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Fjallraven lever i Skandinaviens fjallkedja, bland annat i omradet som har ar
fotat fran Stor-Axhogen med vy mot Helags.

Bevara fjallraven

For att radda den utrotningshotade fjallraven behdéver vi me-
toder for att folja hur manga de &r. Den har 6vningen visar
hur man kan analysera DNA fran spillning och med bioinfor-
matiska verktyg fa fram detaljerad information.

Hur gér man for att radda en utrotningshotad art? Det beror pa vad det ar fér
art, vilka orsaker som finns till att arten ar hotad och vilka méjligheter som finns
for att paverka laget. Fér att kunna folja arbetet behdver vi ha koll pa antal in-
divider av arten vi vill radda. F6r djur som ror sig kan det vara klurigt att rakna
dem. Men det finns andra satt. | den har uppgiften har det samlats in spillning
fran ndgra omraden i fjillen. Men hur vet man vilket djur som bajsat?

Minniskan jagade fjallrav (Vulpes lagopus) s& mycket att den nidstan utrotades
under 1800-talet. Fjallraven blev fridlyst i Sverige 1928, men det rackte inte for
att fa arten att &terhdmta sig. Okad konkurrens fran rédravar (Vulpes vulpes),
samre tillgdng pa smagnagare (lammlar) och inavel gjorde att det sag mérkt ut.
| slutet av 1900-talet fanns troligen bara ett 50-tal fjallravar kvar. For att radda
fjallraven satsades pa stodutfordring och att avliva réodravar i fjallen. Det féddes
aven upp fjallravar i fangenskap som slidpptes ut. Tack vare alla insatser ser l4-
get mer positivt ut idag fér fjallraven. | en rapport fran 2022 framkommer att det
finns ca 560 vuxna fjillravar och att det under aret féddes 164 kullar med fjall-
ravsungar (72 i Norge, 91 i Sverige och en i Finland). Under det &ret slidppte man
ocksé ut 25 fjallravar frdn ett avelsprogram.

Uppgift 1

Hur méanga rédrévar, fjallravar och jarvar kan vi hitta i ett fjallomrade dar man
samlat in spillningsprover? Innan vi kan svara péa fragan beskrivs metoderna.

Bakgrund: Nar man hittar rovdjursspillning kan det vara svart att se om det ar fran
rédray, fjallrav eller jarv, tre arter som lever i fjallomradet. Férutom att man kan se
rester av det som djuren &tit (pals- och benrester) finns celler fran djurets tarm-
kanal som kan anvandas for att identifiera djuret som lamnat spillningen. For att ta
reda pa hur méanga individer det finns av en viss art, kan man inventera spillningsh-
gar och sedan géra DNA-tester pé celler i spillningen fér veta vilket djur som bajsat.
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3. Provet centrifugeras

och filtreras. 5. DNA fors over till ett PCR-ror. | det finns:
enzymer som kan kopiera DNA (polymeras)
byggmaterial for enzymerna (nukleotider: AT, G, C)
primers (forward + reverse) som matchar DNA
for de arter vi letar efter
buffert med ratt pH och salthalt for enzymerna

/ 4. DNA fran allt

majligt som fanns i

Q‘«*Q. ® o Li e spillningsprovet ar 6. De 18 PCR-réren fran vart och ett av spillnings-
#;;;F :’ - Lite material fran en 1, renat och fardigt proverna placerars i en PCR-maskin. Dar hojs och
by & By spillningshog satts i ett ¢4 fortsatt analys. sanks temperaturen i cykler (ca 95-55-70 grader ca

© ol [g;erpid kecr;'li:sgi:s;:' 30 ganger). For varje cykel fordubblas mangden

- Spillningsprover upp D DNA-kopior, men bara om de primers man tillsatt

(18 stycken) och fangar upp “skrap kan fasta nagonstans p& DNA i proviésningen,
E%Zt:r';en kolhydrater, annars blir det ingen DNA-kopiering alls.

Forklaring av DNA-analys:

Bilden ovan visar hur DNA extraheras frdn 18 spillningshégar och férbereds for
metoden PCR (Polymerase Chain Reaction).

Vi vill undersdka om spillningen kommer fran rédray, fjallrav eller jarv. Vi kan
med PCR-metoden s6ka specifikt efter dessa arter med hjalp av sma DNA-bitar
som kallas for primers.

Primers bestills fardiga med en speciell ordning pa kvavebaserna som gor att
de passar mot DNA hos de djur man letar efter (se bilden nedan). Det behdvs en
*framéatprimer” (forward) och en “bakéatprimer” (reverse) for att markera start
och slut pa det omrade som ska kopieras upp.

Kopieringsenzymerna (DNA-polymeras) bygger bara dar en primer sitter fast pa
DNA. De anvinder DNA-nukleotider som “byggmaterial” (A, T, G, C). De ingar i
blandningen (se punkt 5 i bilden ovan).

| bilden nedan visas tre olika artspecifika forward primers (gula) och en och
samma reverse primer (bld). Om det finns DNA fran rédréyv i ett spillningsprov sa
kommer det efter att man kort proverna i en PCR-maskin att finnas DNA-kopior
(DNA-fragment) som blir 100 baspar (bp) l&nga. For jarv blir DNA-kopiorna istal-
let 242 bp och for fjallrav 332 bp. Langderna (antal bp) ar viktiga i analysen.

Rodrav

's S
ATTTGATAAGGGACTGNGGG W/ AACGGGGTANGTATAATNCG W AGTTAGGAACGAGCTTCAT W CATCTGGTTCCTACTTCAGG
E={ GTAGACCAAGGATGAAGTCC |
242 bp
Jarv ~
\
ATGGGTTTCNTCTATAAGAT /\/\/\/ TCATACATGGGAAAAGGAGG /\/\/\/ AGTTGGGAACGGGCTACAC /\/\/\/ CATCTGGTTCCTACTTCAGG
=[GTAGACCAAGGATGAAGTCC |
332 bp
Fjallrav M~
—
\
ATTTGATAAGGGACTATGAG /\/\/\/ ATACGGGGTACGTATATTCG W AGTTNGGAACGNNCATTAC /\/\/\/ CATCTGGTTCCTACTTCAGG

e GTAGACCAAGGATGAAGTCC

Kélla: Dalén L, Gotherstrom A, Angerbjérn A (2004)
Identifying species from pieces of faeces.
Conservation Genetics, 5, 109-111
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Analys med gelelektrofores: De olika arterna vi letar efter ger efter PCR-me-
toden DNA-bitar av olika langd efter PCR-koérningen (100, 242 och 332 baspar
langa). Metoden gelelektrofores separerar molekyler efter deras storlek.

| gelelektrofores anvand en gelplatta som har smé gropar (“brunnar”) i ena an-
den. Man anvéander en pipett fér att suga upp lite PCR-prov. | bilden pa gelen
nedan har man satt till PCR-proverna (1-18) dverst pa gelen. Langst till vanster
har man ocksa tillsatt en storleksstandard (“stege”) som innehéller fardiga DNA-
bitar i storleksomradet 50-1000 bp.

stege 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18

— e e e e e e e e e e e e e e e e e |
minuspol
brunnar
(sma gropar
en bit ned i
gelen)

(]
pluspol

En elektrisk spanning har lagts 6ver gelplattan (minuspol 6verst, pluspol nederst
i bild). DNA ar minusladdat och darfér kommer DNA-molekylerna som finns i
proverna att réra sig mot pluspolen (rakt nedat i bilden).

stege 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16 17 18
D e S e S S S B B S B S e e e
1000 —
900—
800—
700 =—
600—
500—
400— _— — —-— -_— -_— -— -
300— = — — -—
200—
100 —— -— — — — —
50 — A\ 4
pluspol

Tolkning av resultatet: DNA har ingen farg, men vi tillsatter fargdmnen som bin-
der till DNA si att det syns. | gelen som visas i bilden ovan motsvarar varje band
(streck) DNA av en viss langd. Korta DNA-kopior rér sig snabbare genom gelplat-
tan dn ldngre DNA-kopior. Las av gelen och for in resultaten i tabellen nedan.

Art\Prov [ 1 2131415167189 110 M |12113114]15]16 ] 17|18

Rodrav
(100 bp)

Jarv
(242 bp)

Fjallrav
(332 bp)

a. Hur manga spillningsprover kom fran rédréavar, jarvar och fjallravar i fjallomradet?

b. Kan vi med denna metod avgdra hur méanga individer av varje art som finns i
omradet dar vi samlat in spillningen? Varfoér/varfor inte?
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Uppgift 2

For att fa veta mer kravs en fortsatt analys dar DNA sekvenseras. D& far man
reda pé ordningen pé kvavebaserna i DNA-bitarna som man kopierat upp med
PCR-metoden. Genom att sedan jamfora sekvenserna med stora databaser som
innehéaller manga sekvenser kan man fa mer detaljerad information.

Resultatet av sekvenseringen for ett av de 18 proverna gav foljande DNA-sekvens:

ACAATTACCTCACACCCCCTTAAAAAACTTGCCCTATGTACGTCGTGCATTACTGTTATGCCC
CATGCATATAAGCATGTACATATATTTATATTATTACATAAGACATACTATGCTTAATCTTACAA
TAACCTCTTTCAGGATCATACATGACTGCACGTCACTTAGTCCAATAAGGGATTTATCACCATGC
CTCGAGAAACCATCAATCCTTGCTCGTAATGTCCCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATATCAACGT
GGGGGTTTCTATTATGGAATTATACCTGGCATCTGG

Gor sa hir:
1. Kopiera sekvensen ovan (Ctrl + C eller motsvarande kommando).

2. Gatill databasen NCBI Gene Bank via lanken: https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/
(OBS! Hall ned Ctrl eller motsvarande fér att éppna i en ny flik i webblasarer

3. VAlj ingang "Analyze”. | listan med olika analysverktyg, valj Basic Local Align- !
ment Search Tool (BLAST). Klicka p& Nucleotide BLAST. '
m blastp blastx tblastn tblastx

4. Klistra in sekvensen (Ctrl + V) i den forsta rutan under

Enter Query Sequence. Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) © clear
Scrolla ner och klicka p& BLAST. Vanta! ARG TACATMCCTCTTCASAATRCATEACT
. . ATCCTTGCTCGTAATGTCCCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATATCAACGTGG ~
Resultatsidan: Kolumnen Max score visar traffar sorterade T sCATeTed 4

fran hogre till lagre viarde pa “score” (hogt ”score” betyder
storre likhet mellan den sekvens du matat in och matchningen i databasen).

a. Hur manga "poang” (Max Score) har den dversta traffen?
b. Hur ménga procents likhet har den éversta traffen (se kolumn Per./dent)?
c. Hur lang (i antal baspar, bp) ar traffen i databasen (se kolumn Acc.Len)?

d. Vilken djurart stammer DNA-sekvensen bast éverens med?
Ange latinskt namn (Scientific name) och ta reda p& det svenska namnet.

| kolumnen Accession visas ett *ID-nummer”. Klicka pa det fér den 6versta traffen,
dataposten dppnas. Las informationen vid rubriken FEATURES och svara pa frégorna:

e. Kommer DNA-sekvensen fran cellkdrnans eller mitokondriens DNA?

f.  Ar det en sekvens som &r "konserverad” (individer inom samma art har sam-
ma sekvens) eller "hypervariabel” (invider inom en art har olika sekvenser)?

g. Kan DNA-sekvensdata anvidndas for att svara pa hur manga fjallravar det
finns ett omrade? Motivera.

Uppgift 3

L4as pa sidan 1 och notera vilka stédinsatser som gjorts for fjallrav.
Diskutera hur DNA-metoder skulle kunna anviandas for att félja upp stédinsatserna.

Uppgift 4

Varifran kommer sekvensdatat? Kopiera titeln (T/TLE) pa den vetenskapliga arti-
kel som angavs i databastraffen. S6k ratt pa artikeln pa natet. Las abstract.
Vilket syfte hade undersdkningen? Vad de kom fram till?
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