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Sammanfattning 
Med hjälp av sekvensering av järvens (Gulo gulo) arvsmassa (genom) har vi identifierat 
1,5 miljoner variabla nukleotidpositioner (SNPs). Hundratals sådana SNP-markörer 
användes i en populationsgenetisk kartläggning av den skandinaviska järvstammen. 
Resultaten visade att järvar från sydvästra Norge är genetiskt differentierade jämfört med 
den resterande populationen men att ett betydande genflöde också finns, speciellt i form av 
individer som migrerat från huvudpopulationen till sydvästra Norge. 
 
Olika analysmetoder för SNP-markörer utvärderades, och av dessa visade sig FLUIDIGM 
vara bäst lämpad för analyser av spillningsprover från järv. En viktig förutsättning för att 
lyckas med SNP-analyserna är att utföra specifik amplifiering av SNP-regionerna i ett 
försteg till genotypningen. 
 
Vid jämförelse av SNP-analyser och analyser gjorda med mikrosatellitmarkörer kunde vi 
se en hög samstämmighet vad gäller fungerande prover. Det var dock större andel av 
proverna som behövde omkörningar för att få fram säkra genotyper för mikrosatelliterna 
jämfört med för SNP-markörer. SNP-markörer har generellt lägre grad av genotypningsfel 
(särskilt ”marker-dropout”) jämfört med mikrosatellitmarkörer. 
 
Tillförlitlig särskiljning av individer, alltså en bedömning av om två prover kommer från 
samma eller olika individer, kan ske med 93 SNP markörer. Genom att innefatta markörer 
placerade på könskromosomerna går det också att inkludera ett tillförlitligt könstest i SNP-
analysen. 
 
Vi rekommenderar en övergång till DNA-analyser baserade på SNP-markörer i arbetet 
med järvövervakningen i Sverige och Norge. SNP-analyser kommer att ge säkrare 
genotypdata, mer genetisk information per prov och ett förenklat flöde för 
laboratoriearbetet jämfört med den nu använda metodiken. För att resultaten skall vara 
jämförbara mellan länderna måste metodbytet ske samordnat mellan Sverige och Norge, 
parallellt med visst fortsatt utvecklingsarbete. Det är också viktigt med en fortlöpande 
dialog mellan svenska och norska myndigheter med ansvar för järvinventeringarna. 
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Summary in English 
By sequencing of the wolverine (Gulo gulo) genome coupled with re-sequencing of 10 
unrelated individuals from the Scandinavian population, we identified 1.5 million variable 
nucleotide positions (SNPs). Several hundred of those SNP markers were used in a 
population genetic study of Scandinavian wolverines. The results showed that wolverines 
from southwestern Norway are genetically differentiated from the rest of the Swedish-
Norwegian distribution. There is, however, on-going gene flow between these two sub-
populations, especially by individuals from the main population migrating into 
southwestern Norway. 
 
We evaluated several SNP genotyping methods, and the FLUIDIGM methodology was 
found to be especially suitable for work with non-invasive scat samples. An important 
factor for successful SNP genotyping from scats is to perform a specific amplification of 
the SNP regions prior to genotyping. 
 
We observed a high degree of consistency regarding which samples that could be 
successfully genotyped using SNPs and microsatellites. However, fewer samples needed to 
be re-run in order to generate reliable genotypes when using SNPs compared to 
microsatellites. The SNP markers generally had lower levels of genotyping errors 
(especially in the form of allele dropout) compared with standard microsatellite markers. 
 
It is possible to perform a consistent genetic separation of individuals (that is an evaluation 
of whether a pair of samples comes from the same individual or two different individuals) 
using 93 SNP markers. By including markers from the sex chromosomes, we were also 
able to include reliable sex-identification of samples in the SNP analysis. 
 
Our recommendation is to switch to DNA analyses based on SNP genotyping using the 
FLUIDIGM platform, in the monitoring program of Scandinavian wolverines. SNP 
analyses will provide more precise genotype information and a simplified workflow in the 
lab compared to current methodology. The change of methods needs to be done jointly in 
Sweden and Norway in order for the results to be comparable between the countries. It is 
important that this methodological development is performed in close cooperation between 
Swedish and Norwegian authorities responsible for wolverine management. 
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Bakgrund 
Den genetiska rovdjursforskningen i Uppsala inleddes för drygt 20 år sedan då 
Naturvårdsverket genom Anders Bjärvall önskade svar på frågan om den skandinaviska 
vargstammens ursprung, särskilt mot bakgrund av de rykten som då florerade om 
utplantering från djurparker. Det första vetenskapliga arbetet publicerades 1996 (Ellegren 
et al. 1996) och har sedan dess följts av ett 30-tal vetenskapliga artiklar i internationella 
tidskrifter. Efter några år kompletterades forskningen på varg av genetiska studier av järv 
och lo. Gemensamt för de tre arterna gällde initialt att ny metodik utvecklades för att 
möjliggöra ingående genetiska studier. Dessa metoder tillämpades sedan för 
undersökningar av populationernas genetiska struktur inom Skandinavien och i förhållande 
till angränsande populationer. För varg kartlades dess invandringshistoria i detalj. 
 
Metodutveckling har genom åren kommit att bli ett stående inslag i verksamheten. Det har 
innefattat analyser av mitokondriellt DNA, mikrosatelliter, markörer för könsbestämning, 
MHC (immunförsvarsgener), SNPs (”single nucleotide polymorphisms”), markörer 
spridda över hela arvsmassan (populationsgenomik) och nu allra senast full 
genomsekvensering och storskalig SNP-analys. Utvecklingsarbetet har inte bara lett till 
egen användning i studierna av skandinaviska rovsdjurspopulationer. De vetenskapliga 
artiklarna på varg, järv och lo från rovdjursgruppen i Uppsala har citerats inte mindre än 
1,800 gånger av andra forskare, och många laboratorier runt om i världen använder idag 
metodik utvecklad i Uppsala. 
 
Verksamheten var ursprungligen förlagd till Sveriges lantbruksuniversitet (SLU) och 
Biomedicinskt Centrum i Uppsala men är sedan 1999 placerad vid Uppsala universitet då 
Ellegren tillträdde professuren i evolutionsbiologi vid Evolutionsbiologiskt Centrum 
(EBC). Ett flertal doktorander och post-docs har utbildats i rovdjursgenetik i laboratoriet 
genom åren och har senare gått vidare med liknande arbetsuppgifter inom både förvaltning 
och universitetsmiljöer. Øystein Flagstad, ansvarig för analyser av rovdjursgenetiska data 
vid Rovdata i Trondheim, och Eva Hedmark, ansvarig för utförandet av DNA-analyser på 
varg i Grimsö (SLU), disputerade båda i Uppsala med Ellegren som handledare. Carles 
Vilá, Jennifer Seddon och Jenny Hagenblad är exempel på forskare som idag är professorer 
(Vilá och Seddon) eller lektor (Hagenblad) vid universitet i Spanien, Australien och 
Sverige. 
 
Parallellt med den genetiska forskningen kom laboratoriet tidigt att på uppdrag av 
Direktoratet for naturforvaltning (numera Miljødirektoratet) och Naturvårdsverket utföra 
genetiska analyser som en del av övervakningsprogrammen för varg, järv och lo. Under de 
snart 20 år som uppdragsverksamheten pågått har mer än 18,000 prover analyserats, främst 
från järv. DNA extraheras numera huvudsakligen från spillningsprover, men även andra 
typer av prover förekommer. Syftet med analyserna är i första hand att fastställa 
individidentitet och kön. Resultaten, som analyseras i nära samarbete med Rovdata, ligger 
till grund för estimat av lokala populationstätheter av den skandinaviska populationen, och 
är en central del av arbetet med gemensam övervakning av rovdjursstammarna i Sverige 
och Norge (Brøseth et al. 2010; Gervasi et al. 2015). Laboratoriearbetet i Uppsala utförs av 
två forskningsingenjörer (Malin Johansson och Jessica Magnusson) som är 
tillsvidareanställda med detta som sin enda arbetsuppgift. För närvarande finns också en 
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forskarassistent (Robert Ekblom) anställd, som ansvarar för rapportering och 
utvecklingsarbete. 
 
Just nu pågår en betydande utveckling av helt nya tekniska metoder inom molekylär 
ekologi. Mot bakgrund av detta har frågan kommit upp om analysen av rovdjursprover kan 
effektiviseras. Inom ramen för den senaste överenskommelsen mellan Naturvårdsverket 
och Uppsala universitet om samarbete avseende DNA-analys av prover från stora rovdjur 
fanns bland annat ett uppdrag att utvärdera möjligheten att övergå till DNA-analyser 
baserade på SNPs (Dnr 235-12-11; punkt 4.3 ”Genetisk metodutveckling”). Denna rapport 
utgör redovisningen av detta uppdrag. I tillägg redovisas uppdraget ”Jämförelse av 
genetiska kartor över järvstammen” (punkt 4.4 i överenskommelsen). 
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Sammanställning av metoder för DNA-analys 

Single nucleotide polymorphism (SNP) 
De senaste åren har det skett en snabb utveckling av nya tekniker för DNA-analys av 
naturliga populationer. Detta gäller främst den nya generationens sekvenseringstekniker 
(Ekblom & Galindo 2011), men också olika system för analys av SNP-markörer (Helyar et 
al. 2011; Morin et al. 2004; Perkel 2008). SNP-markörer har många fördelar jämfört med 
andra genetiska markörer, t ex mikrosatelliter. De är snabba och billiga att analysera, och 
många markörer kan därmed undersökas samtidigt. Därmed kan en mer representativ bild 
av den totala genetiska variationen i arvsmassan erhållas (Helyar et al. 2011; Väli et al. 
2008). De ger generellt sett också en lägre grad av tekniska fel och mer jämförbara resultat 
mellan olika laboratorier (Vignal et al. 2002). SNP-markörer är särskilt fördelaktiga vid 
analyser av prover med nedbrutet DNA (t ex spillningsprover), eftersom endast korta bitar 
av DNA-molekylen analyseras (Seeb et al. 2011). Den genetiska variationen (genotypen) 
för en viss position av arvsmassan kan analyseras antingen genom att enbart fokusera på 
den variabla DNA-positionen (SNP-genotypning) eller genom att sekvensera området där 
variationen finns (sekvensbaserade metoder; Tabell 1).  
 

Tabell 1. Jämförelse av olika teknologier för SNP-analys. 

Metod Teknologi Ungefärlig kostnad 
per prov* 

Applicerbarhet på 
spillningsprover 

Genome capture SureSelect (Agilent) > 1000 kronor Ej utvärderad 

Genotyping by 
sequencing 

HighSeq (Illumina) < 200 kronor Ej utvärderad, Troligen låg 

Amplicon sekvensering IonTorrent, PGM 200 - 1000 kronor Ej utvärderad 

SNP genotypning Affymetrix > 1000 kronor Ej utvärderad 

SNP genotypning BeadChip (Illumina) > 1000 kronor Ej utvärderad 

SNP genotypning GoldenGate (Illumina) 200 - 1000 kronor Utvärderad, Mycket låg 

SNP genotypning FLUIDIGM < 200 kronor Utvärderad, Mycket hög 

SNP genotypning BioRad 200 - 1000 kronor Utvärderad, Mycket hög, 
men tidskrävande 

SNP genotypning MassARRAY (Agena) < 200 kronor Ej utvärderad 

SNP genotypning OpenArray (Life Tech.) < 200 kronor Ej utvärderad 

SNP genotypning KASP (LGC genomics) > 1000 kronor Ej utvärderad 

* Exklusive inköp och service av instrumentering. Baserat på körning av ca 1 000 prover och ca 100 SNP 
markörer. Kostnader för DNA-extraktioner, personal och overhead är inte inkluderade. 
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Figur 1. Jämförelse av olika instrument för SNP-analyser med avseende på antal markörer och prover 
som tillhörande teknik är lämplig för. Eftersom teknikutvecklingen sker snabbt skall detta ses som en 
ögonblicksbild. Notera logaritmiska skalor. 
 

Metoder för SNP-genotypning 
Det finns ett stort antal olika instrument för SNP-genotypning tillgängliga på marknaden 
(Garvin et al. 2010; Perkel 2008). Dessa kan delas in i två kategorier beroende på om de är 
helt baserade på hybridisering av en syntetisk bit DNA till den variabla positionen (t ex 
Affymetrix, BeadChip och GoldenGate) eller om hybridiseringen också är kopplad till 
PCR-amplifiering av positionen (t ex BioRad, MassARRAY och FLUIDIGM). Metoderna 
skiljer sig också åt när det gäller kostnad och antal markörer och prover som kan 
analyseras (Figur 1). Valet av metod baseras därför på vilken frågeställning som skall 
besvaras, och vilka ekonomiska ramar som finns för projektet. Vi har utvärderat flera 
metoder för analys av spillningsprover från järv, där syftet är att särskilja och identifiera 
individer. Först gjordes en teoretisk analys av olika metoders applicerbarhet för 
rutinmässig användning på spillningsprover (Tabell 1). Sedan valdes några av metoderna 
ut för praktisk utvärdering, dels baserat på en jämförelse av prisbilden och dels på 
tillgängligheten för att kunna testa olika system.  
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Sekvensbaserade metoder 
Sekvensbaserade metoder kan delas in i olika kategorier beroende på hur man skiljer ut de 
variabla områdena som skall sekvenseras. I ”genome capture” fragmenteras genomet och 
de variabla delar man vill sekvensera fångas upp genom hybridisering (Perry et al. 2010). I 
”amplicon sequencing” använder man i stället PCR för att amplifiera de intressanta 
regionerna i ett försteg till sekvenseringen (Deagle et al. 2013). Vid ”genotyping-by-
sequencing” (Narum et al. 2013) fragmenteras arvsmassan och sedan sekvenseras en 
slumpmässig fraktion i ett stort antal prover. Av dessa sekvensbaserade metoder är 
amplicon-sekvensering (exempelvis med IonTorrent) den som bedöms vara potentiellt 
mest lämpad för användning inom DNA-baserad rovdjursövervakning (Tabell 1). Vi har 
dock inte utvärderat den närmare på grund av prisbilden. ”Genome capture” är i nuläget för 
kostsam för att vara aktuell och ”genotyping-by-sequencing” är sannolikt inte tillämpbar 
på rutinmässig och långsiktig hantering av spillningsprover, på grund av den stora mängd 
kontaminerande DNA som finns i dessa prover. Sammanfattningsvis bedöms metoder 
baserade på SNP-genotypning i dagsläget vara bättre lämpade för DNA-analyser inom 
rovdjursövervakningen jämfört med sekvensbaserade metoder. 
 

 

Utveckling av SNP-markörer hos järv 

Genomsekvensering 
Det första steget för att kunna identifiera ett stort antal SNP-markörer hos järv har varit 
sekvensering och så kallad assemblering av artens arvsmassa (genom). Ett vävnadsprov 
från en jämtländsk järv (Ind743) valdes ut för sekvensering med Illumina Hiseq 2000. 
Sekvenseringsarbetet utfördes vid SNP&SEQ Technology Platform, Uppsala universitet 
(SciLifeLab Uppsala). Totalt genererades över två miljarder sekvensfragment av 100-150 
baspar (bp) från denna individ. 
 
Genom att använda denna omfattande mängd DNA-sekvensdata har vi kunnat 
karaktärisera ca 2,4 miljarder baspar av järvens arvsmassa som är av samma 
storleksordning som det mänskliga genomet. I tabell 2 redovisas några i sammanhanget 
brukliga karaktäristika för assembleringen av järvens genom. Detta har varit ett omfattande 
arbete som pågått under flera år, och den beskrivning som här ges utgör endast en kort 
sammanfattning. Det första momentet var kvalitetsgranskning och trimning av 
sekvensdatat. Sedan följde det datorintensiva arbetet med assemblering, det vill säga att 
sätta ihop de korta sekvensfragmenten till långa sammanhängande sekvenser (contigs), och 
sedan att ordna dessa inbördes till ännu längre avsnitt (scaffolds). Här utnyttjar man det 
faktum att varje baspar i genomet är sekvenserad många gånger (i detta fall i genomsnitt ca 
75 X). Det överlapp som finns mellan olika fragment används sedan i en så kallad De 
Bruijn graf för att fastställa den korrekta ordningen av fragmenten (Miller et al. 2010). 
Dessutom utfördes kvalitetsgranskning, validering och annotering av det färdiga genomet. 
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Tabell 2. Sammanfattning av järvens genomsekvens 

Identifiering av variabla positioner (SNPs) 
Efter sekvensering och assemblering av järvens genom sekvenserades vävnadsprover från 
ytterligare 10 järvar i syfte att identifiera variabla positioner i järvens arvsmassa. Tio 
individer spridda över artens hela utbredningsområde i Norge och Sveriges valdes ut för 
detta ändamål. Den mängd data som genererades motsvarade ca 300 miljarder baspar, och 
läsningarna från de 10 individerna jämfördes med den genomsekvens som tidigare 
bestämts. På så sätt kunde vi identifiera sammanlagt ca 1,5 miljoner variabla positioner 
(SNPs) i järvens arvsmassa (Tabell 2). Detta utgör en utomordentligt rik källa på genetisk 
information för flera olika typer av fortsatta genetiska studier av järven. 
 

Validering av SNP-markörer 
Vi valde ut 384 särskilt informativa markörer för validering, dvs. ett oberoende test av 
tillförlitlighet och teknisk möjlighet till analys. Valideringen utfördes på 460 skandinaviska 
järvprover av olika ursprung och kvalitet, med Illumina GoldenGate metoden (SNP & SEQ 
plattformen, SciLifeLab Uppsala). 
 
Resultat erhölls från 362 markörer vilket motsvarar en i sammanhanget hög andel 
fungerande markörer (94 %). Utfallet skiljde sig markant mellan DNA preparerat från 
vävnad och DNA preparerat från spillning. Mindre än 10 % av spillningsproverna kunde 
analyseras jämfört med 96 % framgångsrik analys för vävnadsprover (Tabell 3). Det här är 
ett vanligt mönster för olika DNA-tekniker och speglar sannolikt en kombination av 
mindre mängd DNA i spillning och orenheter i spillningen som inhiberar PCR-
amplifiering. Vi noterade också att både bland spillningsproverna och vävnadsproverna 
hade de fungerande proverna högre DNA-koncentration än de som inte fungerade (Figur 
2). 
 

 

 

 

“Paired-end” sekvens data (180-500 bp fragment) 135 Gbp 
“Mate-pair” sekvens data (3-4.5 Kbp fragment) 92 Gbp 
k-mer längd använd i assemblering 57 bp 
Antal contigs 1 036 667 
Contig N50 3 846 bp 
Antal scaffolds 47 417 
Scaffold N50 178 272 bp 
Total scaffold längd 2.4 Gbp 
GC-innehåll 41.4 % 
Sekvensdata från ytterligare tio individer 291 Gbp 
Antal identifierade SNPs 1 473 629 
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Tabell 3. Antal och analysframgång för prover av olika ursprung och med olika DNA-
preparationsmetoder. Baserat på genotypning med Illumina GoldenGate. 

Typ av prov (Extraktionsmetod) Antal 
fungerande 

Antal icke 
fungerande 

Andel 
fungerande 

Spillning (Genemole) 1 72 1 % 

Spillning (Qiagen) 14 91 13 % 

Spillning, helgenomamplifierat 0 14 0 % 

Hår/Sekret/Blod/Skinn 3 6 33 % 

Vävnad 215 9 96 % 

 
 
Vi undersökte också hur möjligheten till DNA-analys av spillning påverkades av olika 
metoder för DNA-extraktion. Här visade sig Qiagen-metoden ge bättre resultat jämfört 
med Genemole-metoden, dock fortfarande med låg andel fungerade analyser (13 %, Tabell 
3). Vi testade också så kallad helgenomsamplifiering (utförd vid SNP & SEQ plattformen) 
av ett litet antal spillningsprover, men inget av dessa kunde sedan analyseras framgångsrikt 
(Tabell 3). Sammanfattningsvis visade valideringen med Illumina GoldenGate-tekniken för 
SNP-analys att en hög andel av de identifierade SNP-positionerna verkligen var variabla i 
den skandinaviska järvpopulationen, men att tekniken inte gav tillfredsställande resultat för 
spillningsprover. 
 

 
Figur 2. DNA-koncentrationens betydelse för framgångsrik SNP-analys, med Illumina GoldenGate. 
Prover som gick att genotypa (blå) hade högre DNA koncentration jämfört med prover där 
genotypningen misslyckades (gul). Spillningsproverna (”faeces”) hade generellt lägre DNA 
koncentration än vävnadsproverna (”tissue”). Den uppmätta DNA koncentrationen för spillningsprover 
inkluderar förmodligen också en betydande mängd DNA från andra arter (bytesdjur, mikroorganismer, 
etc.). 
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SNP-analyser med FLUIDIGM 
Analysmetoder baserade på PCR-amplifiering kan förväntas vara mer lämpade för 
spillningsprover än sådana som är baserade på hybridisering, eftersom spillning har låg 
koncentration av målarts-DNA och dessutom kan vara kraftigt kontaminerad. Ett 
instrument som nyligen använts med framgång för icke-invasivt insamlade prover från 
olika rovdjursarter är FLUIDIGM Biomark HD, vilket utnyttjar PCR-amplifiering för 
SNP-analys (Kraus et al. 2015; Norman & Spong 2015; Nussberger et al. 2014). 
 
För att utvärdera FLUIDIGM-plattformen för SNP-analys av spillningsprover från järv 
gjordes ett initialt test med 96 prover (inklusive negativa kontroller) och 96 markörer 
(motsvarande ett FLUIDIGM-chip). Totalt 92 av de testade markörerna gav pålitliga 
genotyper för samtliga testade spillningsprover. Resultaten jämfördes med tidigare 
analyser av delvis samma individer och markörer med Illumina GoldenGate-plattformen. 
Vid uppföljande analyser genotypades totalt nio chip med en mängd olika prover. Vid 
dessa analyser utvärderades också ytterligare en uppsättning med 96 nya SNP-markörer 
(inklusive ett antal markörer kopplade till könskromosomerna). En slutlig uppsättning av 
96 markörer togs fram genom att kombinera de mest informativa markörerna från dessa två 
ursprungliga uppsättningar. 

Effekt av pre-amplifiering (STA) 
För 10 spillningsprover analyserades effekten av olika antal cykler (0, 14, 22, 30 och 40) 
av så kallad pre-amplifiering (STA, Specific Target Amplification). Pre-amplifiering är ett 
försteg till SNP-analysen där samtliga SNP-regioner amplifieras tillsammans i en 
multiplex-PCR.  

 
Figur 3. Analysframgång (a) och analyssäkerhet (b) för spillningsprover i relation till antalet pre-
amplifieringscykler (STA). Optimalt antal cykler ligger mellan 22 och 30 för de flesta markörerna. 

 

a) b) 
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Vi fann att ett större antal STA-cykler än de 14 som rekommenderas i FLUIDIGM-
manualen gav en förbättrad analysframgång (Figur 3), medan frånvaro av pre-amplifiering 
(0 cykler) inte genererade några resultat alls. Baserat både på hur stor andel av markörerna 
som kunnat analyseras för ett visst prov (Figur 3a) och hur säkra resultaten var (Figur 3b) 
låg det optimala antalet cykler mellan 22 och 30 för majoriteten av proverna. 
 

Genotypningsfel 
Frekvensen av genotypningsfel kunde uppskattas för 90 markörer genom att jämföra 
genotyperna från spillningsproverna i FLUIDIGM-körningen med vävnadsprover från 
samma individer (14 stycken) som tidigare analyserats med Illumina GoldenGate-
plattformen. I denna analys inkluderades alla prover med över 85 % fungerande SNP 
markörer. 
 
”Allele dropout” innebär att endast en allel (variant) detekteras trots att individen bär på 
två alleler (är heterozygot) för den analyserade markören. Totalt hittades 10 sådana fall 
vilket ger en total frekvens på mindre än 0,3 % (Tabell 4; totalt genererades 3510 
genotyper, inklusive replikat). Samtliga 10 fall av allele dropout skedde i två individer och 
gällde olika markörer. 
 
”False allele” innebär att ett av spillningsproverna har bedömts vara heterozygot trots att 
vävnadsprovet för samma individ är homozygot för samma markör. Detta inträffade endast 
i två olika fall, för två olika individer men i samma SNP (scaffold3195:5534) och i bägge 
fallen för den lägsta graden av pre-amplifiering (14 cykler). Totalt över alla prover är 
frekvensen av denna typ av fel mindre än 0,1 % (Tabell 4). 
 
”Marker dropout” definieras som de fall där en SNP-markör inte kunnat genotypas alls för 
ett specifikt prov. Detta var den vanligaste formen av analysproblem och förekom i 
något/några fall för de flesta av de analyserade individerna. Sammantaget över alla prover 
var frekvensen av marker dropout ca 2,6 % (Tabell 4), fördelningen var ojämn med hög 
grad av fel för prover med 14 STA cykler och betydligt lägre för de som körts med fler 
cykler. 
 

Tabell 4. Frekvens (%) av genotypningsfel för spillningsprover (medelvärde för alla 
prover i respektive grupp). 

Typ av prov Allele Dropout False Allele Marker Dropout 

FLUIDIGM 14 STA 0 % 0,37 % 8,89 % 

FLUIDIGM 22 STA 0,22 % 0 % 0,89 % 

FLUIDIGM 30 STA 0,11 % 0 % 1,44 % 

FLUIDIGM 40 STA 0,60 % 0 % 1,73 % 

GoldenGate 0 % 0 % 2,50 % 
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Särskiljning av individer 
För att utvärdera SNP-teknikens tillförlitlighet när det gäller att särskilja prover från olika 
individer beräknades parvis genetisk likhet mellan samtliga prover, såväl för prover som 
var kända att härröra från samma individ som för prover från olika individer. Genotypisk 
likhet definierades på en skala mellan 0 och 1, där 1 betyder att proverna har identiska 
genotyper i alla markörer och 0 betyder att de inte delar någon allel i någon markör. Även 
helt obesläktade individer kan av ren slump förväntas dela åtminstone en allel för flertalet 
markörer varför värden nära 0 är osannolika. Värden nära 1 betyder med stor sannolikhet 
att proverna kommer från samma individ. I teorin bör förstås värdet vara just 1 för prover 
från samma individ men något enstaka analysfel kan ge avvikelser från detta. 
 

 
Figur 4. Fördelning av genotypisk likhet för par av prover (N=130). Ljusgrå staplar indikerar par av 
prover från olika individer och mörkgrå staplar visar par av prover från samma individ (inklusive 
duplikat av samma prov). Till höger en uppförstoring av området med parvis genotypisk likhet över 0,7. 

 

I denna analys användes data från tre chip med spillningsprover från 2015, med 93 väl 
fungerande SNP-markörer samt tre Y-kromosommarkörer för könsbestämning. Efter att ha 
tagit bort dåligt fungerande prover (>10 % marker dropout rate) användes 130 prover 
(inklusive duplikat) i analysen. De flesta jämförelser hade en parvis likhet mellan 0,4 och 
0,8, med ett medelvärde på 0,63 (Figur 4). Dessa jämförelser kommer alla från prover av 
olika individer. I de fall där flera prover från samma individ analyserades, och för duplikat 
från samma prov, var den parvisa likheten alltid högre än 0,89 (Figur 4). Några jämförelser 
gav en genotypisk likhet på 0,81 - 0,84 och det förefaller sannolikt att detta gällde par av 
individer som är nära besläktade (se vidare nedan). 
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Verifieringar och särskiljningar 
För att utvärdera om SNP-markörer ökar chansen att särskilja individer jämfört med 
mikrosatellitmarkörer, analyserades 17 av 2014 års prover där det funnits ”allele-dropouts” 
eller ”marker-dropouts” i mikrosatellitanalysen, samt där individmatchningar efter 
mikrosatellitanalys inte kunnat säkerställas. För att kunna matcha dessa mot förmodade 
prover från samma individ, analyserades också 12 referensprover. I samtliga fall kunde vi 
med SNP-analys bekräfta den matchning som gjorts med mikrosatellitmarkörer. Dessutom 
kunde provet med nummer J00029999 (som inte kunnat matchas alls med 
mikrosatellitdata) matchas mot individen med nummer ”Ind345”. 
 

Särskiljningar av mycket närbesläktade individer 
För att utvärdera SNP-markörernas användbarhet för särskiljningar på prover från ovanligt 
närbesläktade individer, undersöktes 9 prover från individer med känt nära släktskap från 
inavlade familjegrupper, flertalet från den svenska skogsjärvspopulationen. DNA-analysen 
fungerade tillfredställande för alla dessa prover (marker dropout < 10%). Den genetiska 
likheten för första ordningens släktingar (förälder-avkomma eller helsyskon) låg mellan 
0,74 och 0,91 med ett medelvärde på 0,81 (Figur 5, Tabell 5). För mindre närbesläktade 
individer var medel för den genetiska likheten 0,74 (min = 0,71; max = 0,78) och för 
obesläktade individer var medel 0,65 (min = 0,56; max = 0,73), i denna jämförelse. 
 

Tabell 5. Genetisk likhet (≥75 %) för prover från mycket närbesläktade individer  

Individ nr 1 Individ nr 2 Genetisk likhet Relation 
Ind874 Ind728 0,91 dotter-mor, mycket lik mikrosatellitgenotyp 
Ind4008 Ind4011 0,87 mor-dotter 
Ind4019 Ind4013 0,82 syskon 
Ind4022 Ind4019 0,82 syskon 
Ind4002 Ind4011 0,82 far-dotter 
Ind4006 Ind4022 0,80 mor-son 
Ind4008 Ind4002 0,80 syskon 
Ind4022 Ind4013 0,79 syskon 
Ind4006 Ind4019 0,79 mor-dotter 
Ind4002 Ind4022 0,78 halvsyskon 
Ind4006 Ind4013 0,76 mor-son 
Ind4008 Ind4013 0,75 halvsyskon 
Ind4006 Ind4002 0,75 mor-son 
Ind4006 Ind4011 0,75 Inavlad, två generationer 
 

Närbesläktade individer tycks i något fall ha så pass lika genotyp att det kan vara svårt att 
skilja dem från genotypningsfel av prover från samma individ. För de ytterst få provpar 
som ligger mellan 85 % och 95 % likhet behövs omkörningar för att kunna utesluta 
genotypningsfel. Eventuellt skulle man också för sådana prover kunna använda sig av 
ytterligare markörer. 
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Figur 5. Fördelning av genotypisk likhet för par av individer beroende på inbördes släktskap. Första 
ordningens släktskap (First order) innefattar förälder-avkomma och helsyskon. Andra ordningens 
släktskap (Second order) omfattar halvsyskon och mor-/farförälder-avkomma. Andra typer av släktskap 
har grupperats i ”Third order”, medan icke-besläktade (så vitt det är känt) individer är grupperade 
under ”Un-related”. 

 

Utvärdering av antal markörer som behövs för särskiljning 
I det här steget utvärderades hur många SNP-markörer som behövs för att med hög 
säkerhet kunna skilja mellan de fall där par av prover kommer från olika individer och de 
fall där ett provpar kommer från samma individ. Vi använde data från alla prover som 
analyserats med båda testade marköruppsättningarna (totalt 173 markörer och 182 prover). 
Dessa inkluderar prover från några av de mycket närbesläktade individer som analyserats 
ovan (Tabell 5). För att simulera effekten av varierande antal markörer tog vi slumpmässigt 
bort olika antal markörer från datat. 
 
Figur 6 visar fördelningen av de parvisa likheterna mellan alla prov för olika antal 
markörer, på samma sätt som i figur 4. Som ett mått på hur pass väl olika antal markörer 
förmår bedöma om två prov kommer från samma individ eller från olika individer så 
noterade vi den övre 0,5 percentilen av genetisk likhet för provpar från olika individer 
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(Figur 6, streckad linje) och den undre 0,5 percentilen för provpar från samma individ 
(Figur 6, heldragen linje). Så länge den övre percentilen för olika individer har ett mindre 
värde än den undre percentilen för samma individ är det mindre än 1 % överlapp mellan de 
parvisa fördelningarna. I figur 7 visualiseras hur resultaten påverkas av antalet markörer. 
Analys av 93 markörer (motsvarande ett helt FLUIDIGM-chip minus plats för tre 
kontroller eller andra markörer) ger en särskiljning jämförbar med när samtliga 173 
markörer används. Även analys med 45 markörer (motsvarande ett halvt chip) ger relativt 
god särskiljning men med större variation mellan olika replikat. I denna undersökning 
valde vi slumpvis ut markörer bland de totalt 173 analyserade. Om man i stället skulle 
välja de mest informativa markörerna skulle man kunna få ännu bättre särskiljning. Vid 
användande av färre än 30 markörer minskade möjligheten att avgöra om prover kommer 
från olika individer eller samma individ. 
 

 

 
Figur 6. Fördelning av genetisk likhet för par av prover analyserade med olika antal markörer. Ljusgrå 
staplar indikerar par av prover från olika individer och svarta staplar visar par av prover från samma 
individ, inklusive duplikat av samma prov. Den streckade linjen i varje diagram visar den övre 0,5 
percentilen för provpar från olika individer och den heldragna vertikala linjen visar den undre 0,5 
percentilen för provpar från samma individ. 
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Figur 7. Graden av överlapp mellan 0,5 percentilerna för provpar från olika individer respektive 
samma individ i förhållande till antal analyserade markörer. Ett positivt värde på överlapp indikerar 
att den undre 0,5 percentilen för provpar från samma individ har ett större värde än den övre 0,5 
percentilen för provpar från olika individer. I dessa fall kan man således med stor säkerhet skilja 
mellan prover från olika respektive samma individ. 

 

Jämförelse av analysframgång mellan SNP-markörer och mikrosatelliter 
För att jämföra andelen spillningsprover som kan analyseras med SNP-markörer respektive 
mikrosatelliter använde vi oss av resultaten från 130 svenska prover från 2015 där båda 
metoderna använts. Mikrosatellitanalyserna körs rutinmässigt i triplikat, dvs. varje prov 
analyseras tre gånger. Om samtliga markörer gett överensstämmande resultat görs sedan 
inga fler analyser av dessa prover. Vissa prover som inte fungerat alls stryks direkt. I de 
fall där genotyperna från triplikaten inte överensstämmer, eller när för få replikat fungerat 
görs en omkörning med ytterligare tre replikat för att säkerställa korrekt genotyp. 
 
För SNP-markörerna har vi analyserat varje prov i duplikat. Prov där färre än 15 % av 
markörerna har fungerat (för bägge duplikaten) har strukits. I de fall där 15-85 % av 
markörerna fungerat eller när andelen genotypningsfel överstigit 5 % har provet bedömts 
att behöva analyseras på nytt i duplikat för att säkerställa korrekt genotyp. Övriga prov har 
bedömts vara fungerande redan vid första analysen. 
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Figur 8. Jämförelse av analysframgång mellan mikrosatelliter och SNP-markörer för 130 prover som 
analyserats med bägge typerna av markörer. För varje markör anges antal prover som fungerat vid 
första körningen (”ja”), antal prover som bedömts behöva analyseras om för att få en säker genotyp 
(”omkörd”) och antal prover där analysen inte fungerat (”nej”). 

 

Det var hög samstämmighet mellan resultaten från de två analysmetoderna. De flesta av 
proverna som fungerat bra med mikrosatelliter fungerade också bra med SNP-markörer 
(Figur 8). Den enda tydliga skillnaden mellan metoderna var att 24 prover (18 %) 
bedömdes behöva köras om vid mikrosatellitanalys men gav tillfredställande genotyp 
redan vid första körningen med SNP-markörer. 
 

Könsmarkörer 
Sjutton markörer som kan antas härröra från järvens X-kromosom och 14 från dess Y-
kromosom analyserades för att utvärdera möjligheten att inkludera ett könstest i SNP-
analysen för spillningsproverna. För Y-kromosommarkörerna gällde att de inte motsvarade 
variabla positioner, så i det fallet var syftet endast att kunna påvisa förekomsten av en Y-
kromosom, dvs. att prover kommer från en hane. För enkelhetens skull refereras de ändå 
till som SNP-markörer i fortsättningen. Tio av X-kromosommarkörerna och 7 av 
markörerna från Y-kromosomen visade sig generera tydliga genotyper och ett urval av 
dessa skulle kunna användas rutinmässigt för könsbestämning (Figur 9). Hanar bestäms 
genom att en eller flera av Y-markörerna ger produkt samtidigt som ingen av X-
markörerna är heterozygot. Honor bestäms genom att ingen av Y-markörerna ger produkt 
medan de flesta X-markörerna genererar genotyp. De flesta honor är också heterozygota 
för en eller flera av X-markörerna. 
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Figur 9. Exempel på könsbestämning med könskromosommarkörer. 
I kolumnerna visas 6 X-kromosommarkörer och 3 Y-
kromosommarkörer. Varje rad representerar ett prov (samma prov 
analyserat i duplikat i raderna efter varandra). Röda och gröna 
punkter representerar homozygota prover och blåa punkter 
representerar heterozygota prover. Gråa punkter representerar 
icke-fungerande markörer. Hanar har alltid homozygot genotyp för 
X-markörer och homozygot genotyp för Y-markörer. Honor har 
ingen genotyp (grå punkt) för Y-markörer och är oftast (men inte 
alltid) heterozygot för minst en av X-markörerna. Vissa av proverna 
har inte fungerat alls, eller har så få och osäkra genotyper att 
könsbestämning inte är möjlig. 
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Slutsatser och rekommendationer för fortsatt arbete 
Resultaten från de ovan beskrivna analyserna visar att SNP-genotypning med FLUIDIGM 
är väl lämpad för DNA-analyser av spillningsprover från järv. SNP-datat hade låg grad av 
genotypningsfel och likvärdig analysframgång jämfört med mikrosatellitmarkörer. Resultat 
från 96 SNP-markörer var tillräckligt för effektiv särskiljning av individer. I jämförelse 
med mikrosatelliter förenklas arbetsflödet på labbet för SNP-markörer, i och med att färre 
prover behöver köras om och en uppsättning markörer räcker för analys av alla prover. I 
dagsläget körs även en extra uppsättning mikrosatellitmarkörer (Pool B) för alla nya och 
svårbestämda individer, något skulle vara överflödigt vid SNP-analys. Dessutom behöver 
man inte, som nu, köra ett separat könstest, eftersom detta finns inbyggt i SNP-analysen. 
Fler prover skulle därigenom kunna analyseras med samma arbetsinsats. 
 
Mot bakgrund av ovanstående slutsatser blir vår rekommendation att SNP-analyser ersätter 
analys av mikrosatellitmarkörer i det genetiska övervakningsprogrammet för den 
skandinaviska järvstammen. För dagen är FLUIDIGM-plattformen den teknik som är bäst 
lämpad för ändamålet men det utesluter inte att annan teknik eller instrumentering för 
SNP-analys i framtiden kan ersätta denna plattform. Det är i så fall inget som påverkar 
användningen av tidigare insamlade data. Ett lämpligt upplägg är att alla inkomna prover 
analyseras i duplikat för totalt 96 SNP-markörer, dvs. lika med det antal markörer som får 
plats på ett chip, inklusive sex markörer på X-kromosomen och tre på Y-kromosomen för 
könsbestämning. Prover med en relativt låg andel fungerande markörer och/eller hög grad 
av analysfel körs om i duplikat för att säkerställa genotyp för provet. En möjlig framtida 
optimering vore att använda färre markörer vilket sparar något i analys- och arbetskostnad. 
Detta minskar i viss utsträckning förmågan till särskiljning. 
 
En övergång till ett nytt markörsystem kräver retroaktiv analys av prover från alla 
järvindivider som fortfarande kan tänkas vara i livet. På så sätt kan nyinkomna prover 
matchas mot tidigare analyserade prover. Det är också lämpligt att SNP-analyser utförs 
parallellt med mikrosatellitanalyser under ett par år för synkronisering av resultaten. Detta 
arbete är påbörjat av oss för proverna från 2015, och motsvarande arbete bör göras för 
prover som samlas in under 2016. Ett fortsatt utvecklingsarbete bör ske parallellt med att 
SNP-analyserna introduceras som en rutin i övervakningsarbetet. Detta inkluderar bland 
annat utveckling av positiva kontroller, arttest och en automatiserad analyskedja för 
hantering av SNP-data. 
 
För att utföra SNP-analyser krävs tillgång till instrumentering, sekvensinformation för de 
SNP-markörer som ska analyseras och utvecklade ”assays” för respektive markör. Det 
FLUIDIGM-instrument vi använder har en anskaffningskostnad på ca 1,3 miljoner kr, till 
vilket kommer en årlig servicekostnad på ca 75 000 kronor. I dagens läge sker genetisk 
analys av den skandinaviska järvstammen med mikrosatelliter både vid Rovdata i 
Trondheim (järvar från norra Norge) och vid Uppsala universitet i Sverige (järvar från 
södra Norge och från Sverige). Vid en fortsatt uppdelning av analyser mellan länderna 
måste ett metodbyte ske samordnat mellan Sverige och Norge. Det är också viktigt med en 
fortlöpande dialog med svenska och norska myndigheter med ansvar för 
järvinventeringarna. 
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Genetiska kartor över den skandinaviska järvstammen 
De populationsgenetiska studier av den skandinaviska järvstammen som finns publicerade 
bygger på analyser av variation i mikrosatelliter och i mitokondrie-DNA. Walker et al. 
(2001) undersökte 159 järvar från Sverige och Norge och fann tre delvis genetiskt 
separerade populationer. Dels skiljde sig järvar från sydvästra Norge från övriga järvar och 
dels var djur från norra Norge genetiskt distinkta från djur i den övriga fjällkedjan (Figur 
10). 
 
Den sydvästnorska populationen tycks ha etablerats av ett fåtal individer under 1970-talet 
och sedan dess har det skett en kontinuerlig invandring av individer från närliggande 
områden till denna delpopulation (Flagstad et al. 2004). Spridningen är asymmetrisk över 
gränsen med högre genflöde från Sverige till Norge än i omvänd riktning. Förmodligen 
beror detta på högre dödlighet i Norge jämfört med Sverige (Gervasi et al. 2015). 
 
Det finns ingen populationsgenetisk rapport som också inkluderar finska järvar, men 
preliminära resultat från en ännu opublicerad studie (Esparza-Salas et al. in prep) tyder på 
att individer från sydöstra Finland är genetiskt strukturerade gentemot individer från norra 
och västra delar av landet (Figur 10). Detta är ett mönster som också delas med andra stora 
rovdjur i området. 
 

 

 
Figur 10. Utbredningskarta för järv i Skandinavien i historisk tid (ljusgrå) respektive nutia (mörkgrå). 
Tidigare kunskap om populationsgenetiska indelningar (baserat på mikrosatellitdata) visas med svarta 
elipser. Kartan är hämtad från Walker et al. (2001) och modifierad utifrån preliminära data från 
Esparza-Salas et al. in prep. 
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Figur 11. a) Geografisk fördelning av 165 analyserade vävnadsprover från järv. Färgkodningen delar 
in proverna i fyra olika områden. Inringade punkter representerar de prover som använts till 
helgenomsekvensering. b) En ”multi dimensional scaling plot” av samma prover baserad på deras 
genetiska likhet. Sex exempel på prover som kan komma från migranter har markerats med siffror i de 
båda figurerna. 

 

Vi använde SNP-data från de vävnadsprover som analyserades med GoldenGate-
teknologin för att studera geografisk struktur i den skandinaviska järvpopulationen (Figur 
11a). En första beskrivande analys gjordes med så kallad ”multi dimensional scaling”, där 
proverna plottas på en tvådimensionell yta efter deras parvisa genetiska likhet (Figur 11b). 
Majoriteten av proverna från den sydvästnorska populationen skiljer sig genetiskt från 
prover från övriga Skandinavien. Det finns också en gradvis förändring i genetisk 
sammansättning längs en nord-sydlig axel (s.k. ”isolation-by-distance”) i huvuddelen av 
den skandinaviska populationen. Något förvånande är det större spridning bland 
genotyperna i den sydvästnorska populationen jämfört med de resterande proverna (som 
bildar ett tätare kluster). 
 
För att undersöka hur många delpopulationer som finns bland skandinaviska järvar, 
utfördes analyser med programmen STRUCTURE (Evanno et al. 2005) och BAPS 
(Corander et al. 2003), som grupperar prover med avseende på genotypisk likhet. BAPS tar 
också hänsyn till geografiska data i analysen. I analysen definieras i förväg hur många 
populationer (k) programmet skall dela in proverna i. Sedan körs analyserna för ett antal 
olika k (i detta fall från 1 till 5) och beräknar vilken av modellerna som har det starkaste 
statistiska stödet i datat. 
 

 

a) b) 
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Figur 12. Resultat från analys med STRUCTURE. Till vänster visas hur proverna placerats in i olika 
populationer (kodade som olika färger) med avseende på genetisk likhet. På x-axeln har proverna 
placerats in beroende på var i utbredningsområdet de samlats in (1 = mitten, 2 = norr, 3 = söder, 4 = 
sydväst enligt kodningen i Figur 11). Antalet fördefinierade populationer (k) varierade från 2 (högst 
upp) till fem (längst ner). Modellen med 2 populationer (K=2) fick starkast stöd i analysen. 

 

Resultatet för körningarna både i STRUCTURE (Figur 12) och i BAPS (Figur 13) visade 
tydligt att det finns två genetiskt separerade järvpopulationer i Skandinavien: en i sydvästra 
Norge och en i den övriga delen av artens utbredningsområde. Det tycks också finns en del 
individer som migrerar mellan dessa två populationer. Speciellt gäller detta för individer 
från sydvästra Norge som genetiskt är mest lika individer från den andra populationen. 
Prov från en järv insamlat nära svensk-norska gränsen i södra Lappland hörde genetiskt till 
den sydvästnorska populationen. 
 
Om man ”tvingar” programmen att dela upp proverna i fler än två populationer så tenderar 
de att dela upp den sydvästnorska delpopulationen ytterligare, snarare än att separera ut de 
nordnorska proverna, som var fallet i Walker et al. (2001). Det är inte uppenbart varför vi 
får ett annat resultat gällande populationsuppdelning jämfört med tidigare studier baserade 
på mikrosatellitdata. Den tidigare observerade strukturen mellan norra Norge och 
resterande fjällkedjan har också ifrågasatts eftersom det inte finns några ekologiska eller 
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geografiska barriärer som stödjer begränsat genflöde i detta område (J. Persson pers. 
kom.). Det skulle kunna vara så enkelt som att den genetiska information som ges av de 
mer utförliga SNP-analyserna är mer tillförlitliga än den som tidigare erhållits med 
mikrosatelliter. 

 

 

 
Figur 13. Resultat från BAPS-analysen avseende rumslig gruppering av prover. Färgkodningen av de 
olika proverna baseras på genetisk indelning i a) två eller b) tre delpopulationer.  

 

 

a) b) 
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