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1. Bakgrund

Vid Evolutionsbiologiskt Centrum, Uppsala universitet, utfors genetiska analyser av DNA-prover fran
jdrv och lo. DNA extraheras framfor allt fran spillningsprover levererade i fryst form, men dven andra
typer av prover kan féorekomma. Syftet med analyserna, som bestar av genotypning med mikrosatelliter
och genetiska konsmarkorer, #r i forsta hand att faststélla individidentitet for proven och ocksa att
utreda genetisk populationsstruktur hos de tva arterna.

Den géngse metoden for inldmning av prover i fryst tillstand har av ldnsstyrelserna, som ansvarar for
provinldmningen, upplevts som onddigt kranglig och dyr. Man efterlyser istillet mojligheten att forvara
och skicka spillningsproverna i rumstemperatur; detta forfarande anvinds i dagsliaget for prover fran
bjorn.

Syftet med denna undersokning har varit att utvdrdera vilken effekt inlimningsmetoden, fryst prov eller
prov i rumstemperatur, har pa DNA-analyserna av jiarv och lo.

2. Metod

Under aren 2009 till 2011 levererades spillningsprover fran jirv och lo till Uppsala universitet bade i
fryst tillstand och i rumstemperatur. De rumstempererade proverna kom friamst fran Visterbotten och
Visternorrland men dven enstaka prover levererade i rumstemperatur fran andra l4n ingér i analysen. De
frysta proverna kommer dven fran andra delar av Sverige.

Nir proverna inkommit och registrerats i var interna databas frystes de i -80 grader under en vecka for
att avdoda eventuella parasiter. Direfter extraherades DNA med hjilp av GeneMole Tissue-kit. En
initial PCR reaktion kordes med de primrar som brukar fungera bist (Ggl4 for jarv och Fca043 for lo,
se Bilagor 1-3 for PCR-protokoll och primersekvenser). Tva replikat av varje prov amplifierades och
visualiserades pa agarosgel. Prover dir minst ett av replikaten gav PCR produkt genotypades med en
panel (pool A) av 10 mikrosatelliter. PCR fragmenten analyseras med hjilp av ett ABI3730x1
sekvenseringsinstrument och mjukvaran GeneMapper anvinds for fragmentanalys. Prover som inte gav
produkt i nagon av de tva replikaten for den initiala PCR reaktionen samt prover som inte kunde
genotypas pa grund av for dalig amplifieringsgrad for panel A-reaktionen klassedes som inte
fungerande. Alla prover som kunde genotypas med panel A (minst 6 fungerande mikrosatellitmarkorer)
klassades som fungerande.

Programvaran R (version 2.8.1) har anvints till statistiska analyser.

3. Resultat

Totalt analyserades 1786 prover fran jirv och 488 prover fran lo insamlade under 2009-2011. Prover
som levererats frysta fungerade generellt betydligt oftare dn prover som levererats i rumstemperatur
(Jarv: y2 =23,7;df = 1; p < 0,0001; Lo: 42 = 17,4; df = 1; p < 0,0001). For jarv fungerade DNA
analyserna for 1007 av totalt 1619 (62,2%) prover som ldmnats in i fryst tillstind medan analyserna
endast fungerade for 71 av de 167 (42,5%) rumstempererade proverna (Figur 1a, Tabell ).
Motsvarande siffror for lo var 225 fungerande frysta prover av totalt 442 (50,9%) och 8 fungerande av
46 (17,4%) prover levererade i rumstemperatur (Figur 1b, Tabell 2). Resultaten blir likadana om man
rdknar pa hur stor andel av de frysta och rumstempererade proverna som gav produkt i minst en av de
tva initiala PCR-amplifieringarna (Jarv: 2 = 18,0; df = 1; p < 0,0001; Lo: y2=15,8; df = 1; p<
0,0001).
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Figur 1. Antal av inlamnade spillningsprover (for aren 2009-2011) fran jarv (a) och lo (b) dar DNA-analysen fungerat
(morkgra staplar) eller inte fungerat (ljusgra staplar).

Av tabell 1 och 2 framgar att det finns vissa skillnader i andel fungerande prover mellan olika
lansstyrelser. Eftersom antalet prov fran en del ldn dr sma &r det dock svart att dra nagra langtgaende
slutsatser av detta. For jdrv dr det en storre andel fungerande rumstempererade prover fran
Visternorrland jamfort med andra ldn. For lo finns en trend att prover fran Norrland fungerar bittre
(55% fungerande av frysta prover) dn prover fran sodra Sverige (37% fungerande av frysta prover).
Skillnaderna skulle kunna bero pa hur proverna hanteras av de olika ldnsstyrelserna men kan ockséa
paverkas av yttre forutsittningar. Exempelvis skulle varmare temperatur i sodra Sverige kunna leda till
sdmre prover dirifran jamfort med prover fran Norrland.

a) b)
100 + B Fryst 100 - W Fryst
90 - O Rumstemeratur 3 90 O Rumstemperatur
80 - T 80 -
[0)
70 - 70 A
)
60 = 60
50 - Q 50 A
40 - 3 40 -
30 - S 30
20 2 20
c
10 - 0 618 jBl 389 PE; < 10 - 0 140 [ ) H
0 ‘ 0 -
2009 2010 2011 2009 2010 2011

Figur 2. Andel (i procent) av inlamnade spillningsprover fran jarv (a) och lo (b) som fungerat beroende pa om
proverna lamnats in i fryst tillstdnd (morkgra staplar) eller i rumstemperatur (ljusgra staplar). Antal prover i varje
kategori anges vid staplarnas bas. Observera att inga prover inkom i rumstemperatur ar 2009. Inga av de (ganska
fa) prover som inkom i rumstemperatur 2010 fungerade.
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Andelen fungerande analyser av frysta och rumstempererade prover utslaget pa de tre aren presenteras i
Figur 2. Nistan samtliga rumstempererade prover inkom under &r 2011. Aven om man bara analyserar
data fran detta ar framgar det tydligt att de frysta proverna fungerar klart béttre (63,8% for jérv och
40,3% for lo) jamfort med prover levererade i rumstemperatur (45,5% for jarv och 17,8% for lo).

Tabell 1. Antalet fungerande och inte fungerande prover fran jéarvspillning fran aren 2009-2011 férdelat pa
inlamnande lansstyrelse.

Fryst Rumstemperatur
Lén Fungerat Inte fungerat % Fungerat Fungerat Inte fungerat % Fungerat
Dalarna 58 58 50,0 0 0 -
Gavleborg 16 6 72,7 0 0 -
Jamtland 629 327 65,8 0 3 0,0
Vasternorrland 52 53 49,5 21 14 60,0
Vasterbotten 175 135 56,5 43 57 43,0
Norrbotten 77 33 70,0 0 8 0,0
Okand 0 0 - 7 14 33,3
TOTAL 1007 612 62,2 71 96 42,5

4. Slutsats

Baserat pa ovanstaende resultat rekommenderas att prover dven fortséttningsvis sparas och levereras i
fryst tillstand, atminstone sa langt det bedoms praktiskt genomforbart. Prover i rumstemperatur kan
dock anvindas i undantagsfall. Ett prov i rumstemperatur &r béttre 4n inget prov alls dven om andelen
prover som ger anvindbara resultat dr ldagre for dessa dn for frysta prover.
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Tabell 2. Antalet fungerande och inte fungerande prover fran lospillning fran aren 2009-2011 férdelat pa inlamnande
lansstyrelse.

Fryst Rumstemperatur
Lén Fungerat Inte fungerat % Fungerat Fungerat Inte fungerat % Fungerat
Skane 1 7 12.5 0 0 -
Blekinge 4 7 36.4 0 0 -
Kalmar 1 2 33.3 0 0 -
Kronoberg 2 0 100.0 0 0 -
Jonkdping 13 6 68.4 0 0 -
Ostergétland 10 12 455 2 3 40.0
Véstra Gotaland 5 19 20.8 0 0 -
Sédermanland 0 2 0.0 0 0 -
Véastmanland 0 3 0.0 0 0 -
Dalarna 5 11 31.3 0 0 -
Jamtland 76 38 66.7 0 3 0.0
Vasterbotten 44 45 49.4 6 32 15.8
Norrbotten 64 65 49.6 0 0 -
TOTAL 225 217 50.9 8 38 17.4

5. Bilagor
Bilaga 1. PCR protokoll for typning av jarvprover (Excelfil, endast i elektronisk form).
Bilaga 2. PCR protokoll for typning av lodjursprover (Excelfil, endast i elektronisk form).

Bilaga 3. Databas med PCR primers for genotypning av rovdjur (Excelfil, endast i elektronisk form).



