hvis man vil undgå genetisk forurening af
danske delbestande af de pågældende arter, må man have et for-
håndskendskab til den eksisterende genetiske bestandsstruktur af
den pågældende art. Et sådant kendskab er ligeledes nødvendigt ved
en vurdering af indslæbte arters betydning for biodiversiten i den
danske natur. Specielt ved reintroduktion af en art skal man overveje
størrelsen af den bestand, der udsættes (se afsnittet om levedygtige
bestande). Der anbefales ofte en effektiv bestandsstørrelse på 500 in-
divider (Franklin 1980) for at sikre bestandens overlevelse på lang
sigt, men arternes biologi bør også inddrages i vurderingen.

Udsætning af ørreder i danske vandløb er et eksempel på ophjælp-
ning af en bestand. Hansen (2002)  undersøgte, hvorvidt der kunne
påvises en langtids-effekt af udsætninger af domesticerede ørreder
fra samme dambrug på den genetiske sammensætning af vilde ørre-
der i to bestande. Resultatet viste, at i den ene bestand, Karup Å, var
der et meget lille genetisk bidrag (ca 6 %) til den oprindelige bestand
og få individer var en krydsning mellem domesticerede og vilde ør-
reder. Ud fra antallet af udsatte fisk og under antagelse af at der ikke
er nogen forskel i overlevelse og reproduktion mellem de vilde og
udsatte fisk, ville det forventede genetiske bidrag til den vilde ørred-
bestand være 64 % i Karup Å. I den anden bestand, Skjern Å, var der
derimod et større genetisk bidrag fra de udsatte domesticerede ørre-
der (mellem 57 og 88 %) både i afkom, der mentes at komme fra den
vilde bestand og i selve den vilde bestand. Denne introduktion af
genetisk materiale skyldtes sandsynligvis, at der var en lille oprinde-
lig bestand i Skjern Å i forhold til antallet af de udsatte ørreder, og at
afkommet fra de udsatte ørreder har været en krydsning af vilde og
domesticerede ørreder, samt at de har overlevet i åen (Hansen 2002).
Den store forskel på effekten af de udsatte ørreder i de to bestande
skyldtes formodentlig, at bestandsophjælpning med vilde ørreder er
sket samtidig med udsætning af domesticerede ørreder i Skjern Å.
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Bestands-ophjælpning foregår altid udfra fangster af vilde ørreder og
krydsningerne er formodentlig sket ved tilfældig opfiskning af do-
mesticerede ørreder sammen med oprindelige ørreder, der siden er
benyttet som permanent opdræt af udsætnings-ørreder i Skjern Å. Et
sådant permanent opdræt til udsætning findes ikke i Karup Å (Han-
sen 2002).

Den amerikanske mink (Mustela vison), der blev indført omkring 1930
af den voksende pelsindustri, er et eksempel på en art, der i dag er
ved at etablere sig i den danske natur pga.  undslupne dyr fra mink-
farme. Hvorvidt de fritlevende mink har etableret sig som reproduce-
rende enheder i form af delbestande og derved danner egentlige vil-
de bestande af mink i Danmark vides ikke, men er undersøgt ved
hjælp af genetiske markører (Møller et al. 2004). Da mink fra mink-
farmene stammer fra indavlede linier, og vilde mink formodes at par-
res tilfældigt, vil man forvente at der eksisterer genetiske forskelle
mellem den vilde delbestand og farmmink bestanden. De foreløbige
resultater fra denne genetiske undersøgelse (Møller et al. 2004) tyder
på, at en stor del af de frit-levende mink faktisk er undslupne farm-
mink. Samtidig viser resultaterne, at det ikke er muligt at påvise eksi-
stensen af en vild delbestand af mink pga. den store immigration fra
de omgivende farme i det undersøgte område. Den foreløbige kon-
klusion på den genetiske undersøgelse er, at der tilsyneladende ikke
eksisterer fritlevende, selvstændigt reproducerende grupper af mink i
det undersøgte område, og at der har været et kontinuerligt udslip af
mink fra de omkringliggende farme.

4.5 Miljøfremmede stoffer

Der findes adskillige eksempler på effekt af forurening (metal, olie,
pesticider o. a.) på bestande. Nogle bestande er i stand til at overleve
en given påvirkning, mens andre bestande af den samme art bukker
under. Årsagen hertil er, at de forskellige bestande ikke er genetisk
identiske, og dermed er nogle af dem i stand til at nedbryde, ind-
kapsle eller på anden vis uskadeliggøre den forurenende komponent.
Fænomenet blev allerede beskrevet af Baird et al. (1991) for dafnien
Daphnia magna. Deres forsøg illustrerede klart, at det var ikke lige-
gyldigt, hvilke gener et individ bar for dets evne til at håndtere en
forurenende komponent.

Ligeledes har der inden for de sidste 10 år været flere rapporter om
kønsændringer hos fisk (De Metrio et al. 2003), padder (Hayes et al.
2002a, Hayes et al. 2002b) og krybdyr (Guillette et al. 1999). Hos is-
bjørne har man set et stigende antal tilfælde af pseudo-
hermafrodisme, hvor der er rapporteret hun-isbjørne med penis-
lignende gevækster. For at verificere hvorvidt dette var en genetisk
bestemt defekt har man kønsbestemt isbjørnene ved hjælp af køns-
specifikke DNA markører. Resultatet viste at pseudo-
hermafroditerne var hunner, hvilket betyder at det kan være udefra-
kommende faktorer som hormonlignende stoffer i miljøet, der påvir-
ker isbjørnene (Wiig et al. 1998). Hvordan dette påvirker isbjørnenes
reproduktion vides endnu ikke.
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5 Genetiske undersøgelser af tre arter
omfattet af EF-habitatdirektivet

Fælles for mygblomst og odder er, at de er optaget på EF-
Habitatdirektivets bilag II og IV, mens løvfrø er optaget på bilag IV.
Herved er Danmark forpligtet til at følge arternes bestandsudvikling
for at kunne redegøre for deres bevaringsstatus.

5.1 Mygblomst (Liparis loeselii (L.) L.C.M.
Richard)

5.1.1 Introduktion
Samspillet mellem de fysiske faktorer og de biologiske forhold i et
område er væsentlige for opretholdelsen af levedygtige plantebe-
stande i naturen. For planter, der er bundet til det sted, hvor de slår
rod, er disse forhold af afgørende betydning for arternes overlevelse
og reproduktion. En ændring i miljøet kan betyde ændret levevilkår
for bestanden, og hvis arterne har en stor plasticitet, d.v.s. stor bredde
i den genetiske og dermed den fysiologiske variation, er der en øget
chance for, at bestanden kan tilpasse sig nye forhold. For forvaltning
af plantebestande er det vigtigt at vide, om bestandens bæredygtig-
hed forudsætter en udveksling af genetisk materiale. Udveksling af
genetisk materiale mellem bestande kan foregå ved frø- eller pol-
lenspredning, altså udvekslingen kan foregå på individ- eller gamet-
niveau.

Mygblomst har vegetativ formering og er overvejende selvbestøver
(Hagerup 1941, Wind 2002). Dens blomster er uden særskilt duft og
nektar, så insektbestøvning har kun en lille betydning. Mygblomst er
i lighed med andre orkidéarter en pionerplante der etablerer sig på
en nyopstået lokalitet, hvor forholdene tilgodeser frøenes krav til
spiring. Når forholdene ændres feks. ved tilgroning, reduceres dens
muligheder for overlevelse, da arten er lyskrævende.

Mygblomst forekommer i det nordøstlige Nordamerika, i Nord- og
Centraleuropa, samt i den vestlige del af Sibirien (Luer 1975 i Catling
1980). Den er i tilbagegang i Danmark (Wind 2002), England (Whee-
ler et al. 1998), Nordtyskland og Sydsverige. Udbredelsen i Danmark
fremgår af Figur 3. For opretholdelsen af en levedygtig bestand er det
nødvendigt at vide, hvilke faktorer arten kræver af voksestedet, næ-
ringsstoffer etc., og sammenholde dette med dens formeringsstrategi
og genetik. For at belyse det sidste er der udført genetiske undersø-
gelser af danske bestande af mygblomst. Disse resultater kan give en
forklaring på årsagerne til artens tilbagegang, og om det er muligt at
standse den. Hvis der kan påvises en genetisk differentiering i be-
standene, vil dette kunne benyttes til at styrke mindre og svage be-
stande, da en ’krydsningsfrodighed’ (heterosis-effekt) kan forventes.
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5.1.2 Materiale og metoder
I sommeren 2001 blev der indsamlet bladspidser fra tre bestande i
Nørlev og Vandplasken ved Hirtshals og Urup Dam på Fyn. Der blev
indsamlet bladspidser fra henholdsvis 100, 96 og 87 individer. Der
blev udført to analyser. I analyse 1 blev 15 enzymer afprøvet med
stivelseselektroforese. Til elektroforesen blev benyttet en 12 % stivelse
i kombination med forskellige buffere, og af de 15 afprøvede enzy-
mer var de ni anvendelige. Analyse 2 blev udført efter den såkaldte
RAPD-PCR metode hvor 27 primere blev afprøvet og fem gav brug-
bare resultater.

5.1.3 Resultater og diskussion
I analyse 1 viste ingen af de ni anvendelige enzymer genetisk variati-
on. I alt 12 loci blev analyseret i de to stikprøver fra Nørlev og Vand-
plasken, men kun otte i bestanden fra Urup Dam på grund af prøve-
materialets kvalitet. Ingen af de undersøgte loci udviste genetisk va-
riation, og der var ikke forskel i forekomsten af alleler i de tre stik-
prøver. I analyse 2 blev der ligeledes fundet en lav genetisk variation.
Antallet af undersøgte individer er lavt (24-30), men da den genetiske
variation er meget lille er det ikke sandsynligt at en forøgelse af da-
tamaterialet vil ændre resultatet. Det konkluderes derfor at den ge-

Figur 3  Udbredelsesområde
for mygblomst i Danmark.
Registreret forekomst i
perioden 1997-1999 (sorte
cirkler) og i 1985-1995 (grå
cirkler) (efter Pihl et al.
2000).
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netiske variation for nygblomst er lav, da det ikke har været muligt
ved de genetiske undersøgelser at påvise variation hverken inden for
de undersøgte bestande eller imellem bestandene. Den lave genetiske
variation kan skyldes, at arten har en lav genetisk variation eller at de
benyttede metoder er uegnede til påvisning af genetisk variation hos
mygblomst.

5.1.4 Bevaringsstatus
Den nationale bevaringsstatus for mygblomst er foreløbig vurderet
som ugunstig, bl.a. fordi arten generelt har haft tilbagegang gennem
hele 1900-tallet og på grund af mange af de nuværende bestandes
beskedne størrelser og negative bestandsudvikling (Pihl et al. 2000).
Før 1950 er arten med sikkerhed fundet på ca. 100 lokaliteter nord og
øst for isens hovedopholdslinie og fortrinsvis på øerne (Wind 2002).

I 1997-1999 blev mygblomst eftersøgt på 18 lokaliteter, hvor arten har
været registreret inden for de sidste 10 år. Den blev genfundet på 11
lokaliteter med en samlet bestand på ca. 5.000 individer (Wind 1999,
Wind 2002, Pihl et al. 2000).

5.1.5 Kriterier for gunstig bevaringsstatus
Nationalt niveau
Gunstig bevaringsstatus for mygblomst i Danmark forudsætter bl.a.,
at arten findes inden for den kontinentale region herunder i den
nordlige- og østlige del af Jylland, på Fyn og Sjælland/Lolland/-
Falster, og i hvert af de fire områder i én til flere levedygtige bestande
(Søgaard et al. 2003). Bestandsstørrelsen skal nationalt være stigende.

Gunstig bevaringsstatus forudsætter endvidere, at der sker en for-
øgelse af antallet af bestande af mygblomst. Det er ikke muligt fagligt
at begrunde et bestemt antal bestande af mygblomst, da et sådant vil
afhænge af vegetationens udvikling på de eksisterende lokaliteter.
Desuden skal arealet af de nuværende og potentielle voksesteder for
mygblomst være stigende.

Lokalt niveau
Kriterier for gunstig bevaringsstatus er også defineret på lokalt ni-
veau. Her forudsættes det, at individantallet i den enkelte bestand
skal være stabil eller stigende. På voksestederne skal der opretholdes
eller skabes gode etablerings- og levevilkår for arten udtrykt ved in-
dikatorer som vegetationshøjde, tilgroning og blotlagt jordbund samt
ved de hydrologiske forhold (Søgaard et al. 2003).

5.1.6 Forvaltningsmæssige aspekter
På grundlag af de foreliggende genetiske undersøgelser er der intet
belæg for at lave større forvaltningstiltag som f.eks. at etablere spred-
ningskorridorer eller på anden måde at forøge muligheden for ud-
veksling af genetiske materiale mellem bestande af mygblomst for at
forbedre ders levedygtighed. Det skal påpeges, som nævnt tidligere,
at andre genetiske metoder måske vil afsløre en forskel mellem be-
standene og dermed hjælpe til med at finde en bedre strategi for for-
valtningen af mygblomst.
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Konstateringen af en lav genetisk variation indebærer, at begrebet
”levedygtighed” i de nationale bevaringskriterier for mygblomst (Sø-
gaard et al. 2003) ikke kan defineres ud fra den mindste effektive be-
standsstørrelse på grundlag af de genetiske undersøgelser. En stor
bestand er muligvis mere robust end en lille bestand i forhold til en
række tilfældige ydre fysiske påvirkninger, men bestandsstørrelsen
er ikke afgørende for at opretholde den genetisk variation i myg-
blomst, der trods alt er til stede. Dette forhold bør indgå i den først-
kommende revision af kriterierne for gunstig bevaringsstatus for
mygblomst på nationalt niveau.

Forvaltningsmæssigt skal indsatsen derfor ikke rettes mod at opret-
holde store bestande af hensyn til genetisk ”levedygtighed”, men det
skal tilstræbes, at mygblomst skal forekomme på flere lokalite-
ter/voksesteder for at arten kan overleve på lang sigt, da risikoen for
lokal udryddelse i Danmark på grund sygdom eller miljøændringer
mindskes. Mange spredte bestande af mygblomst er en forvaltnings-
mæssig bedre strategi end at opretholde færre bestande med højt
individantal.

En tiltagende (stigende) bestandstørrelse er i sig selv ikke nok til, at
mygblomst kan opnå gunstig bevaringsstatus uden at der samtidig
sker en stigning i antallet af bestande, sådan som kriterierne for gun-
stig bevaringsstatus nu er fastlagt (jf. Søgaard et al. 2003). I beva-
ringskriterierne er antallet af bestande sat til minimum 20 uden, at
det kan begrundes rent biologisk. Faktisk kan en stigende bestands-
størrelse, som baserer sig på ganske få lokaliteter være udtryk for en
meget sårbar bestand der udvikler sig i ugunstig retning, da den ge-
netiske differentiering måske er meget lav. Derved kan arten vanske-
ligere tilpasse sig til en ændring i miljøet.

For at opnå gunstig bevaringsstatus for mygblomst i Danmark skal
der derfor skabes flere potentielle voksesteder for mygblomst. Det
indebærer, at der på såvel de eksisterende voksesteder som poten-
tielle evt. tidligere voksesteder skal skabes/opretholdes gunstige le-
vestedsvilkår, som er defineret i bevaringskriterierne for mygblomst
på lokalt niveau. Disse kriterier kan uden videre lægges til grund for
en plejeplan for såvel eksisterende som potentielle voksesteder for
mygblomst.

For at forøge mygblomsts muligheder for spredning, bør deres egen-
skab som pionérart tilgodeses. Det kunne gøres ved at 5-50 % af jord-
bunden som udgangspunkt blotlægges ved afgræsning af kreaturer,
da det forøger frøenes muligheder for at spire på potentielle vokse-
steder. De potentielle voksesteder bør udvælges geografisk, så de
ligger indenfor frøenes realistiske spredningsafstand i forhold til ar-
tens eksisterende voksesteder, da vegetationsspredning i praksis kun
forekommer på artens voksesteder.
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5.2 Odder (Lutra lutra)

5.2.1 Introduktion
Den europæiske odder (Lutra lutra) var vidt udbredt i vådområder i
Europa til slutningen af 1800-tallet. I løbet af det 20. århundrede er
arten gået kraftigt tilbage i den centrale og nordlige del af Sverige
(Sjöåsen et al. 1997) og Danmark (Madsen 1996). Fragmenterede be-
stande overlevede i det østlige Tyskland, Frankrig, vestlige Spanien,
sydlige England og Italien (MacDonald & Mason 1994, Ruiz-Olmo &
Delibes 1998). I Irland, Skotland og de baltiske lande overlevede sun-
de bestande mens bestandene i Belgien og Holland forsvandt
(MacDonald & Mason 1994). Årsagerne til tilbagegangen skyldes
ødelæggelse af habitater, kemisk forurening og en direkte forfølgelse
af odderne i det centrale og vestlige Europa (MacDonald & Mason
1994).

Odderen var tidligere vidt udbredt i Danmark. Den danske vildtud-
byttestatistik viser et drastisk fald fra ca. 500 nedlagte oddere i 1941
til 100 dyr i 1967, det sidste år hvor arten kunne jages (Strandgaard &
Asferg 1980). Kortlægning af oddere i 1980’erne viste, at arten stort
set var forsvundet fra Sjælland og Fyn og udelukkende fandtes i det
nordlige og vestlige Jylland omkring Limfjorden (Fig 4). I 1990’erne

Figur 4  Udbredelsesområde
for odder i Danmark.
Registreret forekomst i
Danmark 1993-2000 vist for
kvadrater af 10 x 10 km
(efter Pihl et al. 2000)
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blev der konstateret en fremgang i bestanden i Midt- og Nordjylland
og i den vestlige del af Sjælland (Madsen 1996). Ved den nationale
overvågning i 2004 viste resultatet en betydelig fremgang for arten på
landsplan (Søgaard et al. 2004) (Figur 4).

Der er foretaget to undersøgelser af hvilke genetiske konsekvenser
den tidligere bestandstilbagegang har haft på den danske odderbe-
stand (Mucci et al. 1999, Pertoldi et al. 2001a).

5.2.2 Metode og materialer
I undersøgelse 1 var formålet at  påvise de genetiske effekter af den
tidligere isolation af odderbestandene i Danmark og desuden påvise
en eventuel ”flaskehalseffekt” (Mucci et al. 1999). Flaskehalseffekter
og genetisk drift forventes at have en kraftig effekt på DNA’et i mito-
kondrie, da dette nedarves maternelt (nedarves fra mor til datter). I
alt blev der indsamlet væv fra 30 døde oddere i perioden 1990-1994.

I undersøgelse 2 var et af formålene at påvise eventuelt tab af gene-
tisk variation  i odderbestandene ved hjælp af variation i mikrosatellit
loci, og om der kunne påvises en ”flaskehalseffekt”. Ligeledes ville
man analysere det genetiske slægtskab mellem den overlevende Lim-
fjords-bestand og oddere fra områder, hvor de tidligere havde været i
Danmark. Spørgsmålet var om den tilbageværende odderbestand var
en del af en større bestand, der var gået tilbage, eller om der eksiste-
rede genetisk forskellige dele af bestanden tidligere, som Limfjords-
bestanden havde været en del af. Bestandsstørrelsen af oddere i Lim-
fjords området blev i 1980’erne estimeret til 200 (Madsen 1996), men
den effektive bestandsstørrelse har formodentlig været væsentlig
lavere (Frankham 1995).

I denne undersøgelse blev der ekstraheret DNA fra frisk væv og fra
museums individer ved at fjerne rovdyrtanden fra kraniet og bore
tandroden ud (Pertoldi et al. 2001a). Tandroden og lidt af tanden blev
benyttet til DNA ekstraktion i følge Nielsen et al. (1997). Der blev be-
nyttet 11 mikrosatellit markører (Dallas & Piertney 1998). Der blev
analyseret 67 kranier, som repræsenterede det historiske prøvesæt
dækkende tidsperioden fra 1880’erne til 1960’erne fra henholdsvis
Sjælland og Jylland, og 58 vævsprøver fra recente oddere indsamlet i
Limfjords-området.

5.2.3 Resultater og diskussion
Undersøgelse 1
Genetisk variation og bestandsnedgang baseret på mtDNA-variation.

Den genetiske variation hos de 30 oddere viste sig at være meget lav
(Mucci et al. 1999). I alt 29 oddere delte den samme genetiske haplo-
type, mens én viste en variant type med blot én base-mutation over
952 basepar. En lignende lav variation er observeret i andre rovdyr-
bestande, der ligeledes har undergået drastiske fald i bestandsstørrel-
serne (Hoelzel et al. 1993, Randi et al. 1994). Dette tydede på, at den
lave haplotype-diversitet observeret i de danske oddere, kunne for-
klares ved bestandsnedgang og ”flaskehalseffekt”. Hvis man antager,
at genetiske forandringer i mitokondriet hos rovdyr sker med en ha-
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stighed på 5-10 % per million år (Hoelzel et al. 1993), kunne den ob-
serverede mutation mellem de to odder typer være opstået i løbet af
10.000 år eller siden den sidste istid (Maarleveld 1976), hvor odderne
formodentlig koloniserede Danmark fra de sydeuropæiske refugier.
Odderne som koloniserede Danmark kunne allerede have haft en lav
genetisk variation på grund af de gentagne bestandsnedgange og
eventuelle ”flaskehalseffekter”, de måtte have været udsat for som
følge af klimaforandringerne i Pleistocene. Dog skal man tolke den
lave diversitet med forsigtighed, da den kunne være et resultat af en
mere konservativ udvikling hos oddere og dermed være et naturligt
forekommende fænomen. En lignende lav variation i kontrol-
regionen i mtDNA blev observeret hos andre odderbestande i Sveri-
ge, Irland, England, Spanien og Tyskland (Randi et al. 2003), mens en
analyse af den genetiske variation baseret på DNA-mikrosatellitter i
nogle af de nævnte bestande udviste variation på et niveau observe-
ret i andre pattedyr (Dallas & Piertney 1998).

Undersøgelse 2
Genetisk variation og bestandsnedgang baseret på mikrosatellit-
variation.

Der blev kun observeret få indikationer af et recent tab af genetisk
variation i mikrosatellit DNA hos den eksisterende odderbestand
sammenlignet med de historiske prøver. Testen for en eventuel for-
skel i mængden af genetisk variation (forventede heterozygositet)
mellem det recente og det sammenlagte historiske prøvesæt var ikke
signifikant. Der blev ikke påvist en ”flaskehalseffekt” eller forskelle i
heterozygositet som indikation for en reduceret genetisk variation.

I undersøgelse 1  blev der observeret en meget lav genetisk variation
(Mucci et al. 1999), og dette var ligeledes tilfældet i en undersøgelse af
tyske oddere (Effenberger & Suchentrunk 1999), hvilket indikerer, at
den genetiske variation i den nordeuropæiske odderbestand er lav.
Undersøgelse 2 antyder, at den genetiske variation baseret på mikro-
satellit markører var lav før det recente store fald i odderbestandene
fandt sted (Pertoldi et al. 2001a). Testen for en bestands-ekspansion
eller recession (Beaumont 1999) viste, at bestandsstørrelserne var fal-
det drastisk til ca. 1-3 % af den oprindelige størrelse. Dette fald er
formodentlig foregået over en lang tidsperiode. Hvis det antages, at
det eksisterende effektive kromosomantal N0 er 100 og en generati-
onstid på 3 år, vil det betyde, at tilbagegangen startede for ca. 2000-
3000 år siden. Denne tilbagegang over en længere tidsskala end den
der var dækket af de analyserede prøver, blev observeret både i det
recente prøvesæt og de historiske prøver fra 1880’erne og 1940’erne.
Starten på tilbagegangen for ca. 2000 år siden falder i øvrigt sammen
med, at den europæiske bæver (Castor fiber) forsvandt fra Danmark
for ca. 2500 år siden formodentlig på grund af menneskeskabt habi-
tat-ødelæggelse eller jagt (Aaris-Sørensen 1988). Dog skal resultaterne
af Beaumont’s (1999) metode tolkes forsigtigt, da den antager, at mi-
krosatellitterne muterer i følge den stepvise mutations model, hvilket
ikke helt gælder for disse markører.

Den lave genetiske variation i de danske oddere kunne også forklares
ved en koloniserings hændelse efter den sidste istid for 10.000 år si-
den. Denne forklaring understøttes af Cassens et al. (2000) der under-
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søgte oddere fra det østlige Tyskland og centrale Europa. I de fleste
tilfælde blev den samme genetiske haplotype observeret sammen
med få sjældnere lokale haplotyper, der var afledt fra den almindeli-
ge haplotype med en enkelt mutation. De to forklaringer udelukker
ikke hinanden, men givet det kraftige signal om et drastisk fald over
lang tid i bestandsstørrelsen blev det antaget, at den historiske be-
standsreduktion har været en vigtig årsag til den observerede lave
genetiske variation i de nulevende danske oddere.

En direkte sammenligning af recent og historisk genetisk variation i
Limfjordsbestanden ville have været at foretrække frem for den gen-
nemførte undersøgelse. Men der var for få prøver til, at det kunne
gøres. På trods af begrænsningerne viser de præsenterede resultater,
at den eksisterende odderbestand ikke har tabt meget genetisk varia-
tion i nyere tid, og at der stadig var levn fra tidligere tiders geografi-
ske variation. Resultaterne antydede desuden, at der havde fundet en
drastisk bestandsreduktion sted, men at denne var foregået over en
tidsskala der dækker fra 100 til flere tusinde år. Dette indikerer, at
reduktionen i den eksisterende odderbestand blot repræsenterer en
acceleration af en i forvejen negativ udvikling i bestanden, der måske
kan dateres så langt tilbage som forhistorisk tid.

5.2.4 Bevaringsstatus
I forhold til det øvrige Europa er den danske odderbestand meget
isoleret (Mitchell-Jones et al. 1999) og har en bestandsstørrelse, der
gør det usikkert, om den genetiske variation kan opretholdes. Den
nationale bevaringsstatus for odder er derfor foreløbig vurderet som
usikker (Pihl at al. 2000). De seneste år er der observeret en ekspansi-
on af odderen i både Øst- og Sønderjylland (Søgaard et al. 2003, El-
meros 2000), hvilket gør, at arten vurderes at være godt på vej til at
opnå gunstig bevaringsstatus i Danmark.

Menneskelige faktorer som f.eks. belastning af miljøfremmede stoffer
bl.a. cadmium, bly, kviksølv, organoklorerede pesticidrester og po-
lyklorerede bifenyler (PCB) er tilsyneladende ikke et problem for den
danske odderbestand, da arten indeholder lave koncentrationer af
dissse stoffer sammenlignet med andre odderbestande i Europa
(Madsen & Søgaard 2001).

Dog er antallet af dødfundne oddere steget igennem 1990’erne på
trods af etablering af faunapassager for at undgå trafikdrab ved veje
og påbud om stopriste i fiskernes åleruser for at undgå drukning. Der
blev i perioden 1995-1999 indleveret 25-35 døde oddere til Skov- og
Naturstyrelsen. Dyrene stammede hovedsageligt fra trafikdrab
(Madsen & Søgaard 2001).

5.2.5 Kriterier for gunstig bevaringsstatus
Nationalt niveau
Gunstig bevaringsstatus for odder i Danmark forudsætter blandt an-
det, at arten i Jylland skal forekomme i en  levedygtig bestand på
mindst 1.200 individer (se Søgaard et al. 2003). Bestanden skal des-
uden såvel nationalt som inden for de atlantiske og kontinentale re-
gioner være stabil eller stigende. Arten skal også findes inden for den
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atlantiske region og den kontinentale region i både Jylland og på
Sjælland samt i alle de 20 interesseområder, som er udpeget i den
nationale forvaltningsplan for arten (Søgaard et al. 2003). Antallet af
vandløbssystemer med forekomst af odder skal være stabilt eller sti-
gende og der skal være en stigende længde af vandløb og areal af
søer med egnede levesteder for odder (Søgaard et al. 2003).

Lokalt niveau
”På nuværende og egnede levesteder for odder skal der opretholdes
eller skabes gode levevilkår for arten, og der skal på de nuværende
levesteder være indikationer på, at bestanden er stabil eller stigende.
Foruden tilstrækkelige fødemuligheder (vandløb/søer med fiske-
vandsmålsætning) skal der på levestederne findes uforstyrrede loka-
liteter (fristeder), som giver odderne yngle- og tilflugtsmuligheder.
Menneskeskabte mortalitetsfaktorer som trafikdrab og drukning i
fiskeruser skal reduceres ved information om og kontrol af anvendel-
sen af spærreanordninger i ruser samt ved, at der etableres faunapas-
sager, hvor trafikerede veje krydser levestedet/vandløbssystemet.
Desuden skal der som en forudsætning for en bevaring eller forøgelse
af artens forekomst og bestandstæthed være stabile eller stigende
strækninger med egnede levesteder for odder” (Søgaard et al. 2003).

5.2.6 Forvaltningsmæssige aspekter
I en undersøgelse af de europæiske oddere viste den genetiske varia-
tion baseret på 11 mikrosatellit markører at være lavest hos de dan-
ske oddere (Randi et al. 2003). Ligeledes viste den genetiske undersø-
gelse af et oddermateriale for perioden 1883-1993 baseret på ni mar-
kører, at der historisk også var en lav genetisk variation hos odderen
i Danmark (Pertoldi et al. 2001a). Der blev ikke påvist et tab af gene-
tisk variation (flaskehalseffekt) ved en sammenligning mellem histo-
riske og recente prøvesæt. Det vil sige, at der ikke kunne påvises et
tab af genetisk variation som et resultat af den lave bestandsstørrelse
i 1980´erne. Undersøgelsen antydede også, at tabet af variation sand-
synligvis er et resultat af en koloniserings-effekt (dvs. at få dyr
grundlagde bestanden), da odderen indvandrede til Danmark, samt
af en menneskeskabt habitat-ødelæggelse eller jagt, der kan dateres
til at have fundet sted for ca. 2000 år siden. På dette tidspunkt for-
svandt bæveren også fra det danske landskab (Aaris-Sørensen 1988).
De genetiske analyser viste også at der eksisterer mindst to genetisk
forskellige bestande i Danmark, (mindst) én i Limfjords-området og
én på Sjælland.

På baggrund af disse resultater bør odderen i Jylland forvaltes som
en sammenhængende bestand. For at opretholde i det mindste den
observerede moderate genetiske variation (Pertoldi et al. 2001a, Randi
et al. 2003) anbefales en effektiv bestandsstørrelse på 500 kønsmodne
individer (Frankham et al. 2002), hvilket betyder at  census bestands-
størrelse for odderen bør være på 1.200-1.600 voksne individer (Shaf-
fer 1981, Wansink & Ringenaldus 1991). Bestanden på Sjælland er
meget lille og bør ligeledes forvaltes separat, og som i Jylland bør der
også her tilstræbes at bestanden så vidt muligt vokser, gerne til sam-
me niveau som i Jylland.
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Forvaltningen af bestanden i Jylland er af særlig interesse på såvel
nationalt som på europæisk plan. For at arten kan opnå gunstig beva-
ringsstatus indebærer det, at den skal sprede sig til tidligere leveste-
der i hele Jylland og være vidt udbredt i de udpegede interesseområ-
der for arten. Forudsætningen herfor er udpegning af økologiske
spredningskorridorer på landskabsniveau, som modvirker den tilta-
gende habitatfragmentering som især stammer fra udbygning af vej-
nettet. Udpegning af spredningskorridorer er i de senere år blevet en
integreret del af amternes naturplaner og de har bidraget til spred-
ning af odderbestanden.

De forvaltningsmæssige bestræbelser har resulteret i, at der på natio-
nalt plan nu vurderes at være skabt et sammenhængende netværk af
levesteder for oddere i Jylland nord for en linie fra Ribe-Esbjerg til
Århus-Djursland, hvorimellem der kan ske udveksling af individer
og dermed genetisk materiale. Bestanden synes desuden at sprede sig
mod den sydøstlige del af Jylland og vil formentlig i løbet af en min-
dre årrække være fremme ved den dansk-tyske grænse over en bred
front. I et europæisk perspektiv betyder det, at den danske forvalt-
ningsindsats for odderen bidrager positivt til etableringen af et sam-
menhængende europæisk, økologisk net af særlige bevaringsområder
for arter omfattet af EF-Habitatdirektivet, også kaldet Natura 2000.

Siden 1998 er der på Europæisk plan arbejdet på at udpege et særligt
netværk af levesteder for odder, det såkaldte ”Otter Habitat Network
Europe” (TEN 2000, Reuther & Krekemeyer 2004). Baggrunden er
den generelle tilbagegang i de central- og vesteuropæiske odderbe-
stande, som har bevirket en fragmentering af tidligere forbundne
bestande og bl.a. efterladt et område med ringe eller ingen forekomst
af odder i Centraleuropa. I netværks-planen er kerneområder og po-
tentielle områder udpeget for odder i Europa samt mulige spred-
ningskorridorer til indbyrdes at forbinde disse for herigennem at
skabe mulighed for spredning og udveksling af individer og genetisk
materiale.

Den danske bestand i Jylland er i den forbindelse udpeget som en
kernebestand som via en vestlig spredningskorridor over den dansk-
tyske grænse via Slesvig-Holsten tænkes forbundet med en ekspan-
derende bestand fra Mecklenburg-Vorpommern i det tidligere Øst-
tyskland (Reuther 2001). Udveksling af genetisk materiale vil på sigt
kunne få indflydelse på den genetiske variation og levedygtighed i
bestandene i Danmark og Nord- og Vesttyskland og måske i et læn-
gere perspektiv være en medvirkende faktor for en fortsat ekspansion
i Europa.

5.3 Løvfrø (Hyla arborea)

5.3.1 Introduktion
Løvfrø er udbredt over det meste af Europa fra Spanien i vest til
Kaukasus i øst. Nordgrænsen går over Holland, Danmark, Skåne, og
videre østpå langs Polens nordgrænse (ganske få forekomster i Litau-
en og muligvis Letland), og derfra mod sydøst igennem Hviderus-
land. Uden for Europa findes den i dele af Tyrkiet (Fog 1997).
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Der findes en del oplysninger om artens levesteder i Danmark, især
fra første halvdel af 1900-tallet, men også fra 1800-tallet og helt tilba-
ge til 1782 (Fog 1988). Oplysninger fra tiden før 1976-1986 viser, at
den nordligste forekomst har været ved 560 18’. Det svarer til bredde-
graden for den nordligste, sikre forekomst i Sverige (nær Kullen)
(Edenhamm 1996), og svarer muligvis også til den tidligere udbredel-
ses-grænse i Baltikum.

Den tætteste forekomst har været på Bornholm, men der har også
været tætte forekomster på Lolland-Falster og i Øst-Sønderjylland.
Forekomsterne på øerne i det sydfynske Øhav, på Fyn og på Sjælland
har været ret spredte.

Udfra en atlasundersøgelse er løvfrøen generelt vidt udbredt i Syd-
østjylland, Als, Vestlolland og Bornholm, især på den sydlige del af
øen (Figur 5). På Sjælland og Lolland er bestandene blevet fragmente-
ret og bestandsstørrelserne har været så lave at bestandene flere ste-
der har været udsat for en flaskehalseffekt (Fog 1997). Generelt har
udviklingen været sådan at enten er en større, sammenhængende
forekomst bevaret, eller også er den forsvundet. Tendensen i hele
landet har været en markant tilbagegang i løbet af 1980’erne.

De genetiske undersøgelser af danske løvfrøer har fokuseret på be-
stande fra det østlige Jylland, Vejle- og Århus området samt Lolland
(Figur 5 a,b). I 1988 var bestanden syd for Vejle faldet til 55-75 kvæk-
kende hanner fordelt på 11 vandhuller, men i 2001 var dette estimat
steget til 800 kvækkende hanner fordelt på 76 vandhuller (Skriver
2001). Fra 1985-1987 blev der fra bestanden ved Vejle indsamlet 6000
små løvfrøer som blev udsat ved Århus (Moesgård), hvor arten var
forsvundet (Skriver 1988). I årene efter reproducerede denne bestand
sig selv (Skriver 1988, Skriver pers. komm.).

På Lolland blev den første intensive kortlægning af løvfrøerne udført
i 1981 og igen i 1991 (Fog 1992). I 1991 var antallet af vandhuller med
løvfrøer faldet til 32 fra 100 i 1981, hvilket svarer til et fald i antal
kvækkende hanner fra 500 til 225-250 (Fog 1992). Tidligere sammen-
hængende forekomster var opdelt i isolerede enkeltforekomster. I
adskillige isolerede vandhuller var antallet af kvækkende hanner
nede på 2-5 individer. I 1991 påbegyndtes en intensiv redningsindsat,
hvor et stort antal vandhuller blev oprenset, og dette arbejde er fort-
sat siden. Dette har resulteret i at arten har overlevet i mange af de
små bestande, som var isolerede i 1991.
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Figur 5  Udbredelsesområde for løvfrø i Danmark (a) samt detail kort med lokaliteter på det vestlige Lol-
land (b) (efter Pihl et al. 2000 og Andersen et al. 2004).
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De genetiske aspekter af denne fragmenterings proces er ikke tidligere
analyseret. Bestande,  der har været udsat for fragmentering og derved
har haft en bestands-nedgang, har en stor sandsynlighed for at miste
genetisk variation på grund af genetisk drift (dvs. tilfældigt tab af ge-
ner) og tabet af sammenhæng mellem delbestande (Tempelton et al.
1990). En af konsekvenserne af dette kan være en øget sandsynlighed
for indavl i vandhullerne og en lav genetisk variation grundet en fla-
skehalseffekt. Dette vil man sandsynligvis kunne påvise ved en gene-
tisk undersøgelse af frøerne i de forskellige vandhuller.

5.3.2 Metode og materialer

Indsamling af materiale
I alt blev der indsamlet og ekstraheret DNA (se Andersen et al. 2004)
fra 494 haletudse-haler fra 13 vandhuller på Lolland og to vandhuller
fra Jylland. I Jylland repræsenterede ét vandhul (Moesgård) en kun-
stig introduceret bestand, og ét vandhul (Barbrekær) fra Viuf Skov
syd for Vejle repræsenterede den bestand, hvor de nævnte løvfrøer
blev indsamlet fra (Figur 5 a,b) (Skriver pers. komm., Skriver 2001).

Bestandsstørrelser og bevaringsstatus
På Lolland blev antallet af kvækkende hanner talt intensivt i perioden
fra 1991-2001, i Barbrekær fra 1985-2001 og i Moesgård fra 1987-2001
(Fog pers. komm., Fog 1992, Skriver pers. komm.).

Ved vurderingen af bevaringsstatus blev der foretaget et skøn over
hvilke bestande, der var isolerede. Bevaringsstatus blev antaget at
være gunstig, når den effektive bestandsstørrelse Ne > 50 individer og
i fremgang eller når Ne > 500 individer, og bestanden (gruppen af
delbestande) er voksende (Pihl et al. 2000). Da forholdet mellem Ne og
N (census bestandsstørrelse) for løvfrøer ikke kendes, blev det anta-
get at hvis antallet af kvækkende hanner var 50 eller 500, var antallet
af voksne i bestanden (gruppen af delbestande) henholdsvis 100 eller
1000.

Definition af makropopulation
Da løvfrøer kan vandre ca. 4 km pr. år (Stumpel & Hanekamp 1986,
Fog 1993) blev samlinger af vandhuller som ligger indenfor en af-
stand af op til 4 km anset for at repræsentere bestande, der udveksler
individer og måske udgør genetiske enheder. Disse genetiske enhe-
der blev defineret som en ”makropopulation”. Antallet af kvækkende
hanner i ”makropopulationen” er derved defineret som det totale
antal kvækkende hanner i alle vandhuller i det givne område og ikke
blot det vandhul, hvorfra der er taget prøver.

5.3.3 Resultater og diskussion

Genetisk variation
De 494 haletudser blev analyseret med 11 arts-specifikke mikrosatellit
markører (Arens et al. 2000), samt en ikke-artsspecifik markør (Call &
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Hallett 1998). Antal alleler observeret i de 12 markører varierede fra 6
til 21 (Andersen et al. 2004).

Den genetiske variation i form af den gennemsnitlige He for hvert
vandhul (Tabel 1) varierede fra 0,35 i området ved Guldborgvej på
øst Lolland til 0,53 i området ved Brabrakær ved Vejle. Denne varia-
tion ligger på højde med den gennemsnitlige genetiske variation an-
givet for den almindelige og vidt udbredte butsnudede frø, Rana syl-
vatica (He = 0,44-0,50) baseret på 5 loci  (Newman & Squire 2001) og
lidt højere sammenlignet med en lille britisk relikt bestand af Bufo
calamita (strandtudse) (He = 0,242-0,386) (Rowe et al. 1998) baseret på
8 loci. I tidligere genetiske undersøgelser af den europæiske løvfrø
baseret på allozym variation, blev der fundet en lav genetisk variati-
on. I to græske bestande blev der fundet en He = 0,13  og 0,14 (Kyria-
kopoulou-Sklavounou et al. 1992), mens Edenhamn et al. (2000) ikke
fandt genetisk variation i svenske løvfrøer.

En signifikant afvigelser fra Hardy-Weinberg-forventningerne (HWE)
blev observeret i vandhullerne ved Agersholm, Vindeholme og
Guldborgvej (Tabel 1), hvilket indikerede et underskud i genetisk
variation ( FIS > 0 angiver en afvigelse fra Hardy-Weinberg-
forventningerne i form af et underskud af heterozygoter), der kunne
skyldes indavl (parring mellem nært beslægtede individer) eller eksi-
stensen af flere delbestande i de enkelte vandhuller.

Observation af løvfrø bestande over en 9-årig periode tydede på, at
bestandene på Lolland har været udsat for kraftige svingninger i be-
standsstørrelserne og har været nede på få kvækkende hanner flere

Tabel 1 Gennemsnitlige genetiske variation udtrykt ved He (forventede hete-
rozygositet) (Nei 1987), FIS (indavls-koefficient)( Goudet 1995) der ligeledes
er et estimat for afvigelse fra Hardy-Weinberg-forventningerne (Raymond &
Rousset 1995) for 12 mikrosatellit markører.

He  (genm.) SE FIS (over alalle loci)
HWE

FIS (genm.)

Lolland

Vesterbo 0,435 0,260  0,101 0,192

Stengård 0,474 0,284  -0,001      -0,007

Agersholm 0,420 0,240  0,155* 0,198

Riddertofte 0,443 0,201  0,035 0,085

Høkke Sø 0,471 0,236  0,121 0,155

Vindeholme 0,370 0,254  0,203* 0,214

Kristianssæde 0,395 0,284  0,046 0,091

Guldborgvej 0,351 0,183  0,205* 0,265

Nakskov L, 0,461 0,237  0,105 0,203

Valdemarsvej 0,497 0,293  0,117 0,225

Jylland

Barbrekær 0,534 0,212  0,070 0,131

Moesgård 0,513 0,197  0,111 0,138

FIS total  0,105*

*Significant på 5 % niveau efter sekvensvis Bonferroni korrektion (Rice 1989).
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steder. En lille bestandsstørrelse over en længere periode forventes at
kunne afspejle sig i en reduktion af den genetiske variation på grund
af genetisk drift (flaskehalseffekt) og øge indavl i vandhullerne (Avi-
se 1994, Frankham 1998), forudsat at vandhullerne har været isoleret
fra hinanden.

I vandhullerne ved Agersholm og Vindeholme (hvor FIS >0) var be-
standsstørrelserne meget små. Dette betød også, at der var en stor
risiko for utilsigtede bror-søster parringer, hvilket kunne føre til lav
fertilitet og lav overlevelse af haletudserne (reduceret fitness). Derved
kan der opstå en korrelation mellem lille genetisk variation og over-
levelse. Indsamlinger over flere år gav meget varierende overlevelse,
i nogle prøver var der sunde æg og larver og i andre var æggene ikke
sunde. Denne observation understøttede, at indavl var en sandsynlig
årsag til den observerede reduktion i den genetiske variation (hete-
rozygoter) i disse vandhuller. På den anden side kan eksistensen af
flere delbestande i et vandhul opstå ved, at løvfrøerne vandrer mel-
lem nærtliggende vandhuller, der er indbyrdes genetisk differentie-
rede. Variationen i de omgivende miljøfaktorer som påvirker vand-
hullerne vil også være med til at forme det genetiske mønster og
kunne give den samme effekt, især hvis der i forvejen er en indavls-
effekt i vandhullerne. Dette var sandsynligvis forklaringen på afvi-
gelsen fra en forventet fordeling i vandhullet ved Guldborgvej, hvor
frøerne i tidligere år var fordelt på flere forskellige vandhuller adskilt
ved en afstand på 1,8 km, men i selve indsamlingsåret var løvfrøerne
samlet i ét vandhul.

Genetisk variation og bestandsstørrelse
Teorien forudsiger at mængden af genetisk variation stiger med sti-
gende bestandsstørrelse (Soulé 1976, Frankham 1996). Den genetiske
variation hos de danske løvfrøer var signifikant positiv korreleret
med det (harmoniske) gennemsnitlige antal hanner i makropopulati-
onerne (Spearman’s rho = 0,639; p = 0,025) (Figur 6). Bestandsstørrel-
serne for de forskellige vandhuller i makropopulationerne kan under
antagelse af, at de hanner, der kvækker, også er de hanner, der aktivt
deltager i parringerne, siges at være et udtryk for den effektive hanli-
ge bestandsstørrelse for en bestand med populationsfluktuationer
over tid. Dermed antydede undersøgelsen at jo højere den effektive
hanlige bestandsstørrelse var, jo mere genetisk vatiation var der i
bestanden.

Den observerede positive sammenhæng mellem genetisk variation og
bestandsstørrelse er også observeret hos strandtudse (Bufo calamita)
(Rowe et al. 1999) baseret på variation i DNA-mikrosatellitter. Her
blev der observeret signifikante forskelle i mængden af genetisk vari-
ation imellem én geografisk region og tre andre geografiske regioner.
Forskellen kunne formodentlig skyldes, at der havde eksisteret flere
delvist isolerede bestande i den ene region, hvilket har betydet, at en
kraftig reduktion i bestandsstørrelsen i en af bestandene i regionen
(som det f.eks. var sket i efteristids-perioden i Storbritannien) har haft
en mindre betydning for niveauet af den genetiske variation i regio-
nen.



40

Hos butsnudede frø (Rana temporaria) og skruptudse (Bufo bufo) (Sep-
pä & Laurila 1999) blev der ikke observeret en positiv sammenhæng
mellem bestandsstørrelse og genetisk variation. Undersøgelsen var
baseret på variation i allozymer, hvilket måske kunne forklare den
manglende, forventede sammenhæng, da mikrosatellitter hos mange
organismer er mere variable end allozymer (Streiff et al. 1998, Ander-
sen et al. 1998, Andersen et al. 2001).

Testen for en flaskehalseffekt hos løvfrøer på Lolland og Jylland (Ta-
bel 2) viste en signifikant reduktion i den genetiske variation forårsa-
get af den observerede nedgang i bestandsstørrelserne på Lolland.
Reduktionen blev observeret både i vandhullerne med en ugunstig
bevaringsstatus samt i vandhullerne Riddertofte og Høkke Sø fra
makropopulationen i SV Lolland. Høkke Sø er et vandhul, som er
koloniseret for nylig; derfor er antydningen af en flaskehalseffekt her
et udtryk for en founder (kolonisering) hændelse. Løvfrøerne i Rid-
dertofte er præget af en flaskehalseffekt, men er i fremgang.

Den  højere genetiske variation observeret i løvfrø-bestandene i Jyl-
land sammenlignet med Lolland kunne skyldes forskel i niveauet af
habitat-fragmenteringen. Selve hastigheden, hvormed der blev tabt
egnede habitater for løvfrøerne, var den samme op til 1990 både i
Jylland og på Lolland (Fog 1997), men mønstret, hvormed fragmente-
ringen foregik, var forskelligt. Løvfrøerne i Jylland blev koncentreret
i stadigt mindre sammenhængende kerneområder, mens løvfrø-
bestandene på Lolland blev opdelt i mange små fragmenter, hvilket
har været medvirkende til den signifikante observerede genetiske
reduktion i alle de undersøgte vandhuller.
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Genetisk variation og overlevelse
I forbindelse med ophjælpningen af de små, isolerede lollandske be-
stande af løvfrøer blev der foretaget optællinger af sunde æg og larver
i mange vandhuller for at undersøge om en evt. indavl førte til et tab i
overlevelse. I alt otte vandhuller indgik i den genetiske undersøgelse.
Der blev observeret en signifikant, negativ sammenhæng mellem lar-
ve-overlevelse og den gennemsnitlige indavl (FIS) (Spearman’s rho = -
0,786; p =  0,021) (Figur 7) i de otte vandhuller, dvs. jo højere indavls-
koefficient jo lavere var den procentvise larve-overlevelse. Den negati-
ve sammenhæng indikerede, at løvfrøerne i nogle af makropopulatio-
nerne på Lolland bar præg af indavl og faktisk udviste indavls-
depression. Fra gamle, upubliserede optegnelser fra Zoologisk Muse-
um, København mærket ’Møller 1942’, fremgår det, at løvfrøerne på
Lolland sandsynligvis har udviklet sig fra en fælles bestand for få ge-
nerationer siden (> 25). Således var løvfrøerne på Lolland før 1950
kontinuert udbredt over hele øen. Den observerede indavls-depression
er formodentlig et forholdsvist nyt fænomen, der er opstået i forbin-
delse med den beskrevne habitatfragmenterings proces og dannelse af
små bestande med få individer. Til sammenligning observerede Eden-
hamn (Edenhamn 1996, Edenhamn et al. 2000) en bedre overlevelse hos
æg og larver fra svenske løvfrøer, hvor bestandene var meget større og
mere sammenhængende end på Lolland.

Andre undersøgelser (Keller & Waller 2002) har ligeledes påvist ind-
avls-effekter både hos planter og dyr ved hjælp af molekylær teknik-
ker. Niveauet for indavl varierer meget, men det er ofte så alvorlig, at
det påvirker overlevelsen af såvel individer som bestande. Hos andre
padder som strandtudse observerede Rowe et al. (1999) en reduktion i
den genetiske variation, der var relateret til en lav vækstrate hos lar-
ver i den mindste og mest isolerede bestand i undersøgelsen. Under-
søgelser af drosselrørsanger (Hansson et al. 2001) viste også at en ind-
avls depression påvirkede rekrutteringen af nye individer til den lo-
kale bestand.

Tabel 2  Tests for flaskehalseffekt (M) (Garza and Williamson 2001) hos løv-
frøer i vandhullerne baseret på det gennemsnitlige antal kvækkende hanner
for makropopulationerne.
Lokaliteter M P

Vesterbo 0,714 0,024

Stengård 0,736 0,040

Riddertofte 0,660 0,0003*

Høkke Sø 0,670 0,001*

Vindeholme 0,680 0,002*

Guldborgvej 0,702 0,003*

Agersholm 0,692 0,001*

Kristianssæde 0,634 0,0001*

Nakskov 0,716 0,004*

Valdemarsvej 0,671 0,001*

Barbrekær 0,747 0,122

Moesgård 0,753 0,032

* signifikant efter Bonferroni korrektion (α =5 %) (Rice 1989).
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Genetiske enheder
Undersøgelse af genetiske forskelle mellem bestande omfattede indi-
vider fra 15 vandhuller; hvoraf frøer fra 12 vandhuller er brugt i de
tidligere analyser, samt frøer fra tre vandhuller fra sydvest Lolland
med hver en lille prøvestørrelse (Vestergård, Knubbeløkke og Næsby
Strand, Tabel 3, Figur 5b). Sandsynligheden for at et individ, der var
indsamlet i Jylland genetisk lignede individer fra Lolland og vice
versa, var meget lille. Tilsvarende var der en lille sandsynlighed for
at et individ indsamlet i en makropopulation på Lolland lignede in-
divider fra en anden makropopulation på Lolland. Dette indikerede
en klar genetisk forskel mellem løvfrøer i Jylland og på Lolland, samt
at makropopulationerne på Lolland var genetisk unikke enheder med
hver deres karakteristiske DNA-profil.
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Tabel 3 Gennemsnitlig sandsynlighed (Paetkau et al. 1995) for at løvfrøerne fra de 11 vandhuller på Lolland og
2 i Jylland stammer fra det vandhul hvor de blev indsamlet. Yderligere 2 vandhuller, Knubbeløkke og Næsby
Strand, der er koloniseret for nylig blev henvist som ukendte.
Lokaliteter/Lokalitets
nr.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Vesterbo (1) 0,4646 0,1740 0,012 0,0113 0,0047 0,0007 0,0263 0,0049 0,0013 0,1194 0,0021 0,0002     -

Stengård (2) 0,0955 0,4576 0,0002 0,0005 0,0029     - 0,0001 0,0006 0,0001 0,0249 0,0043     -     -

Riddertofte (3) 0,0013 0,0084 0,4694 0,3625 0,0199 0,0155 0,0458 0,0001 0,0368 0,0075 0,0093 0,0042 0,0001

Høkke Sø (4) 0,0022 0,0050 0,1902 0,5130 0,1081 0,0016 0,0404 0,0028 0,0007 0,0020 0,0008 0,0092 0,0003

Vestergård (5) 0,0021 0,0021 0,0028 0,0194 0,2374 0,0018 0,0070     - 0,0001 0,0020 0,0007 0,0170 0,0142

Guldborgvej (6) 0,0005 0,0008 0,0129 0,0144 0,0044 0,5581 0,0002 0,0001      - 0,0001 0,0013 0,0001     -

Vindeholme (7) 0,0335 0,0088 0,0644 0,1524 0,0475 0,0006 0,4827 0,0049 0,0004 0,0033 0,002 0,0264 0,0035

Agersholm (8) 0,0063 0,0101 0,0051 0,0239 0,0005 0,0025 0,0024 0,4411 0,0090 0,0005 0,0001 0,0001      -

Kristianssæde (9) 0,0058 0,0008 0,0213 0,0375 0,0008 0,0026 0,0005      - 0,4792 0,0017 0,0006     -      -

Nakskov Ladegård (10) 0,0868 0,0012 0,0049 0,0015 0,0001     - 0,0021 0,0001 0,0003 0,4777 0,0002 0,0001      -

Valdemarsvej (11) 0,0009 0,0127 0,0002 0,0001     - 0,0001 0,0002      -          - 0,0001 0,4167      -      -

Barbrekær (12)      -      -      - 0,0005     -      -      -      -      - 0,0001      - 0,4218 0,179

Moesgård (13)      -      - 0,0001 0,0014 0,0019      - 0,0001      -      -      -      - 0,3724 0,4441

Nyligt koloniserede
vandhuller

Næsby Strand 0,0063 0,0039 0,3672 0,4259 0,1744 0,0144 0,1668 0,0011 0,0023 0,0057 0,0234 0,0223 0,0014

Knubbeløkke 0,1645 0,0595 0,0146 0,0179 0,0012 0,0035 0,0255 0,0071 0,0005 0,0196 0,0001 0,0012      -
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Stedfasthed
Når individer genetisk lignede individer fra et andet vandhul end det
hvorfra de var indsamlet, var der ofte tale om individer fra et vand-
hul, der var en del af den pågældende makropopulation. Selv inden
for makropopulationerne var der genetiske forskelle mellem de en-
kelte vandhuller, hvilket kunne tyde på, at løvfrøer var temmelig
stedfaste og at de vendte tilbage til det samme vandhul år efter år.
Denne stedfasthed er også demonstreret med fangst-genfangst forsøg
(van Gelder et al. 1978, Stumpel & Hanekamp 1986, Tester 1990, Bor-
gula 1990, Friedl & Klump 2002). I Holland havde kun 6 % af løvfrø-
erne af 1000 genfangster skiftet vandhul mellem første og anden
fangst (Stumpel & Hanekamp 1986). I en lignende undersøgelse i
Sverige skiftede kun 2-12 % af individerne ophold mellem vandhuller
indenfor en sæson og 22-31% af individerne skiftede vandhul fra det
ene år til det næste (Edenhamn pers. komm.).

Kilde-vandhuller
Undtagelsesvis var der genetiske ligheder mellem nogle individer fra
Nakskov Ladegård og individer fra Vesterbo og vice versa (Figur 5b).
Dette tydede på, at Nakskov Ladegård var blevet en del af makropo-
pulation på nordvest Lolland. Dette understøttes af den korte afstand
mellem de to vandhuller på blot 5 km, hvor der desuden er et vand-
hul i mellem, som kan støtte en vandring. En anden forholdsvis svag
forbindelse blev antydet mellem løvfrøerne fra Vindeholme og Rid-
dertofte. Forbindelsen var forventet på grund af en kort afsatnd mel-
lem de to vandhuller (4,2 km) og den kendsgerning, at der for få år
tilbage havde eksisteret et vandhul imellem de to, hvor der også hav-
de været løvfrøer.

Løvfrøerne i Høkke Sø, tæt ved Riddertofte, repræsenterede en suc-
cesfuld, naturlig kolonisering, der havde fundet sted fra 1993 og
frem. Undersøgelse af de genetiske forskelle viste, at de fleste af indi-
viderne i Høkke Sø havde større lighed med hinanden, end med in-
divider fra nabo-vandhullerne. Det betød at Høkke Sø tilsyneladende
havde sin egen karakteristiske DNA-profil eller en blandings DNA-
profil fremkommet ved hybridisering mellem individer fra Ridder-
tofte, den nærmest mulige kilde til kolonisationen (afstand 0,8 km) og
Vestergård (afstand 3,1 km). Den gennemsnitlige forventede geneti-
ske variation var lidt højere i Høkke Sø (nye vandhul) sammenlignet
med Riddertofte (gamle vandhul), og samtidig blev der observeret et
større antal alleler i 8 af de 12 analyserede markører i Høkke Sø i for-
hold til Riddertofte. Dette understøttede, at Høkke Sø ikke kun var
blevet koloniseret fra Riddertofte, men også fra vandhuller længere
væk som Vestergård. Muligvis har vandrende individer fra f.eks.
Vestergård undgået Riddertofte, hvor koret af kvækkende hanner har
antydet, at pladsen allerede var ”fuld optaget”. I stedet formodes de
at have vandret til et nabo-vandhul som Høkke Sø, hvor koret var
mindre intenst. På denne måde kan et satellit vandhul blive mere
genetisk diverst end den nærmeste kilde-bestand.

Knubbeløkke og Næsby Strand på Sydvest-Lolland var ligeledes nye
vandhuller med løvfrøer, men deres individer har en ukendt oprin-
delse. Næsby Strand indeholdt kun løvfrøer i 2001, hvor der blev hørt
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to hanner. Undersøgelse af den genetiske forskel viste, at løvfrøerne i
Næsby Strand lignede individer fra Høkke Sø, Riddertofte, Vester-
gård og Vindeholme, mens frøerne i Knubbeløkke lignede individer
fra Vesterbo, Stengård (nordvest Lolland ) og Vindeholme. Vandhul-
let ved Næsby Strand ligger ikke langt fra Høkke Sø, Riddertofte og
Vindeholme og må anses for at tilhøre denne makropopulation på
sydvest Lolland. Individerne med DNA-profiler karakteristisk for
Vestergård kan være kommet via Høkke Sø. Vandhullet ved Knub-
beløkke ligger med en afstand på mere end 20 km fra Vesterbo og
Stengård på nordvest Lolland. Ligheden mellem individer fra Knub-
beløkke og disse to vandhuller var derfor overraskende på trods af, at
der var en mistanke om, at den pludselige kolonisation af Knub-
beløkke var et resultat af en menneskeskabt introduktion. Denne
mistanke er senere blevet verificeret.

Koloniseringen af vandhuller ved Moesgård i Jylland skete på en
anden måde sammenlignet med  vandhullerne ved Høkke Sø og
Næsby Strand. Her var koloniseringen kunstig og foregik ved en
menneskeskabt selektion af de individer, der grundlagde bestanden.
For at overføre den maksimale mængde genetisk variation skete ud-
sætningen med et stort antal haletudser (> 6.000), som var opfostret
fra > 150 ægklumper (Skriver 1988). Analysen af den genetiske varia-
tion 15 år efter udsætningen viste, at den genetiske variation i Moes-
gård var omtrent lige så stor som i kilde-bestanden fra Barbrekær ved
Vejle. Antallet af alleler i bestande fra Moesgård var en anelse lavere
end i bestanden fra Barbrekær. Undersøgelse af den genetiske forskel
viste, at de fleste individer fra Moesgård kunne være kommet fra
Barbrekær vandhullet, hvorimod forholdsvis færre individer fra Bar-
brekær kunne være kommet fra Moesgård. Dette antyder, at den ge-
netiske variation i den nyligt dannede bestand ved Moesgård sand-
synligvis kun havde en del-mængde af variationen i kilde-bestanden.

Gunstig-ugunstig bevaringsstatus
Der blev ikke observeret en signifikant forskel i den genetiske varia-
tion mellem makropopulationer med gunstig bevaringsstatus sam-
menlignet med makropopulationer med ugunstig bevaringsstatus.
Bestande i vandhuller klassificeret med en gunstig bevaringsstatus er
Barbrekær, Vesterbo, Stengård, Riddertofte og Høkke Sø, mens be-
stande med en ugunstig bevaringsstatus er Agersholm, Vindeholme,
Kristianssæde, Guldborgvej, Valdemarsvej og Nakskov Ladegård
(Pihl et al. 2000). Bestanden ved Moesgård kunne ikke vurderes, da
dens bevaringsstatus var ukendt. Resultatet af de genetiske undersø-
gelser tyder på, at mængden af bestandenes genetiske variation ikke
reflekteres i den foreslåede bevaringsstatus for makropopulationerne
(Fog 1992). Denne konklusion forudsætter dog, at makropopulatio-
nerne var defineret korrekt (indeholder bestande fra de rigtige vand-
huller).

Det fremgår imidlertid af den genetiske undersøgelse af bestanden i
vandhullet ved Nakskov Ladegård har forbindelse med makropo-
pulationene på nordvest Lolland, hvilket gør den til en del af en så
stor bestand at dens bevaringsstatus må ændres fra ugunstig til gun-
stig. Forudsat at bestanden ved Nakskov Ladegård fik en anden be-
varingsstatus blev mængden af den genetiske variation fundet i



45

makropopulationer med gunstig bevaringsstatus sammenlignet med
makropopulationer med ugunstig bevaringsstatus og analyseret igen.
Det nye resultat viste en signifikant forskel (ANOVA: F = 5,12, p =
0,049, df = 1), hvilket betyder at mængden af genetisk variation i
vandhullerne nu afspejlede hhv. en gunstig og ugunstig bevarings-
status.

Konklusion
Mængden af genetisk variation hos bestande af løvfrøer fra hhv. Jyl-
land og Lolland var på samme niveau eller højere sammenlignet med
andre undersøgte padder. Der blev observeret en signifikant højere
genetisk variation i makropopulationer, hvor bevaringsstatus var
klassificeret som gunstig i forhold til makropopulationer, hvor beva-
ringsstatus var klassificeret som ugunstig. Dette forudsatte dog at det
blev antaget at vandhullet Nakskov Ladegård tilhørte den nordvest
lollandske makropopulation. Som forventet blev der observeret en
signifikant sammenhæng mellem genetisk variation og gennemsnittet
af antal kvækkende hanner i henholdsvis de enkelte vandhuller og
makropopulationerne.

Den lave genetiske variation observeret i vandhullerne Agersholm og
Vindeholme på Lolland kunne sandsynligvis tilskrives indavl efter en
flaskehalseffekt. Denne indavl blev antydet af den signifikante sam-
menhæng mellem lav genetiske variation og en lav larveoverlevelse i
de to vandhuller.

Undersøgelse af genetiske forskelle mellem bestande antydede, at
løvfrøer er stedtro, dvs. de benyttede det samme vandhul år efter år.
Resultaterne viste også, at makropopulationerne var genetisk unikke
enheder og antydede migrations-mønstret mellem de vandhuller
hvorfra bestandene stammer og vandhuller, der var etableret for ny-
lig enten ved naturlig indvandring eller ved kunstig introduktion.

Undersøgelserne bekræftede mistanken om, at flere af individerne i
et nyligt etableret vandhul, Knubbeløkke, var blevet kunstigt intro-
duceret fra et vandhul, der viste sig at tilhøre den nordvest lollandske
makropopulation.

De genetiske analyser viste, at på trods af at den procentvise tilbage-
gang var lige alvorlig for bestandene i Jylland og Lolland op til 1990,
har den mere udtalte fragmenterings proces, der har fundet sted på
Lolland, reduceret den genetiske variation sammenlignet med Jyl-
land. Det har resulteret i tab af fitness (larveoverlevelse) hos løvfrø-
erne i nogle af makropopulationerne. Denne reduktion skyldtes
sandsynligvis reduktionen i den hanlige bestandsstørrelse i makro-
populationerne (”flaskehals”), hvilket har forøget den genetiske drift,
der igen har forøget indavls effekten, da udveksling mellem makro-
populationerne og mellem de enkelte vandhuller var begrænset.

5.3.4 Bevaringsstatus
Den nationale bevaringsstatus for løvfrø er foreløbig vurderet som
usikker (Pihl et al. 2000). Af ca. 90 delbestande vurderes 2 at være i
tilbagegang ca. 35 at være stabile og ca. 50 at være i fortsat fremgang.
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Totalt regnes med mindst 16.000 hanner i Danmark, svarende til ca.
25.000 dyr inklusive hunner.

5.3.5 Forslag til kriterier for gunstig bevaringsstatus
Kriterier for gunstig bevaringsstatus er ikke defineret for løvfrø, idet
disse kriterier foreløbigt kun er udarbejdet for arter på EF-
habitatdirektivets bilag II (Søgaard et al. 2003).

For løvfrø er kriterierne for gunstig bevaringsstatus på nationalt  og
lokalt niveau baseret dels på den eksisterende viden om løvfrø og
dels på de genetiske analyser af løvfrøer fra tre delregioner (Østjyl-
land, Sydjylland og Lolland), som er beskrevet i denne rapport. Det
betyder, at der på baggrund af de genetiske analyser er ekstrapoleret
til de resterende angivne delregioner med forekomster af løvfrø, så
det antages, at der ligeledes her eksisterer flere grupper af delbestan-
de, som endnu ikke er kortlagt og afgrænset genetisk (se Figur 5).

Løvfrøs udbredelse i landet er klumpet og vurderes at kunne være
samlet i seks delregioner (Edenhamn et al. 2000). Inden for hver del-
region er der et stort antal delbestande. En delbestand defineres som
individer i en samling af vandhuller der indbyrdes ligger med en
maximal afstand på 4 km, som er den mest almindelige maximale
vandringsafstand for løvfrøer (Stumpel & Hanekamp 1986). Disse
delbestande indenfor en delregion vil forventes at være tættere gene-
tisk beslægtede med hinanden end med grupper af delbestande i
andre delregioner.

Nationalt niveau
Gunstig bevaringsstatus for løvfrø i Danmark forudsætter bl.a., at
arten skal findes inden for den kontinentale biogeografiske region,
nærmere bestemt i delregionerne Østjylland, Syd- og Sønderjylland
(herunder Als), Sjælland/Lolland og på Bornholm. De i alt 90 delbe-
stande skal være stabile eller i fremgang. De samlede bestande i de
seks delregioner skal være stabile eller stigende dvs. at  arten i samt-
lige delbestande har ynglesucces de fleste år.

Lokalt niveau
På lokalt niveau er kriterierne for gunstig bevaringsstatus for løvfrø
at individantallet i de enkelte delbestande skal være stabilt eller sti-
gende, og at der opretholdes en forbindelse mellem vandhullerne i
delbestandene, der sikrer en spredningsvej for individerne. Dvs. at
egnede vandhuller skal ligge med en maksimal afstand på 4 km. For
at vandhuller er egnede for løvfrøer og kan bruges til at yngle i skal
de være rene, solbeskinnede med varmt vand, uden fisk og med gode
opvækst- og fourageringsmuligheder. Der skal som minimum være
ynglesucces i tre vandhuller. Samtidig skal der indenfor en afstand af
500 m fra vandhullerne være levende hegn, skove, skovbryn, eller
haver, der fungerer som opholdssteder eller overvintringssteder for
individer udenfor ynglesæsonen.
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5.3.6 Forvaltningsmæssige aspekter
De genetiske analyser af  bestande af løvfrøer på Lolland og i Jylland
viser en tydelig genetisk forskel både mellem individer fra de to ho-
vedregioner og mellem individer fra de enkelte grupper af delbe-
stande, mens differentieringen indenfor delbestandene var mindre
tydelige. Forskellen i genetisk variation mellem de to hovedregioner
kan formodentlig tilskrives forskellen i graden af habitatfragmente-
ring i de to områder. Der var ikke forskel i selve hastigheden hvor-
med vandhullerne forsvandt i løbet af 1980’erne i de to områder, men
selve fragmenterings-effekten var forskellig (Fog 1997).

På Lolland kom vandhuller med løvfrøer til at ligge mere spredt dvs.
mere isoleret fra hinanden sammenlignet med løvfrø-vandhullerne i
Vejle-området (Skriver 2001), hvorved afstanden blev større end løv-
frøerne kunne vandre. Effekten af denne isolation viste sig dels ved
en lavere genetisk variation blandt individerne i de vandhuller, der
var mest isolerede på Lolland sammenlignet med andre mindre isole-
rede vandhuller, og dels ved en antydning af en indavls-effekt. Den-
ne effekt viste sig ved en en ringere overlevelse af haletudser i disse
vandhuller. Jo højere indavls-niveau jo dårligere overlevelse.

Begrebet ”levedygtighed” i de nationale bevaringskriterier for løvfrø
defineres ud fra begrebet om den mindste effektive bestandsstørrelse.
Det antages, at bevaringsstatus for løvfrøer er gunstig, når de effekti-
ve bestandsstørrelse er over 50 individer og i fremgang eller når be-
standen er over 500 individer og voksende (Pihl et al. 2000). De fore-
løbige genetiske analyser af løvfrøer fra Lolland og Jylland antyder,
at grupperne af delbestande indenfor disse regioner udgør en samlet
genetisk enhed. Desuden viser resultaterne, at der er en signifikant
sammenhæng mellem en højere bestandsstørrelse målt ved antal
kvækkende hanner og en højere genetisk variation. Denne sammen-
hæng understøtter brugen af den mindste effektive bestandsstørrelse
hos løvfrø i de nationale bevaringskriterier, der dog ikke er estimeret
for løvfrø.

På Lolland blev der påvist otte grupper af delbestande, hvoraf to, én
på nordvest Lolland og én på sydvest Lolland blev antaget at have en
gunstig bevaringsstatus. Den estimerede hanlige bestandsstørrelse
for disse var begge lavere end den anbefalede på en effektiv be-
standsstørrelse på hhv. 50 og 500 individer. Men i begge vandhuller
er det totale antal kvækkende hanner i fremgang. Et af vandhullerne,
Nakskov Ladegård, viste sig genetisk at tilhøre bestanden på nord-
vest Lolland, mens seks vandhuller tilhørte andre grupper af delbe-
stande. Vandhullet ved Vindeholme havde tidligere været en del af
gruppen på sydvest Lolland, men var blevet isoleret herfra. Denne
isolation viste sig ved en lav procentvis overlevelse af haletudser og
en lav genetisk variation, hvilket tydede på indavl. Lignende effekt
blev påvist hos individer i vandhullet ved Agersholm, i den nordøst-
lige del af det vestlige Lolland samt hos individer i vandhullet ved
Guldborgvej på den østlige del af Lolland.

Resultaterne af den genetiske analyse viser også hvilke delbestande,
der udgør en gruppe og dermed mellem hvilke vandhuller frøerne
vandrer. Derfor er det muligt at rette forvaltningsindsatsen specifikt
mod en sikring af spredningsmuligheder indenfor grupperne af del-
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bestande. Det vil give en stabil eller stigende bestandsstørrelse af løv-
frøer indenfor grupperne og vil muliggøre en gunstig bevaringsstatus
for alle grupper. Konkret betyder dette f.eks. at spredningsmulighe-
den mellem individer fra vandhullet ved  Nakskov Ladegård og be-
standen i nordvest Lolland bør forbedres ved etablering af et eller
flere vandhuller med en afstand på 2 km i et terræn hvor løvfrøen har
mulighed for at vandre. Ligeledes vil etablering af et vandhul mellem
Vindeholme og bestanden på sydvest Lolland øge bestandsstørrelsen
for denne gruppe og eventuelt hindre at løvfrøerne i vandhullet ved
Vindeholme forsvandt. Lignende tiltag bør overvejes for de øvrige
grupper af løvfrøer i vandhuller på Lolland. De genetiske forskelle
mellem Jylland og Lolland er så markante at der ikke bør udveksles
individer mellem de to landsdele. I Jylland er bestandsstørrelsen for
begge grupper af delbestande i fremgang. Senere analyser af den ge-
netiske forskel mellem løvfrøer fra de øvrige delregioner vil belyse,
hvilke forvaltningstiltag der kan overvejes her.
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6 Fremtidige genetiske undersøgelser

Ud fra kendskabet til genetiske markører er de 51 arter på EF-
Habitatdirektivets bilag II og bilag IV vurderet, som har en usikker
eller ugunstig bevaringsstatus (Pihl et al. 2000, Søgaard et al. 2003), og
for hvilke det formodes at være fordelagtigt at foretage genetiske
undersøgelser som led i en fremtidig forvaltning. Formålet med den-
ne forvaltning skulle være at forbedre arternes status fra en usikker
eller ugunstig status til en gunstig bevaringsstatus. Det vil bl.a. ud fra
de genetiske undersøgelser være muligt at estimere den effektiv po-
pulationsstørrelse hos de pågældende arter, hvilket er en vigtig pa-
rameter ved vurdering af deres bevaringsstatus. Baseret på en faglig
vurdering (Pihl et al. 2000) og en vurdering af tilgængelighed af ar-
terne, er der foretaget en prioritering af de 51 arter, og syv er udvalgt
som dem man med fordel kunne indlede genetiske undersøgelser af
(Tabel 4).

Ved en vurdering af behovene for genetisk overvågning af truede
arter, eller arter hvor bestandsstørrelsen er faldende, er der tre grup-
per af hovedspørgsmål der bør overvejes eller besvares, når man sø-
ger at forvalte de pågældende arter. De tre spørgsmål er opstillet i
Figur 8  (Frankham et al.  2002).

Tabel 4 Udvalgte arter fra EF-Habitatdirektivets bilag II og IV, som har en usikker eller ugunstig bevaringssta-
tus. For disse arter vurderes det, at undersøgelser af deres genetiske forhold vil kunne bidrage til en bedre for-
valtning i fremtiden. Genetiske undersøgelser vil kunne give en sikker artsbestemmelse og viden om bestands-
struktur og effektive bestandsstørrelser.

Art Bilag II Bilag IV Rødliste Bevaringsstatus Bestandsstørrelse Antal bestande Lokalitet

Klokkefrø

Bombina bombina x x akut truet usikker/ugunstig 1750 10 Fyn/Sjælland

Strandtudse

Bufo calamita x ugunstig 10000? ca 105 Østdanmark, Himmerland og
Østjylland kraftigt tilbage

Damflagermus

Myotis dasycneme x x sårbar gunstig? 2000-3000 52 Midt/Øst Jylland

Hasselmus

Muscardinus avel. x sårbar usikker ukendt 56

Hedepletvinge

Euphydryas aurinia x akut truet ugunstig ? 22 Nordjylland

Birkemus

Sicista betulina x sjælden ukendt ukendt ukendt

Fruesko

Cypripedium
calceolus

x x sjælden usikker 445 2 Himmerland
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indenfor arten

Nej

Nej NejJa
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Ja – forskellige arter
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Efter “Conservation Genetics”
(Frankham, Ballou and Briscoe 2002)

Figur 8  Diagram til identifikation af behovene for genetisk overvågning af truede arter, eller arter hvor
bestandsstørrelsen er faldende. Der angives tre grupper af hovedspørgsmål der bør overvejes eller besva-
res inden man vil forvalte eller overvåge de pågældende arter. Disse er opstillet i diagram 1 (efter ”Con-
servation Genetics” (Frankham et al. 2002).
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7  molekylærgenetiske metoder

Isozymer
Proteiner er genprodukter. Med kendskabet til proteiner kan man få
information om gener og dermed DNA. Proteiner er opbygget af ca.
20 forskellige aminosyrer, som ved hjælp af peptid-bindinger er for-
bundet i lange protein-kæder, der kan bestå af flere hundreder ami-
nosyrer. En del af proteinerne har katalytiske egenskaber, dvs. at de
kan få en bestemt kemisk reaktion til at foregå. Hvis det er tilfældet,
tilhører proteinet gruppen enzymer. Da proteiner er elektrisk ladede
på grund af aminosyrerne, vil de i et elektrisk felt være i stand til at
vandre afhængig af deres ladning og deres form. Ved at udnytte en-
zymets elektriske ladning og dets katalytiske egenskab kan enzymet
påvises på en gel (Figur 9). Hvis enzymet forekommer i flere elektri-
ske former, taler man om isozymer. I Figur 9 vises et zymogram for ti
forskellige individer. I det viste tilfælde er der ingen genetisk variati-
on. Hvis enzymet forekommer i mere end én form og det observerede
zymogram kan forklares som resultatet af et gen med flere alleler, så
taler man om allozymer. Dette er vist i Figur 10.

Figur 9  Zymogram af
enzymet malat dehydro-
genase for ti individer.
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Polymerase chain reaction (PCR)-metoden
Opdagelsen af polymerase chain reaction (PCR) metoden i midten af
firserne gjorde det muligt at anvende DNA som genetisk markør.
Hidtil havde der været begrænsninger på grund af den mængde prø-
vemateriale, der var nødvendig for ekstraktionen af DNA. Med PCR-
metoden kan bestemte DNA segmenter opformeres fra små mængder
prøvemateriale.

Metoden består i:

1. DNA isoleres, selv få molekyler er tilstrækkelige.
2. Det isolerede dobbeltstrengede DNA (template DNA) tilsættes de

fire nucleotider som DNA er opbygget af, polymerase enzym som
kan sætte nucleotider sammen til en DNA streng og diverse ioner
for at reaktionen kan foregå samt to såkaldte primere (korte DNA-
sekvenser), der skal starte processen.

3. Blandingen opvarmes til ca. 94°C, så template DNA bliver separe-
ret i to enkelte strenge, se Figur 11.

4. Derefter sænkes temperaturen til ca. 50°C (annealing temperatur)
hvorved de to primere binder sig til det enkeltstrengede DNA, se
Figur 11.

5. Så hæves temperaturen til ca. 72°C, og polymerasen sætter nucle-
otider på primerne i en orden, der svarer til template DNA. Det
korte stykke DNA, der opformeres, kaldes target DNA.

Ved at gentage procedurens trin 3-5 ca. 30-35 gange, vil target DNA
(den genetiske markør) blive opformeret knapt en milliard gange.

Random amplified polymorphic DNA (RAPD)
RAPD er en PCR-baseret DNA analyseteknik. Til amplificeringen af
DNA benyttes en tilfældig som oftest en 10 base primer, en decamer,
som ikke er specifik for noget bestemt gen. De PCR-produkter, der
fås med denne metode, kan separeres på en agarose gel og gøres syn-

Figur 10  Zymogram af
enzymet phosphogluco-
mutase for ti individer.
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lig med ethidiumbromid eller andre stoffer der kan binde sig til
DNA. Et resultat kan se ud som vist på Figur 12. Nedarvningen af
RAPD er dominant, hvilket medfører, at heterozygoter ikke kan er-
kendes.

 

Adskillelse af 
DNA strenge og 
tilsætning af pri-
mers (annealing)

Opformering
(amplification)

Adskillelse af 
DNA strenge og 
tilsætning af pri-
mers (annealing)

Opformering
(amplification)

Disse stykker tar-
get DNA vil blive 
dominerende ef-
ter yderligere op-
formering

Figur 11  PCR-reaktion og
opformering af target DNA.
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7.1 Inter simple sequence repeat (ISSR)
polymorphism

ISSR er også en PCR-baseret metode, men der benyttes en primer,
som består af adskillige (ofte syv) simple repeats. I den ene ende er
primeren forsynet med forskellige kombinationer af baser, gerne i en
sekvens af tre. Det giver en øget sandsynlighed for, at primeren kan
hæfte sig flere steder, og at vedhæftningen er mere stabil pga. den
længere sekvens af simple repeats. Metoden hævdes at påvise mere
variation end RAPD og at være mere pålidelig (Reddy et al. 2002).
PCR- produkterne kan som for RAPD separeres på en agarose gel
eller på en polyacrylamidgel og påvises med enten ethidiumbromid
eller sølvfarvning. Et resultat kan ses på Figur 13. Nedarvningen af
ISSR er hovedsagelig dominant.

Mikrosatellitter
Mikrosatellitter er DNA markører, der oftest er ikke-kodende, dvs. de
ikke danner basis for et genprodukt, der kan påvises som f.eks. pro-
teiner. De er korte sekvenser, der består af gentagne basepar, der er
sammensat af 2-6 baser (f.eks. GTGTGTGTGTGTGT eller
GTCGTCGTCGTCGTCGTCGTC), der gentages op til 70 gange. De er
hyppige i det eukaryote genom og sidder på kromosomerne (Figur
14). Mikrosatellitter ændres (muterer) ved forandringer i antal gange
baseparrene gentages. Den mest almindelige mutation er forandring
af en gentagelse.

Figur 12  Billede af RAPDs
for 40 individer. Individ 1-3
tilhører hver sin gruppe,
individ 4 mangler og
individ 5-8 til hører en
anden gruppe. Individ 9-16
tilhører en gruppe og
individ 17-40 tilhører en
tredje gruppe.
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Figur 13  Frø af rapssorten
Express iblandet en anden
sort, individ 1-3, 7 og  9 er
sorten Express, 4-6 og 8 er
en ukendt sort.
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Mikrosatellitterne opformeres ved hjælp af PCR metoden, hvorved
der opnås tilstrækkeligt med kopier af mikrosatellitterne, så de kan
påvises ved elektroforese. Påvisningen kan ske automatisk på en se-
kvenserings maskine. Primerne, der benyttes er mærket med fluore-
scerende farvestoffer. Farvestofferne udsender en bestemt bølge-
længde ved laserlys-påvirkning, der opfanges af et digitalt kamera i
sekvenserings maskinen. På denne måde kan de enkelte mikrosatel-
litter påvises som toppe (Figur 15).

Figur 14  DNA-mikrosatellit
anatomi (efter
www.asioaquaticmarkers.com).
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Figur 15  Fragment-analyse.
Individ 1 er homozygot for
locus 1 og heterozygot for
locus 2. Individ 2 er
heterozygot for locus 3 og
locus 4.
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Sekvensering af D-loop i mitokondrie DNA
Ved sekvensering bestemmes den eksakte sekvens af baser eller
nukleotider i DNA (Figur 16), i dette tilfælde i D-loopen (kontrol-
regionen) i mtDNA.  Mitokondrie DNA (mtDNA) genomet er et lille
stykke cirkelformet DNA, der kun er ca. 16-18 tusind basepar langt.
Genomet nedarves fortrinsvis kun fra moderen. D-loopen er en be-
stemt sekvens i mtDNA’et der ikke koder for et produkt, hvor muta-
tions-hastigheden, dvs. ændringen af en base i sekvensen, siges at
være høj og dermed variabel. Ved direkte sekvensering af D-loopen
benyttes PCR-metoden til at opformere et bestemt  stykke af D-
loopen ved hjælp af specifikke primere. Når D-loop sekvensen er
opformeret, bliver rækkefølgen af baserne påvist ved hjælp af en
automatisk sekvenser som beskrevet under mikrosatellitter. Her er
det de fire nucleotider, A,C,G, og T der er fluorescens mærket. De
mærkede nucleotider udsender bølgelængder med hver sin farve når
de bliver påvirket af laser-lyset. Variationen opstår ved udskiftning af
en base med en anden. Det er ændringerne i baserne der giver ophav
til nye typer af D-loop sekvenser (haplotyper) ( Hillis et al. 1996).
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8 Ordforklaring

Ordlisten er baseret på Siegismund 1993 og Frankham et al. 2002.

Allel: En bestemt form af et bestemt gen et bestemt sted (locus) på
kromosomet. Nye alleler opstår ved mutation af eksisterende alleler.

Allelfrekvens: En allels hyppighed i en given bestand eller art.

Allozym: Et produkt, som oftest et enzym eller et protein, betinget af
en specifik allel.

Annealing temperatur: Den optimale temperatur hvorved en primer
for et bestemt stykke DNA (f. eks. mikrosatellit) bindes til DNA-
strengen fra en organisme.

Assignment test: En statistisk metode der henviser individer til deres
mulige kildebestand baseret på deres "assignment indices" (feks.
DNA-profiler) der defineres som de forventede genotypehyppighe-
der i de pågældende bestande.

Bestandsstørrelse

Census bestandsstørrelse (N) er den størrelse som bestanden
faktisk har dvs. den kan tælles direkte. Denne er ofte meget
større end den effektive, se effektiv bestandsstørrelse.
Effektiv bestandsstørrelse (Ne): Størrelsen på en hypotetisk be-
stand der har samme tilvækst i indavl som den naturlige be-
stand dvs. de antal individer i bestanden der bidrager med
gameter til den næste generation (indavls Nef (MVP Ne = 50)).
Dvs. Nef er hovedsagelig følsom overfor antallet af forældre og
deres reproduktive karakteristik og forudsiger ændringer i
heterozygositeten.
Varians effektive bestandsstørrelse (varians Nev (MVP Ne =
500)) er størrelsen på en hypotetisk bestand som ville have
den samme allelfrekvens varians som den pågældende be-
stand. Dvs. Nev er hovedsagelig følsom overfor antallet af af-
kom og deres egenskaber og forudsiger ændringer i den ge-
netiske varians.
Der er flere faktorer der påvirker den effektive bestandsstør-
relse så som naturlige fluktuationer i bestandsstørrelsen, køns-
ratioen (Ne = (4Nm*Nf)/(Nm+Nf), alderen ved reproduktion (overlap-
pende generationer), den rumlige fordeling af bestanden (Ne =
4πσ2δ) samt variation i familiestørrelsen.

Bottleneck: Se ”flaskehals”.

Decamer primer: DNA-stykke der har en længde på 10 baser (nukle-
otider).

D-loop: D (displacement)-loop er en region hvor replikationen af
mtDNA begynder. En kort RNA-streng parres med den ene DNA-
streng og erstatter den oprindelige DNA-streng i regionen.
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DNA: Deoxyribonucleinsyre. Stort molekyle der bærer den genetiske
information i form af rækkefølgen af de fire nukleotider A, C, G og T.

DNA-profil: Sammensætningen af samtlige de genetiske markører (f.
eks. mikrosatellitter) der analyseres i det pågældende individ, hvilket
for det meste er unikt for individet. Dette afhænger dog af antallet af
genetiske markører (mikrosatellitter) der analyseres og af hvor man-
ge forskellige alleler der er i hver markør (mikrosatellit).

Elektroforese: Adskillelse af molekyler i et elektrisk felt. Adskillelsen
skyldes forskellig ladning og/eller forskellig størrelse af molekylerne.

FIS: (Indavslkoefficienten) den del af den genetiske varians i en delbe-
stand, der er indeholdt i et individ. Dvs. sandsynligheden for at et
individ med nært beslægtede forældre modtager to gener der er ko-
pier af det samme gen fra en tidligere generation. Hvis FIS er høj an-
tyder det indavl. (Delen af den totale indavl i en bestand der skyldes
indavl i delbestandene).

Fitness: Et individs evne til at overleve og reproducere i forhold til de
øvrige individer i bestanden.

Flaskehalseffekt: En bestand hvis størrelse har været kraftig reduceret
gennem flere generationer siges at have været gennem en flaskehals.
Dette har medført et fald i den genetiske variation i bestanden på
grund af sammenhængen mellem genetisk drift og bestandsstørrelse.
Jo mindre bestandsstørrelse jo højere genetisk drift. Dvs. reduktionen
i den effektive bestandsstørrelse har reduceret antallet af alleler hur-
tigere end heterozygositeten er faldet, hvilket gør at den observerede
heterozygositet er højere end den heterozygositet der vil være for-
ventet ud fra det observerede antal alleler ved en mutations-genetisk
drift ligevægt.

Forventede heterozygositet (He): En individuel parameter eller en
bestands-parameter. Defineret ved den del af loci der forventes at
være heterozygote i et individ (defineret mellem 0 og 1) eller en be-
stand.

HO (observerede heterozygositet) er det observerede gennemsnitlige
antal heterozygoter over loci.
He (forventede heterozygositet) benævnes også genetisk diversitet
(variation).

Founder-effekt: Se ”koloniserings-effekt”

FST: Er den del af den totale genetiske varians der er indeholdt i en
delbestand i forhold til den genetiske varians i total bestanden. FST er
defineret mellem 0 og 1. En høj FST antyder en høj grad af genetisk
differentiering mellem bestandene. Dvs. et mål for hvor beslægtede
individer er indenfor en bestand i forhold til en anden bestand. (De-
len af total indavl i bestanden der skyldes differentiering mellem del-
bestandene).

Genprodukt: Det biokemiske materiale, enten RNA eller protein der
er resultatet af et gen. Mængden af genproduktet kan bruges til at
måle hvor aktivt genet er.
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Genetisk differentiering: Genetisk forskel mellem bestande.

Genetisk drift: En kraft der reducerer den genetiske variation (hete-
rozygositeten) ved tilfældige tab af alleler. Dvs. i en bestand med en
begrænset bestandsstørrelse vil den genetiske sammensætning fluk-
tuere tilfældigt fra generation til generation p.g.a genetisk drift.

Genetisk variation: Mængden af heterozygoter og homozygoter samt
allel-antal i en given organisme.

Genetisk markør: Ethvert træk, der benyttes som en markør for gene-
tisk variation i og mellem individer, bestande, arter og taxa. Trække-
ne inkluderer fænotypiske træk (f.eks. øjenfarve), proteiner (allozy-
mer, albuminer) og DNA-segmenter. Man kan benytte en bestemt
genetisk markør som et diagnostisk træk som f.eks. når man vil un-
dersøge om en person bærer en arvelig genetisk sygdom. Man kan
benytte dem som et værktøj i forvaltningen af arter og m.m. Forskel-
lige genetiske markører (som mikrosatellitter, mtDNA, allozymer,
RAPD) har forskellige analysemuligheder (grove eller fine skalerede)
og forskellige fordele og ulemper (som specificitet, økonomi, lethed
hvormed data kan analyseres og fortolkes).

Gen-flow: Bevægelse af gener fra en bestand til en anden hvilket for-
årsager at de bliver genetisk mere ens. Genetisk migration er den
primære kilde til gen-flow.

Genotype: Den genetiske sammensætning af en organisme. Genotype
refererer enten til det samlede antal gener som organismen bærer
eller til allelerne i et enkelt locus. Information om genotyperne kom-
mer fra allozym-alleler, mikrosatellit-alleler eller sekvens information
fra f.eks. D-loopen i mtDNA. I det sidste tilfælde bliver de benævnt
haplotyper.

Haplotype: Et sæt tæt koblede alleler fra forskellige steder (loci) på
det samme kromosom, der nedarves samlet (koblede).

Haplotype- frekvens: En haplotypes hyppighed i en bestand.

Hardy-Weinberg forventningerne: (Forkortet HWE) En lovmæssig-
hed der siger at allelfrekvenserne (genfrekvenserne) forbliver kon-
stante fra generation til generation når der er tilfældig parring i en
uendelig stor bestand uden selektion, migration og mutation. I så-
danne tilfælde kan genotypefrekvenserne i den uendelige store be-
stand forudsiges fra to allelfrekvenser p og q udfra formlen:

p2 + 2pq + q2

En bestand vil opfylde Hardy-Weinberg forventningerne efter en
enkelt generation (såfremt alle de listede forudsætninger er opfyldt).
Man tester for HWE ved at sammenligne de observerede med de for-
ventede genotypefrekvenser (forventede og observerede heterozygo-
sitet). En stor del af populationsgenetikken er centreret omkring
hvordan og hvorfor bestande afviger fra HWE.
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Heterosis: (Krydsningsfrodighed) Når individer fra to indavlede
grupper krydses, vil afkommet ofte have en øget overlevelse og ferti-
litet i forhold til forældrene, hvilket kaldes heterosis.

Heterozygositet: Se forventede heterozygositet.

Heterozygot: Et diploidt individ der bærer to forskellige alleler i et
givet lokus

Homozygositet: se forventede heterozygositet.

Homozygot: Et diploidt individ der bærer to ens alleler i et givet lo-
kus.

Indavl: Parring mellem individer der er beslægtede. Dvs. et individ er
indavlet når det har modtaget to gener, der er kopier af det samme
gen fra en tidligere generation som f.eks. bror-søster parringer eller
kusine-fætter parringer.

Indavlsdepression/udavlsdepression: Indavlede individer vil ofte
have en reduceret reproduktion eller overlevelse (indavsldepression).
Ved en udavlsdepression sker der en nedsat overlevel-
se/reproduktion når individer fra to geografisk forskellige bestande
(underarter eller arter) krydses.

Isozym: Alternative former af et protein påvist ved elektroforese.
Isozymer kan skyldes protein-forskelle specificeret af alleler fra et
enkelt locus eller fra forskellige loci.

Koloniserings-effekt (Founder-effekt): Tab af genetisk variation i for-
bindelse med nydannelsen af en bestand ud fra en lille gruppe indi-
vider. I en periode vil genetisk drift have en stor effekt fordi den ny-
etablerede bestand er lille.

Locus (flertal: Loci): Et gens plads på kromosomet /DNA-segmentet.

Makropopulation: Her defineret som en samling af løvfrø-vandhuller
med en maksimal afstand på 4 km.

Metapopulation: En gruppe af klart adskilte bestande af samme art,
der er mere beslægtet indbyrdes end med andre metapopulationer.
Metapopulationer kan være udsat for lokal ekstinktion og rekolonise-
ring.

Migration: I populationsgenetik betyder migration den permanente
bevægelse af gener ind og ud af bestande. Dvs. en migrerende fugl
der bevæger sig fra sit yngle-område til et overvintringsområde og
tilbage for at yngle det samme sted er ikke migration i denne for-
stand. Processen kaldes også for gen flow.

Mikrosatellit: Korte gentagne sekvenser af 2, 3, eller 4 baser (AC,
ACG eller AGTG) et antal gange (> 8). Antallet af gentagelser karak-
teriserer mikrosatellit-allelerne. De er oftest ikke-kodende dvs. de
ikke koder for et genprodukt og er tilfældigt fordelt over hele geno-
met. Alternativt kaldes de også SSTR (Simple sequence tandem repe-
at).
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Mitokondrie: Organel i celler hos eukaryote organismer der er selv-
reproducerende, dvs. det indeholder sit eget DNA.

mtDNA: Mitokondrie DNA se mitokondrie.

Mutation: Tilfældig genetisk forandring.

MVP (minimum viable population size): Den mindste størrelse en
bestand skal have for at overleve på lang sigt, dvs. med en overlevel-
ses-sandsynlighed på 1 % i 1000 år eller 10 % i 100 år.

Naturlig selektion: Proces hvor individer afhængig af deres genetiske
sammensætning har forskellig overlevelses-sandsynlighed og chance
for at parre sig og få afkom.

N: Se bestandsstørrelse

Ne: Se effektiv bestandsstørrelse

Nukleotid (ACTG): A (adenin),C (cytosin), G (guanin), T (thymin) er
de fire nukleotider et DNA molekyle er opbygget af.

PCR: Polymerase kæde reaktion. En teknik der benyttes til at opfor-
mere bestemte DNA-sekvenser ved hjælp af primere.

Primer: Kort enkelt-strenget polynucleotid-kæde hvorpå nye nukleo-
tider påsættes ved hjælp af DNA-polymerase. En primer bindes til
DNA’et af organismen der analyseres og fremmer kopieringen af
DNA-strengen (template) startende fra primer-siden. For at opforme-
re mikrosatelliter benyttes et ’forward’ og en ’reverse’ primer par.

Sekvensere: Påvise nukleotid-sammensætningen i en DNA-sekvens.

Target DNA: DNA fra den organisme der analyseres.
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