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Bakgrund

Vid Evolutionsbiologiskt Centrum, Uppsala universitet, utfors genetiska analyser av DNA-prover fran
jarv och lo. DNA extraheras framfor allt fran torkade spillningsprover levererade i silicagel, men dven
andra typer av prover kan forekomma. Syftet med analyserna, som bestéar av genotypning med
mikrosatelliter och genetiska art- och kénsmarkdérer, ar i forsta hand att faststalla individidentitet for
proven, men ocksa att utreda genetisk populationsstruktur hos de tva arterna.

Just nu pagar en betydande utveckling av nya tekniska metoder inom molekylar ekologi. Mot bakgrund
av detta har det foreslagits att genotypningen av rovdjursprover antagligen kan effektiviseras inom en
snar framtid. | vart uppdrag ligger bland annat att utvardera mojligheten att 6verga till SNP (single
nucleotide polymorphisms) baserad genotypning av skandinaviska jarvprover.

I denna rapport sammanstélls aktiviteten inom ramen for denna del av projektet for &ar 2014.

Redovisning av arbete under 2014

Oversikt

Det forsta steget for att kunna identifiera ett stort antal SNP markdrer hos jarv har varit en storskalig
sekvensering av hela artens genom (se rapport for 2012). Genom att anvanda sekvensdata fran totalt
elva individer fran den skandinaviska jarvpopulationen har vi ocksa kunnat identifiera mer an elva
miljoner variabla positioner (alltsd SNPar) i jarvens genom. Dessutom har vi validerat 384 av dessa
markadrer genom genotypning av vavnadsprover fran Sverige och Norge (se rapport for 2013).

Under 2014 har vi anvant SNP genotypningsdata fran dessa markarer for att studera geografisk struktur
i den skandinaviska jarvpopulationen. Vi har ocksa arbetat med att hitta en genotypningsmetod for
SNPar som kan tillampas pa spillningsprover och utfort en forsta testkrning av en sadan teknologi
(FLUIDIGM).

Populationsgenetiska analyser

Redan under 2013 genererades SNP genotypningsdata fran 165 vavnadsprover med hjalp av teknologin
Illumina GoldenGate. Under 2014 har vi utfort populationsgenetiska analyser av dessa data for att
studera geografisk struktur i den skandinaviska jarvpopulationen. De prover som analyserades kom fran
hela den svensk/norska utbredningen (+ ett frn norra Finland; Figur 1). En forsta beskrivande analys
gjordes med sa kallad "multi dimensional scaling”, dar proverna plottas pa en tvadimensionell yta efter
deras parvisa genotypiska likhet (Figur 1). Det monster som tydligast framtrader ar att majoriteten av
proverna fran den sydvastnorska populationen tydligt skiljer sig genetiskt fran prover fran 6vriga
Skandinavien. Det verkar ocksa finnas en gradvis forskjutning av genotyper langs en nord-sydlig axel
(sa kallad "isolation-by-distance”) i huvuddelen av den svensk/norska populationen. Nagot forvanande
ar att det verkar vara storre spridning bland genotyperna i den sydvastnorska populationen jamfort med
de resterande proverna (som bildar ett tétare kluster).



UPPSALA UNIVERSITET RAPPORT AVSEENDE DNA-ANALYS AV
SPILLNINGSPROVER FRAN JARV OCH LO

2015-03-16 KDB 541/11: Rapport 6
A
.ty
.. - ..
= . ® * o
] . g .
o—@ ®y G2
v e adles g
& Cq T L LN
8 Tl e
< . . . *®
=i = c 3N G
LI e T
. . : ‘-\. .
. . - Q0" -
®es® . o ‘.—-/ET\-
S ¢« % e o
= ® North
. —@ - Mid
South
® Southwest
0.2 0.1 0.0 0.1 -0.2

- c1

Figur 1. Grafisk presentation av de 165 vavnadsprover som genotypats med GoldenGate teknologi. Till
vanster en karta som visar den geografiska fordelningen mellan proverna, dessa har fargkodats
beroende pa varifran de blivit insamlade (réd = norr, svart = mellan, gron = syd, bla = sydvastra
Norge). Inringade punkter representerar de prover som anvants till helgenomsekvensering. Till hGger
visas en ’multi dimensional scaling plot” av samma prover (med samma fargkoder) som baseras pa
provernas genotypiska likhet. Prover som ligger ndra varandra i plotten har likartade SNP genoyper
medan prover som ligger langt borta fran varandra har olika genotyper. Sex exempel pa prover som
kan komma fran migranter har markerats med siffror i de bada figurerna.

For att undersoka hur manga delpopulationer som finns bland skandinaviska jarvar, utfordes analyser
med datorprogrammen STRUCTURE och BAPS. Dessa anvander genotypdata fran samtliga SNP
markarer och grupperar proverna med avseende pa genotypisk likhet. BAPS tar ocksa hansyn till
geografiska data i analysen. Analyserna gar till s& att man som anvandare definierar i forvag hur manga
populationer (k) man vill att programmet skall dela in proverna i. Sedan kér man analyserna for ett antal
olika k (i detta fall fran 1 till 5) och berdknar vilken av modellerna som har det starkaste statistiska
stodet i datat.

Resultatet for korningarna bade i STRUCTURE (Figur 2) och i BAPS (Figur 3) visade tydligt att det
genetiskt finns tva separata jarvpopulationer i Skandinavien: en i sydvastra Norge och en bestaende av
alla andra prover. Om man tvingar programmen att dela upp proven i fler 4n tva populationer s&
tenderar de att dela upp den sydvastnorska delpopulationen ytterligare. Det verkar ocksa finnas en hel
del individer som migrerar mellan dessa tva populationer. Speciellt géller detta individer som &r
samlade i sydvastra Norge men som genetiskt & mest lika prover fran den andra populationen (orange
punkter inblandade i den blda gruppen i Figur 3). Ett prov insamlat nara svensknorska gransen i sédra
Lappland visade sig genetiskt hora till den sydvastnorska populationen och kan representera en individ
som rort sig i omvand riktning (bla punkt mitt bland de orange i Figur 3).



UPPSALA UNIVERSITET

RAPPORT AVSEENDE DNA-ANALYS AV
SPILLNINGSPROVER FRAN JARV OCH LO

2015-03-16 KDB 541/11: Rapport 6
1.00
0.80
060 Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))
! 500
0.40
0.0 \
0.00 200
1.00
0.80 300
0.60 bl
s
0.40 ©
9 200
0.z20
0.00
100
1.00
0.80
4]
0.60
0.40
20 25 30 i5 40
0.z20 K
0.00
K Reps  Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) ILn"(K)|
0 1 10  -79761.660000 0.211870 = =
o 2 10 -77717.230000 2.206581 2044.430000 1049.866667
0.60
3 12 -76722.666667 117.784768 994.563333 35.996667
0.40
4 10  -75784.100000 25.120465 958.566667 523 686667
0.zo
5 10 -75329.220000 127.257943 434.880000 -

0.0n

Figur 2. Resultat fran analys med STRUCTURE. Till vanster visas hur proverna placerats in i olika
populationer (kodade som olika farger) med avseende pa genotypisk likhet. Pa y-axeln har proverna

placerats in beroende pa var i utbredningsomradet de samlats in (1 = mitten, 2 = norr, 3 = séder, 4 =

sydvast enligt kodningen i Figur 1). Antalet fordefinierade populationer (k) varierade fran 2 (hogst
upp) till fem (langst ner). Till hdger analys av vilken k som gav optimalt resultat (hdgst delta k).
Modellen med 2 populationer fick starkast stod av genotypningsdatat.

Figur 3. Resultat frdn BAPS-analysen avseende rumslig gruppering av prover. Fargkodningen av de

olika proverna baseras pa genotypisk indelning i tva (till vanster) eller tre (till hoger) delpopulationer.

Delta K
475.788850
0.305614
20.847013
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Genotypning av spillningsprover

GoldenGate teknologin som anvandes for att generera datat redovisat ovan, visade sig inte vara lampligt
for genotypning av spillning (se rapport for 2013). Under 2014 har vi darfor arbetat vidare med att
forsoka hitta en annan genotypningsmetod som ar tillamplig pa denna typ av prover. En metod som

nyligen anvants med framgang for icke-invasiva prover fran andra djurarter ar FLUIDIGM Biomark
HD.

For att gora en forsta utvardering av FLUIDIGM-plattformen for SNP genotypning av spillningsprover
fran jarv kordes ett test med 96 prover (inklusive negativa kontroller) och 96 markérer. Totalt 92 av de
testade markorerna gav palitliga genotyper for en majoritet av spillningsproverna. Resultaten jamfordes
med tidigare genotypning av delvis samma individer och markorer pa Illumina GoldenGate.

Representation under 2014

Robert Ekblom deltog i den internationella workshopen ”Conservation genomics: academic exercise or
transition with real-world implications?” som hélls pa Wiks slott 18-21 mars.

Den 7 maj hade vi studiebesok pa DNA-labbet av en delegation fran rovdjursgruppen pa Lansstyrelsen
Dalarna.

Robert Ekblom deltog i ”Samradsmote om preciseringar av delmalen i rovdjurens forvaltingsplaner”
16 juni i Stockholm.

Robert Ekblom och Jessica Magnusson deltog i ”Samling for regionalt rovviltansvarlige/inventerings-
ansvariga” 13-14 november i Trondheim.

Publikationer fran projektet 2014

Ekblom R, Smeds L & Ellegren H (2014) Patterns of sequencing coverage bias revealed by ultra-deep
sequencing of vertebrate mitochondria. BMC Genomics 15:467.

Ekblom R & Wolf JBW (2014) A field guide to whole genome sequencing, assembly and annotation.
Evolutionary Applications 7:1026-1042,

Brechlin B (2014) Bridges for the Scandinavian wolverine (Gulo gulo): Spatial and non-spatial
population genetic analysis in STRUCTURE and BAPS and implications for decision makers. Masters
Thesis in Biology, Uppsala University.

Plan for 2015

Under innevarande ar planerar vi att utfora fler tester av olika SNP-genotypningsplatformar for att
fortsatta att utvardera metoderna, bland annat med avseende pa frekvens av genotypningsfel och
optimalt antal markorer. Vi kommer ocksa att testa fler markarer for att kunna designa en slutlig
uppsattning med enbart val fungerande SNPar. Vi vill ocksa utvardera om det ar majligt att designa
konskromosomspecifika (bade X och Y) SNP-markorer for ett inbyggt konstest baserat pa SNP

genotyper.
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