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DNA-streckkodning - sa gar det til
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Artbestdmning
Ardea cinerea

Okant prov (Grahager)

Anda sedan metoder for att Idsa DNA-

sekvenser blev tillgdngliga har DNA
anvdnts i fragestdliningar kring arter,
sidktskap och identifiering. Eftersom
DNA samlar pa sig fordndringar (mu-
tationer) med tiden sa blir DNAt for
olika arter mer och mer olika ju Idingre
tid arterna dr skilda fran varandra.

Forskning pa Naturhistoriska riksmuseet handlar
mycket om biologisk méngfald och livets evolu-
tiondra historia. Eftersom DNA allt mer anvinds
i denna typ av forskning liksom inom andra sam-
hillstillimpningar bildade museet forra &ret
Centrum for Genetisk Identifiering (CGI). CGI
kan ta olika typer av uppdrag som innefattar ge-
netisk art- eller individidentifiering. Museet star-
tade med DNA-baserad artidentifiering av fisk
redan 2002 och 2006 sattes ett projekt igang for
att bygga ett DNA-referensbibliotek over alla
Sveriges ryggradsdjur. Projektet lade grunden
till webbportalen Svenska DNA-nyckeln (www.
dnanyckeln.se) som lanserades forra aret.

Det var forst 2003 som négra forskare fick
gehor i hela virlden for att en specifik stan-
dardiserad genregion for djur skulle kunna bli

130
\T AAATCTGGTCTTATTTCC

(“ R

=

Matchning mot referensdatabas

_/

Text: Johannes Bergsten
Naturhistoriska Riksmuseet

ett nytt artidentifieringsverktyg. Detta kom
att kallas DNA Barcoding p& engelska, vilket
ibland forsvenskas till DNA-barkodning eller
ersitts med termen DNA-streckkodning.

Genregionen man bestimde sig for vad gil-
ler djurriket var den mitokondriella genen cyto-
krom c oxidas subenhet I (COI). D4 det visade
sig att genen inte fungerade lika bra p3 alla or-
ganismgrupper, valde man senare andra gener
for vixter (kloroplastgenerna rbcl och matK)
och svampar (den nukleira genen ITS).

For att kunna artidentifiera ett okint prov be-
hover man forst sekvensera den 6verenskomna
genregionen — streckkoden. Hur det gir till och
viktiga saker att tinka pd i anslutning till detta
beskrivs av Markus Englund pé s 17-18. DNA-
sekvensen man far vid sekvenseringen ir en text-
string med bokstiverna A, C, T, och G i olika
kombinationer och upprepningar genom den cir-
ka 650 bokstiver ldnga textstrangen. Bokstiverna
representerar de fyra dmnena, si kallade kvi-
vebaser (Adenin, Guanin, Cytosin och Tymin),
som binder ihop DNA strukturen (den sé kalla-
de dubbelhelixen). Textstringen med bokstiver
kan man kopiera och klistra in i webbportalen
Svenska DNA-nyckeln eller den internationella
motsvarigheten BOLD for att jimfora med alla
kinda sekvenser i referensbiblioteket. Frin detta
kan en artbestimning oftast levereras, eller en
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artlista om det var flera prover, forutsatt att or-
ganismgruppen for din okinda sekvens finns vil
representerad i referensdatabasen.

Man kan ocks3 f3 svaret att ndgon nira mat-
ching inte kunde hittas varfér ndgon artidentifie-
ring inte heller gick att gora. Det beror oftast pa
att arten som det okinda provet kommer ifrin
dnnu inte har lagts in i referensbiblioteket. For
att en webbportal som svenska DNA-nyckeln
ska fungera vil krivs det en databas med ett vil-
fyllt referensbibliotek av kinda DNA-sekvenser
som okinda sekvenser kan jimféras med. Det
krivs att referensbiblioteket innehéller sekven-
ser av hog kvalitet, helst av alla arter i en or-
ganismgrupp som en okind sekvens kan tinkas
komma ifran, och att de ir kopplade till beva-
rade referensexemplar (se nista sida).

Vad giller svenska DNA-nyckeln s har den-
na webbportal just lanserats och referensbiblio-
teket dr i uppbyggnadsfas. Just nu finns ganska
bra tickning av svenska ryggradsdjur, framfo-
rallt figlar, diggdjur och fiskar. Fér manga andra
djurgrupper, till exempel insekter si kommer
man i svenska DNA-nyckeln ofta fi svaret att
inga liknande sekvenser kunde hittas och dir-
for kunde ingen artbestimning goras. Man kom-
mer d3 att rekommenderas att klicka p4 en link

till den internationella sidan BOLD som har en
storre representation men som inte automatiskt
kan filtrera fram till exempel kiinda svenska ar-
ter. Ibland kan det ocksd vara sd att nirstiende
arter inte gr att skilja frin varandra med streck-
koden varvid flera artnamn kan komma upp
som svar pa den okinda sekvensen. Detta hin-
der inte lika ofta med en geografiskt begrinsad
databas som Svenska DNA Nyckeln, men kan
hinda om man istillet anvinder den “ldngsam-
mare” ribosomala genen 16s (som ocksi finns i
webbportalen). For att arter ska g3 att skilja at
med en gen som foridndras langsamt, krivs att
de varit skilda &t en lingre tid 4n for en snabbare
evolverande gen.

Exempel pa prover att identifiera i en bio-
logilab kan vara en fjider fran skolgarden, spill-
ning frdn niarmaste skogs/dngsmark (helst av
vixtitare eftersom rovdjursspillning kan ge en
olislig sekvens med en blandning av bade rov-
djuret och dess byte om man anvinder stan-
dardprotokoll) eller en fiskfilé fran ndgon mat-
butik eller restaurang. Det kan ocksi girna vara
insekter som hévas in eller samlas in med négon
slags filla, men det innebir att djuren avlivas.
Djurprover ir att foredra dé referensbibliotek
for vixter 4n si linge dr ganska diliga.
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Varfor heter det DNA-streckkodning?

Exempel pé referensexemplar som finns beva-
rade p& Naturhistoriska riksmuseet ir blakraka
till vénster (Cat.id. NRM 20106015 ) och mor-
kulla till hoger (Cat. id. NRM 20046331), som
de illustrerade streckkoderna nedan har sek-

venserats ifrén. [ detta fall var det en morkulla
fran Fibysjon utanfor Uppsala och en felflugen
bldkréka frdn Ramsberg norr om Lindesberg.
Bilderna gir att hitta pad den museigemensam-
ma samlingsdatabasen www.naturarv.se.

En liten del av DNA-streckkodsekvensen frin en blakrika, som totalt omfattar cirka 650 bokstiver.

CTAATTTTTGGGGCCTGAGCGGGCATGGTTGGAACCGCCCTCAGCCTGCTCATTCGCGCAGAACTCGGTC
AACCAGGAACCCTACTAGGAGACGACCAGATCTACAACGTAATCGTCACTGCCCATGCCTTCGTAATAATCT
TCTTTATAGTCATACCAATCATAATCGGGGGCTTTGGAAACTGACTAGTCCCCCTTATAATCGGCGCCCCA...

En liten del av DNA-streckkodsekvensen fran en morkulla, som totalt omfattar cirka 650 bokstiver.

CTAATCTTCGGTGCATGAGCTGGCATGGTCGGAACCGCCCTCAGCCTGCTTATTCGTGCAGAACTAGGCCAA
CCAGGAACCCTCTTGGGAGATGACCAAATCTACAATGTAATCGTTACTGCTCATGCATTCGTAATAATTTTCTT
CATAGTTATACCAATCATGATCGGAGGATTTGGAAATTGACTAGTCCCACTCATAATCGGCGCCCCCGACAT...

En DNA-sekvens kan visualiseras pa ett mer 6ver-
skadligt sitt om man later linjer i fyra olika firger
representera ordningen av kvivebaserna A, C, T

Bilderna nedan visar DNA-streckkoden for bla-
kraka overst och morkulla nederst med samma
sekvenser som ovan fast fér hela den 650bp

och G i genen. D4 &skadliggors ocksd analogin
med vanliga streckkoder for till exempel produk-
ter och varfor det kallas "DNA-streckkodning”.

langa sekvensen. Ser du skillnad? (Tips titta till
exempel alldeles i borjan av streckkoden)

Firgkoden till bilden ovan ir:
Tymin (T) = gron

Text och bilder ir delvis haimtade fran Svenska
DNA nyckeln pd www.dnanyckeln.se (texter
skrivna av Johannes Bergsten). Dir gir det att
lisa mer om bakgrund och tillimpningar.

Guanin (G) = svart
Adenin (A) = réd
Cytosin (C) =bla
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/ Konsten att gdra en hona av en fjader

— DNA-streckkoder 1 praktiken

Med hjdlp av korta artspecifika delar
av DNA:t, sa kallade DNA-streckko-
der, dr det mdjligt att artbestdmmatill
exempel en fagel utifrdn bara en fjd-
der. | och med att tekniken blivit bade
enklare och billigare har tiden nu bli-
vit mogen for att introducera DNA-
streckkoder i skolundervisningen.

Att inféra nya laborationer ir ingen litt upp-
gift. Som lirare stills man infér ménga fragor:
hur ska ny teori integreras? Hur ska eleverna
arbeta rent praktiskt? Vilken utrustning beho-
ver skolan képa in? Och vilka frigestillningar
ska eleverna jobba med? Den hir artikeln ska
forsoka ge vigledning i hur du kan tinka kring
dessa frigor nir det giller DNA-sekvenser, i
forsta hand DNA-streckkoder.

Gymnasieskolans #mnesplan foér biologi
nimner inte uttryckligen arbete med DNA-
sekvenser, men omfattar det dnd& pa sitt och
vis. For Biologi 1 finns kopplingar till bland an-
nat artidentifiering och organismers sliktskap;
for Biologi 2 ligger formodligen molekylirbio-
logins anvindningsomrdden och arbetsmetoder
nirmast till hands. Valet av angreppssitt limnas
i stor utstrickning at lararen sjilv att avgora.

DNA-streckkoder ar praktiska

Det finns ofta flera skil till varfor man viljer att
arbeta med DNA-streckkoder. Streckkodsmar-
korerna ir vil beprévade och tillrickligt vari-
abla for att kunna sirskilja nirbesliktade arter.
De ir dessutom beldgna i delar av genomet som
ir nog konservativa for att kunna mangfaldigas
med hjilp av generella primrar. DNA:t dr ocksa
forhallandevis litt att méngfaldiga eftersom det
forekommer i manga kopior i varje cell.

Men streckkodsmarkérer behéver inte all-
tid vara bista valet. Det dr viktigt att man tar
hinsyn till den aktuella frigestillningen nir
man viljer sin markér. Limpligheten paverkas

Text: Markus Englund,
Naturhistoriska Riksmuseet

dels av vilken organismgrupp som ska
studeras och dels av vilken historisk
tidshorisont man forestiller sig. DNA-
streckkoder limpar sig for att underso-
ka organismers evolutionira historia ner
till artnivd, men ger liten eller ingen infor-
mation pd populations- och individniva.
DNA-sekvenser kan anvindas for att lira
ut ménga biologiska foreteelser, fran geners
uppbyggnad och funktion till storskaliga evolu-
tionira processer. Konkreta frigestillningar kan
till exempel handla om att artbestimma fiskbi-
tar fran livsmedelsaffirens kyldisk eller att kart-
lagga slaktskapet hos nigra arter av blomvixter.

Eleven maste inte gora allt

Arbetet med att ta fram en DNA-sekvens (en-
ligt den traditionella Sanger-metoden) kan de-
las in i fem laborationsteg (se tabell nista sida).
Vilka steg som ska utforas av eleven och vilka
som ska forberedas eller demonstreras av lara-
ren kan anpassas efter rddande f6rutsittningar
och efter vad man vill uppni. Man kan till och
med vilja att helt strunta i det laborativa och
istillet 1ata eleven analysera DNA-sekvenser
som laddats ner fran Internet (steg 6 i tabellen).

Om sekvenser som tagits fram med samma
markor uppvisar lingdskillnader kan det ibland
ricka med gelelektrofores for att belysa en frage-
stillning (se till exempel referensen Undersikning
av véixternas evolution). Lingdskillnader férekom-
mer i mindre utstrickning hos streckkodsmarko-
rerna, vilket innebir att sekvensering i allminhet
ir nodvindig for att uppticka skillnader.

Det femte och sista laborationssteget, sekven-
seringen, utférs normalt inte p4 skolor eftersom
det kriver mycket dyrbar utrustning. Flera univer-
sitet och kommersiella foretag erbjuder sekvense-
ring av renade PCR-produkter. Resultatet brukar
skickas till kunden inom en eller ett par veckor.

Olika satt att isolera DNA

Vid preparationen ir det viktigt att provet ir
rent och att DNA:t inte har forstorts. Oftast
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Steg Exempel pd utrustning

Exempel pa kemikalier

1. DNA-preparation Vérmeskap eller vattenbad; mikrocentrifug (ej vid Extraktionskit, FTA®-papper eller
anvandning av FTA®); dragskap i vissa fall Chelex®

2. Mangfaldigande av DNA | PCR-maskin

PCR-mix; primrar

3. Gelelektrofores Varmeplatta eller mikrovagsugn; elektroforesutrust- | Agaros; buffertldsning; farg; DNA-

ning; spanningskalla

stege

4. Rening av PCR-produkt | Mikrocentrifug alternativt PCR-maskin (vid anvdnd- | Reningskit eller enzymer (ExoSAP)

ning av enzymer)

5. Sekvensering PCR-maskin; sekvenseringsmaskin; dragskap Sekvenseringsreagens; primrar

6.Analys av sekvensdata Dator med internetuppkoppling

Tabellen visar stegvis hur analysen gar till ndr man vill ta
reda pa till vilken art ett biologiskt material hor.

ricker ndgra fi milligram av en vivnad. Meto-
den kan se lite olika ut beroende pid om man
arbetar med vixt- eller djurmaterial.

For extraktion av DNA finns flera kommer-
siella kit att tillgd, men priserna kan vara ganska
hoga. Ett littarbetat budgetalternativ som fung-
erar for djurvivnad ir den si kallade Chelex®-
metoden. Ett annat ir FTA®-papper som finns
for bade vixt- och djurvivnad. Férdelen med fir-
diga kit dr att de vanligtvis ger ett storre DNA-
utbyte och att proverna kan sparas under ling tid.
En nackdel med Chelex®-metoden ir att man
bor starta sin PCR direkt efter extraktionen.

Datorn ar ett viktigt redskap

Man kan komma lngt med bara en dator och
en Internet-anslutning. P4 webbplatser som
GenBank, BOLD och EBI (se lianktips) finns
en outtomlig killa av sekvenser att 6sa ur. Dar
finns ocks3 flera olika verktyg for att jobba med
sekvenser. Datordvningen Lér kédnna din sldikt
(se lastips) visar hur eleven kan fi bekanta sig
med nigra av verktygen.

Referenser och lastips

Viéixters evolution. Laborationshandledning och dator6vning
av Markus Englund. Finns pd Bioresurs hemsida i anslutning
till Bi-lagan nr 1, 2014.

Artikeln Lika eller olika? av Ammie Berglund i Bi-lagan nr 3,2013.

Artikeln En svartvit streckkod pd labbet — en hjcilp for
faltbiologen att artbestdmma av Malin Strand i Fauna och
Flora nr 4, 2012. Kan laddas ner fran: www.artdata.slu.se/
FaunaochFloralpdfifaunaochflora_4_2012_Streckkod.pdf

Laborationshandledningen Undersékning av véixternas evo-
lution av Andy Harrison, John Schollar och Dean Madden.
Bioscience Explained, volym 3, nr 2. Kan laddas ner fran
bioscience-explained.org

Datortvningen Ldr kdnna din sldkt fran Biotopia i Uppsala.
Elevmaterial och sekvenser kan laddas ner fran www.bioto-
pia.nu/component/content/article/207-laer-kaenna-din-slaekt
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Tips

Vélj bort giftiga kemikalier

Metoderna inom molekyldrbiologin utvecklas i snabb
takt. Idag kan man for det mesta undvika kemikalierna
som dr mest skadliga for hdlsan eller miljon. Ett exempel
ar det mutagena dmnet etidiumbromid (EtBr) som fram
till relativt nyligen anvants flitigt vid gelelektrofores. Nu
finns flera mindre skadliga atternativ som fungerar i stort
sett lika bra (till exempel GelRed™ och GelGreen™).
Fraga gdrna efter hdlsosamma och miljévanliga alternativ
ndr du képer in kemikalier till din skola!

Begagnad utrustning duger for det mesta

Mikrocentrifuger och PCR-maskiner har lange hort till
standardutrustningen inom molekyldrbiologin men ar
tyvarr fortfarande ganska dyra att kopa in. Hor med ett
molekyldrbiologiskt laboratorium om det finns nagon
utrangerad maskin som de kan tdnkas sdlja billigt eller
ge bort. Ibland hdnder det ndmligen att dldre men

fullt fungerande apparater blir stdende oanvanda nar
maskinparken uppgraderas.

Vdga utforska ndtets resurser

Webben &r en fantastisk resurs ndr det géller molekylar
biologiska data. Den stora informationsméngden kan dock
kdnnas dvermaktig och det kan vara svart att veta var
man ska bdrja. Webbplatsen Den Svenska DNA-nyckeln
(dna-nyckeln.se) som tillhandahalls av Naturhistoriska
riksmuseet dr en bra startpunkt for utforskandet av DNA-
streckkoder. Dérifran kan du sedan ta dig vidare till flera
internationella webbplatser med liknande innehall.

The Barcode of Life Data Systems, BOLD (boldsystems.
org) ar en engelsksprakig internationell webbplats som
samlar DNA-streckkoder fran olika organismgrupper:

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) dr en ame-
rikansk webbplats som tillhandahaller all slags genetisk
data, men dven olika verktyg.

The European Bioinformatics Institute, EBI (www.ebi.
ac.uk) ar europeisk webbplats som tillhandahaller infor-
mation av samma typ som GenBank.

Svenska biotermgruppen (biotermgruppen.se)
tillhandahaller termer och definitioner pa svenska fér
manga begrepp som forekommer inom molekyldrbiologin.

Den Svenska DNA-nyckeln (dna-nyckeln.se) ar en
svensksprakig webbplats fran Naturhistoriska riksmuseet
ddr du kan soka efter sekvenser.



