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Rapportering av uppdrag 228 0706 fran Naturvardsverket

Denna rapport ar resultatet av ett uppdrag till Naturhistoriska riksmuseet att utreda
tillampningen av DNA-baserade metoder for taxonomisk bestamning, framst s.k. "'DNA
barcoding’ (’DNA-streckkodning’), inom miljoévervakningen. I utredningen ges en bakgrund
till och tekniska detaljer rérande denna teknik, inklusive dess mojligheter och begransningar.
Vidare gors en behovsanalys baserat pa intervjuer med miljoévervakningshandlaggare,
ansvariga for utforande av delprogram och olika taxonomisk expertis. Omvarldsanalyser som
visar pa hur tekniken anvants i olika liknande sammanhang och pa olika taxa med relevans
for miljoovervakningen gors ocksa. Baserat pa detta ges exempel pa potentiella tillampningar
i milj6dvervakningen, samt hur tekniken medger kostnadseffektiva och automatiserade
I6sningar i storskaliga undersdkningar. Tekniken har stor potential att I6sa taxonomiska
bestamningsproblem som idag begréansar miljodvervakningen genom att den bl.a. medger
bestamning av taxa och livsstadier som annars &r svara och resurskravande att identifiera.
Uppdraget utférdes under augusti 2007-maj 2008 (foreliggande rapport ar nagot reviderad
jamfort med rapporten till Naturvardsverket 2008-05-31).

Forstasidans illustration:Fylogenetiskt trad ovanpa en gelbild fran DNA-sekvensering: Annica Roos och Thomas
Lyrholm (Naturhistoriska riksmuseet). Foto: Lars-Ake Janzon (Naturhistoriska riksmuseet).
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SAMMANFATTNING

Denna utredning behandlar DNA-baserade metoder for taxonomisk identifikation, fraimst s.k.
DNA barcoding, och dess potential for att bidra till en effektivare och sékrare bestimning av
olika taxa i miljoovervakningen.

Inom miljodvervakningen finns exempel pa taxa dir bestimningar till 14gre niva, framst art,
vore Onskvért och det finns ocksd behov av att utveckla 6vervakningen till att omfatta fler
arter och/eller organismgrupper. Olika skél till att dessa behov inte tillfredsstélls finns,
déribland brist pa taxonomisk expertis och effektiva, tillforlitliga bestimningsmetoder. DNA-
baserade bestimningar har hir en potential att bidra till utveckling av
Overvakningsprogrammen.

DNA barcoding ér en globalt etablerad form for DNA-baserad taxonomisk bestdmning vilken
ar organiserad inom nétverket Consortium for the Barcoding of Life. Standardiserade PCR-
primers anvénds for att ta fram diagnostiska DNA sekvenser for 6verenskomna loci frén arter
som bestdmts med olika tekniker och organisera dessa i en referensdatabas tillsammans med
beldgginformation. Informationen &r globalt tillgdnglig 6ver Internet och kopplas till andra
biodiversitetsdatabaser. Bestimning av okdnda prov gors genom jaimforelser av dessas DNA
sekvenser med de i referensdatabasen, vilket dr beroende av att inomartsvariationen dr mycket
mindre dn divergensen mellan arter.

[ utredningen ges en bakgrund till och tekniska detaljer rorande denna teknik. Vidare gors en
behovsanalys baserat pd intervjuer med miljodvervakningshandldggare, ansvariga for
utforande av delprogram och olika taxonomisk expertis. Omvérldsanalyser som visar pa hur
tekniken anvénts 1 olika liknande sammanhang och pd olika taxa med relevans for
miljodvervakningen gors ocksa. Baserat pa detta ges exempel pé potentiella tillimpningar i
miljodvervakningen.

For Naturvérdsverket rekommenderas att en (eller flera) pilotstudie(r) gors péd taxa som
identifierats som mest intressanta for miljoovervakningen. Detta innebér att en
referensdatabas med de aktuella standardiserade DNA sekvenserna byggs upp i samarbete
med taxonomisk och genetisk expertis, vilket bor inkludera nédvéndig beldgginformation.
Efter att sekvensvariationen inom och mellan de aktuella arterna kartlagts kan forsok med
rutinmdssig bestdmning av prover frin DNA sekvenserna utforas. Det dr av stor vikt att
referensdatabasen innehéller tillrdckligt minga exemplar av varje art och med tillrackligt stor
geografisk tickning for att ge en fullgod bild av variationen inom arter och med ett
representativt taxonomiskt urval.

Utredningen ger ocksa exempel pa utvecklingsmojligheter nair DNA sekvensvariationen for
de ingdende taxa &r vil kartlagd med utnyttjande av olika tekniker for effektivisering i
bestdamningsarbetet. Vidare beskrivs hur bestimningar potentiellt kan automatiseras i hog grad
med dessa tekniker for 6kad kostnadseffektivitet.



UPPDRAGET

Bakgrund och syfte

Miljoovervakningen syftar till att f6lja fordndringar 1 miljon och folja upp av riksdagen
beslutade miljokvalitetsmal, samt uppfylla dtaganden av bevarande av miljon, naturtyper och
arter som foljer av EU-direktiv och internationella konventioner. For detta har olika
undersokningstyper tagits fram av Naturvardsverket (NV), vilket inkluderar bl.a. regelbunden
inventering och dokumentation av olika variabler for ett antal organismgrupper. Dessa har
vanligen valts ut for deras egenskaper som indikatorarter pd variation i miljon, ekologisk
betydelse eller av bevarandeskél. De ingdende organismerna bestédms till varierande grad av
taxonomisk upplosning. Olika skél kan finnas till att vissa taxa inte bestdms till art utan hogre
taxonomisk niva, inklusive brist pa behov av hogre upplosning, brist pa taxonomisk expertis,
oklar taxonomi, resursbegransningar och brist pd metoder som kan medge mer detaljerad
bestimning pa ett effektivt sitt for svarbestdmda arter.

En hogre grad av taxonomisk upplosning samt inkluderande av fler taxa i miljoovervakningen
ar onskvird av flera skél, inte minst da ett nytt miljokvalitetsmal for bevarande och hallbart
nyttjande av biologisk méangfald infordes 2005, Ett rikt vaxt- och djurliv, i linje med
internationella dtaganden i1 konventionen om biologisk mangfald, CBD. Uppfdljning av detta
mal medfor betydande behov for kartlaggning och kontinuerlig uppfoljning av svenska arter
och effektivare metoder for taxonomisk bestdmning.

Naturhistoriska riksmuseet (NRM) har lange arbetat med utveckling och tillimpning av
molekyldrsystematiska metoder och initierade 2006 ett projekt for att ta fram standardiserade
DNA sekvenser for svenska vertebrater att ingd i databaserna for ett storre internationellt
initiativ, Consortium for the Barcoding of Life (CBOL). Detta innebér inledningsfasen pa vad
som vi hoppas kan bli en kontinuerlig insats i svenska laboratorier for att registrera
artspecifika DNA sekvenser (DNA-"streckkoder”) for alla svenska arter (eller hogre taxa dér
artbestimning ej dr mdjligt eller osdkert).

Som en f6ljd av att denna verksamhet presenterades for handlaggare vid NV gavs
foreliggande uppdrag for att utreda potentiella tillimpningar inom miljodvervakningen av
fraimst DNA-baserade tekniker men ocksa bildigenkdnning f6r taxonomisk bestimning.
Utredningen bor ocksé vara av intresse for vissa andra verksamheter inom NV, sérskilt
Naturresursavdelningens inventeringsverksamhet och Natura 2000 bevakning, samt
overvakningen av invasiva arter. Tillimpning av metoderna &r ocksa anviandbart i andra
sammanhang, sdsom for tullens kontroll av handel med utrotningshotade djur och vixter som
regleras av CITES, rittsgenetiska undersokningar (t.ex. av illegal jakt), kontroll av innehéllet i
livsmedel, ekologisk forskning, m.m.



Uppdragets omfattning

Uppdraget dr koncentrerat till taxonomisk bestimning inom miljédvervakningen, och
molekyldra metoder for tillimpning inom t.ex. fylogenetisk och systematisk forskning,
populationsgenetik eller funktionella ekologiska fragestillningar utreds icke.

Vidare har p.g.a. tidsskél utredningen begrénsats till ett urval av metoder som framst ar
relevanta for den typ av DNA-sekvensbaserad artbestimning som i huvudsak behandlas.
Exempel pa mgjliga tillimpningar i olika situationer och pé olika typer av taxa ges, liksom en
genomgang av forutsittningar for att metoderna skall vara tillimpbara. Vidare ges forslag pé
satsningar fOr att gora framsteg inom omradet.

Utforande och informationskallor

Behovsanalys utfordes genom intervjuer med handldggare inom den nationella
miljoovervakningen pad NV, samt ett urval av ansvariga utforare for nagra av delprogrammen
och annan expertis.

Information om metoder och deras tillimpningar inhdmtades genom litteraturstudier, Internet,
intervjuer och egen erfarenhet.

Omvirldsanalyser utfordes frimst genom litteraturstudier och Internet, samt till viss del
intervjuer. Vidare deltog jag i ett symposium infor nionde partsmotet med CBD, dér
vetenskapliga fragestillningar kring biodiversitetsstudier diskuterades (Biodiversity Research
— Safeguarding the Future, sponsrad av bl.a. DIVERSITAS). Av sérskild relevans var ett
tema kring metoder for inventering av biologisk mangfald, ddr DNA ’barcoding’ var
huvudsaklig fokus.

DNA-BASERADE METODER FOR TAXONOMISK
BESTAMNING

Bakgrund

En mingd metoder for att undersoka olika typer av variation i DNA finns att tillgé for att
utfora taxonomiska bestdmningar till varierande grad av uppldsning och precision.
Huvuddelen av denna utredning berdr den mest etablerade typen av analys, som bygger pa att
en standardiserad bit DNA sekvenseras och jaimfors med motsvarande sekvenser i en
referensdatabas, men alternativa tekniker kommer ndmnas kortfattat. I Appendix 1 ges en
oversikt och forklaring ver de laborativa metoder som berors till stod for de ldsare som inte
ar bekanta med dessa.

Effektivare taxonomiska metoder

Samtidigt som hoten mot den biologiska méngfalden och forlusten av arter accelererar
utarmas ocksé den taxonomiska kompetensen. Behovet av att kartlagga och folja utvecklingen



av den biologiska mangfalden &r storre 4n nagonsin, men endast en brékdel av arterna ar ens
upptickta. Nya teknologier behover sdledes anvédndas for att effektivisera den taxonomiska
och systematiska forskningen, kartldgga den biologiska mangfalden och sprida kunskap och
metoder pa fler utovare. Ur detta har foljaktligen vixt initiativ for att samordna taxonomiska
databaser med biodiversitetsinformation och utnyttja nya teknologier for artbestimning och
fylogenetiska analyser baserat pa t.ex. hogupplosta digitalfoton och genetiska data, frimst
DNA sekvenser. Allt kan latt goras tillgangligt Gver Internet och exempelvis finns
malsdttningen att upprétta digitala uppslagsverk med all relevant information for varje art,
Encyclopedia of Life (Wilson, 2003) www.eol.org, vilket kan samordnas med
biodiversitetsdatabaser som Global Biodiversity Information Facility (GBIF, www.gbif.se).

Molekylar systematik och taxonomi

Molekyldra metoder som framst utnyttjar informationen frdn DNA sekvenser har blivit ett
mycket viktigt verktyg i taxonomisk och systematisk forskning. Till fordelarna hor bl.a. att
mycket lite material behovs for att karaktirisera arter med DNA-baserade metoder, att DNA
variation (med rétt urval av sekvens) forvintas direkt avspegla sldktskap, att ett mycket stor
urval av karaktérer blir tillgdngligt, samt att en vélutvecklad teoribildning och analysmetoder
finns for de molekyldra evolutiondra processerna som gor att fylogenier kan studeras pa ett
kvantitativt och objektivt sétt.

I ménga fall har molekylarsystematiken lett till upptéckter av arter som inte kunnat urskiljas
morfologiskt, till revisioner av etablerade slaktskap utifran traditionella” metoder (t.ex.
morfologi) och ibland till nya insikter om hur morfologiska och andra anpassningar utvecklats
oberoende av varandra i olika utvecklingslinjer. Men ofta har ocksé de molekyléra metoderna
bekréftat vad andra metoder redan indikerat och pé sa sitt styrkt etablerade uppfattningar om
arternas sléktskap. Mycket tyder pa att i ménga fall dér inkongruens har rapporterats har detta
inte testats pa ett rigordst sitt eftersom de traditionella klassificeringarna varit baserade pa
tolkningar (Brower et al., 1996). Det finns dock fall dér molekyldra metoder inte formatt 16sa
upp diversiteten hos arter som divergerat i morfologiska karaktirer (vilket kan ha manga
orsaker, t.ex. unga divergenser, hybridisering, oldmpligt vald DNA sekvens, m.m.).
Molekylédra och andra metoder, baserade pa t.ex. morfologi, beteende etc., ska séledes inte ses
1 motsatsforhédllande utan som komplement till varandra (Hillis, 1987), och kan i bésta fall
laggas samman 1 en enhetlig metaanalys.

Med allt bittre analytiska metoder och allt effektivare molekyldra metoder for att ta fram
sekvensdata forvéntas taxonomi bli alltmer DNA baserad (Tautz et al., 2003; Vogler,
Monaghan, 2007), men dessa data maste ocksa tolkas 1 sitt evolutiondra sammanhang, vilket
kraver komplettering med andra typer av data och analyser (Vogler, Monaghan, 2007). For
vissa organismer som med svarighet kan bestdmmas utifrdn morfologiska karaktérer utgor
DNA sekvenser den viktigaste informationskillan for kartldggning av biodiversitet och
evolutiondra sldktskap, och begreppet DNA taxonomi har vuxit fram (Tautz et al., 2003).

DNA baserad artidentifikation

Ur den molekyléra systematiken vixte forslag om att DNA-baserade metoder skulle anvéndas
for att fylla behovet av effektivare artidentifikation i en tid av bristande tillgdng pa
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“traditionella” taxonomiska experter och pa sa sétt skynda pa kartldggningen av jordens
biodiversitet (Hebert et al., 2003; Tautz et al., 2003)

Olika arter har olika genetiska sammanséttning. For att kunna skilja pa arter genom genetiska
skillnader behovs metoder som utgoér en balans mellan att dels vara baserat pa en tillrackligt
liten del av genomet for att vara praktiskt och ekonomiskt analyserbar, dels innehélla
tillracklig fylogenetisk information for att medge tillforlitlighet i bestimningarna. Andra
aspekter att ta hansyn till dr att metoderna ska vara sa generellt tillimpbara som mgjligt och
standardiserade.

Med detta som utgangspunkt har det internationella initiativet The Barcoding of Life tagits for
att kartldgga artdiversitet genetiskt och ge forutsittningar for rutinméssig taxonomisk
bestamning med DNA teknik. Detta utgdr huvudtemat i denna utredning, men exempel pa
andra angreppssitt kommer ocksa ges.

DNA Barcoding

The Consortium for the Barcoding of Life (CBOL) (http://barcoding.si.edu/ ) ar ett
internationellt nitverk for att registrera arter genom standardiserade diagnostiska DNA
sekvenser och samordna detta i en databas, Barcode of Life Data Systems (BOLD)
(Ratnasingham, Hebert, 2007) som ér tillgénglig och sokbar dver Internet
(http://www.barcodinglife.org ). Efter att en kanadensisk forskargrupp tagit initiativ till
projektet (Hebert et al. 2003) har konsortiet utvecklats till ett globalt samarbete innefattande
over 150 organisationer i 45 lander. Hér aterfinns bl.a. naturhistoriska museer (dédribland
Naturhistoriska riksmuseet NRM), herbarier, provbanker, och biodiversitetsarkiv, tillsammans
med akademisk och kommersiell expertis i taxonomi, genomik, elektronik och datavetenskap.
I Europa har nétverket organiserats inom EU:s taxonomiska nétverk European Distributed
Taxonomy Initiative (EDIT) (se http://www.ecbol.org/) och en nordisk gren &r ocksa under
uppbyggnad (ett forsta mote sponsrat av GBIF Danmark och GBIF Sverige d4gde rum 2007).

CBOL har satt det ambitidsa malet att jordens alla upptéckta eukaryota arter skall vara DNA
registrerade inom 20 ar (Ratnasingham, Hebert, 2007). Genom unika DNA sekvenser ldnkat
till namngivna och beskrivna arter skapas ett arkiv for effektivare artbestimning som ar
globalt tillgéngligt och kopplat till annan biologisk information. NRM arbetar for nirvarande
med DNA registreringen av svenska vertebrater (6ver 800 arter) i projektet ”En DNA-nyckel
till alla Sveriges ryggradsdjur” finansierat av Formas, och en av vara forskare, Doc. Per
Ericson dr koordinator for registreringen av alla palearktiska faglar.

Tekniken dr sérskilt viletablerad pa djur, men tillampningar pa andra organismer utvecklas
kontinuerligt.

Hur taxa identifieras
Principen for att bestimma ett okdnt exemplar ér:
1. Ta fram DNA sekvensen for den 6verenskomna genen
2. Jamfor sekvensen med motsvarande befintliga sekvenser i referensdatabasen dver

definierade taxa (vilka beskrivits med diverse metoder, inklusive klassiska
morfologiska bestimningar).
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3. Bestim taxonomisk tillhorighet utifran likheten med sekvenserna i databasen. Om en
exakt Overensstimmelse erhalls anses arten bestimd, men om detta inte dr fallet vidtar
andra bedomningar enligt nedan.

Gener som 4r tillrackligt variabla for att sdrskilja narbesldktade arter uppvisar ofta ocksé viss
variation inom arten. Saledes ar det viktigt att tillrdckligt manga individer, och tillrackligt stor
geografisk tickning, sekvensas for varje art samt att databasen har tét taxonomisk tackning.
Baserat pa variationen inom och mellan arter bedoms huruvida en sekvensvariant (allel,
haplotyp) som inte aterfinns i databasen ska ségas representera inom-artsvariation eller falla
utanfor denna.

Om ingen exakt dverensstimmelse finns mellan frAgesekvensen och referensdatabasen
anvands som en av flera bedomningsmetoder ofta ett troskelvérde for sekvensskillnad for att
avgora om den undersokta sekvensen skall grupperas med ett befintligt taxon eller utgora ett
nytt taxon i databasen (for vilket ytterligare undersokningar behovs for att avgora dess
taxonomiska status).

I BOLD skapas en jamforelse (alignment — se Fig 1 for principen) mellan den inskickade
sekvensen och de i databasen och en sokrutin anvédnds for att hitta ndrmaste
overensstimmelse. Om denna dr <1% skillnad fran frage-sekvensen anses arten identifierad
(om flera taxa i databasen uppfyller detta kriterium visas alla). Om ingen dverensstimmelse
hittas pd art-niva, men en referenssekvens stimmer med <3% skillnad anses identifikation till
slakte ha uppnatts. I andra fall sker ingen identifikation, men information om de 100 ndrmaste
sekvenserna presenteras i en taxonomisk hierarki (Ratnasingham, Hebert, 2007).
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acuta NEM20036425 C |CTCAGTAGACCTGGCCATCTTCTCACTCCACCTAGCCGGTGTCTCCTCCATCCTCGGAGCCATTAACTTCATCACCACAGCCATTAACATAALL
acuta NEM20036433 C  |CTCAGTAGACCTGGCCATCTTCTCACTCCACCTAGCCGGTGTCTCCTCCATCCTCGGAGCCATTAACTTCATCACCACAGCCATTAACATAAALL
clypeata HRE2003641 |CTCAGTAGACCTGGCCATTTTCTCCCTCCACCTAGCCGGTGTTTCCTCCATCCTCGGGGCTATTAACTTCATTACCACAGCCATCAACATAAAL
clypeata HRE2003642 |CTCAGTAGACCTGGCCATTTTCTCGCTCCACCTAGCCGGTATTTCCTCCATCCTCGGGGCTATTAACTTCATTACCACAGCCATCAACATAAALL
crecca HREMZ0046347 CTCAGTAGACCTAGCTATCTTCTCCCT TCACCTAGCCGETGTCTCCTCCATCCTCGGGGUCATTAACTTCATTACCACAGCCATCAACATAALL
crecca NEM20016300 CTCAGTAGACCTAGCTATCTTCTCCCT T ACCTAGCCGGETGTCTCCTCCATCCTOGGLGrCATTAACTTCATTACCACAGCCATCAACATAAALL
penelope NRMZ003643 | CTCAGTAGACCTGGCTATCTTCTCACT TCACCTAGCCGGAGTCTCCTCCATCCTCGGGGCCATTAACTTCATTACCACGGOCATCAACATAAALL
penelope NRM2003643 |CTCAGTAGACCTGGCTATCTTCTCACT TCACCTAGCCGGAGTCTCCTCCATCCTCGGEGCCATTAACTTCATTACCACGGCCATCAACATAALY
platyrhynchos NEM20 |CTCAGTGGACCTGGCTATCTTCTCACT TCACCTGGCTGGTGTCTCCTCCATCCTCGGAGCCATTAACTTCATTACCACAGCCATCAACATAAAL
platyrhynchos NEM20 |CTCAGTGGACCTGGCTATCTTCTCACT TCACCTGGCTGGTGTCTCCTCCATCCTCGGAGCCATTAACTTCATTACCACAGCCATCAACATAAAL
querquedula NRM2000 |ATCAGTAGACCTGGCCATCTTCTCACTCCACCTAGCCGGTGTTTCCTCCATCCTTGGAGCCATTAACTTCATTACCACAGCCATCAACATAAAL
querquedula NEM2000 |ATCAGTAGACCTGGCCATTTTCTCACTCCACCTAGCCGGTGTTTCCTCCATCCTTGGAGCCATTAACTTCATTACCACAGCCATCAACATAAALL
hnas strepera NREM2007649 |CTCGGTAGACCTAGCTATCTTCTCACTCCACCTAGCCGGGGTCTCCTCCATCCTCGGAGCCATTAACTTCATTACCACGGCCATCAACATAAAR
Anas strepera NEMI76194 CTOGGTAGACCTAGCTATCTTCTCACTCCACCTAGCCGGEGGETCTCCTCCATCCTOGGAGCCATTAACTTCATTACCACGGCCATCAACATAAAL
Anser anser HRM20006278 TTCAGTAGACCTGGECTATCT TCTCACTCCACT TAGCCGETATCTCCTCCATCCT TGEGGUCATCAACTTTATTACCACAGCTATCAACATAALA
Anser anser HRM976348 CO | TTCAGTAGACCTGGCTATCTTCTCACTCCACTTAGCCGETATCTCCTCCATCCTTGEGGCCATCAACTTTATTACCACAGCTATCAACATAALA
Anser ervthropus NRM2003 |TTCAGTAGACCTGGCTATCTTCTCACTCCACTTAGCCGGTATC T CTCCATCCTTGGEGCCATCAACTTTATCACCACAGCCATCAACATAALL
Anser fabalis HRMZ000626 |TTCAGTAGACCTGGCTATCTTCTCACTCCACTTAGCCGGTATCTCCTCCATYCTTGGEGCCATCAACTTTATYACCACAGCYATCAACATAAAM
Avthya ferina HREM2000626 |[CTCAGTAGACCTGGCCATTTTCTCGCTCCACTTAGCCGGTGTTTCCTCCATTCTCGGAGCCATTAACTTCATCACCACAGCCATCAACATAAAA
Avthya ferina HNREM2000626 |CTCAGTAGACCTGGCCATTTTCTCGCTCCACTTGGCCGGTGTTTCCTCCATTCTCGGAGCCATTAACTTCATCACCACAGCCATCAACATAAAR
Avthya fuligula NEMZ0046 |CTCAGTAGACCTGGCCATTTTCTCGCTCCACTTAG CGGTGTTTCCTCTATCCTCGGEAGCCATTAACTTCATCACCACAGCCATCAACATAAAL
Aythya fuligula NRM20046 |CTCAGTAGACCTGGCCATTTTCTCGCTCCACTTAGCCGGETGTTTCCTCTATCCTCGEAGCCATTAACTTCATCACCACAGCCATCAACATAAALA
Aythya marila NRM2000626 |CTCAGTAGACCTGGCCATTTTCTCGCTCCACTTAGCCGETGTTTCCTCTATTCTCGEAGCCATTAACTTCATCACCACAGCCATCAACATAALA
hythya marila HEMZ2004608 |CTCAGTAGACCTGGCCATTTTCTCGCTCCACTTAGCCGGTGTTTCCTCTATTCTCGGAGCCATTAACTTCATCACCACAGCCATCAACATAAAM
Branta canadensis HRM996 |TTCAGTAGACCTGGCTATTTTCTCGCTTCACTTAGCCGGTGTCTCCTCCATCCTTGGGGCCATCAACTTCATTACCACAGCCATCAACATAAAM
Branta canadensis HRM200 |TTCAGTAGACCTGGCTATTTTCTCOCTTCACTTAGCCGGTCTCTCCTCCATCCTTOGOGCCATCAACTTCATTACCACAGCCATCAACATAALL
Branta leucopsis NREM9461 |TTCAGTAGACCTGGCTATTTTCTCACTTCACTTAGCCGGTGTCTCCTCCATCCTTGGGGCCATCAACTTCATTACCACAGCCATCAACATAAAM

Figur 1 Exempel pa sekvensjamforelse (’alignment’) mellan arter av andfaglar (NRMs projekt
pa svenska vertebrater).

Det har ocksé foreslagits att 10 gadnger den genomsnittliga intraspecifika skillnaden skulle
kunna anvidndas som tumregel for att sarkskilja arter (nir standardsekvensen mtDNA COI
anvands) (Hebert et al., 2003). De papekar ocksa vikten av att troskelvarden utvarderas i olika
regioner och taxonomiska grupper, inte minst vad giller grupper med olika livshistorier,
populationsstruktur och andra faktorer som kan péverka divergensen.



En alternativ bedomningsmetod baseras pé identifiering av organismens klad-tillhdrighet i en
tradrekonstruktion (Fig. 2). Vanligen anvénds distansbaserade metoder, som baseras pé
graden av skillnader mellan sekvenser, i exempelvis tradbyggande metoder som Neighbor-
Joining (NJ) (Hebert et al., 2003; Saitou, Nei, 1987). De distansbaserade metoderna har dock
kritiserats av sévil teoretiska som praktiska skél, och exempelvis karaktirsbaserade (DeSalle
et al., 2005; Rach et al., 2008) och statistiska (Matz, Nielsen, 2005; Nielsen, Matz, 2006)
metoder har utvecklats for att ge tillforlitligare analyser.

Likasa ar anvandandet av troskelviarden for att avgora taxonomisk avgriansning kritiserad,
bl.a. beroende pé att problemen med 6verlapp mellan variationen inom arter och divergensen
mellan dem underskattats och att generella troskelvéirden saknar teoretisk eller empirisk grund
(Meyer, Paulay, 2005; Moritz, Cicero, 2004). Tillforlitligheten 1 detta angreppssétt varierar
ocksa mycket mellan olika taxa. Sannolikheterna for att pa ett korrekt sitt identifiera en
sekvens mellan flera nérbesldktade arter dr dessutom beroende bl.a. av effektiv
populationsstorlek, tiden sedan artseparation och mutationshastighet, sa barcoding méste ta
hénsyn till de underliggande populationsgenetiska processerna (Meyer, Paulay, 2005; Nielsen,
Matz, 2006).

Avgorande for metodernas tillforlitlighet dr ocksd ifall frigesekvensens art finns representerad
i referensdatabasen eller ¢j. Detta har undersokts med simuleringar (Ross et al., 2008). Nar
den finns ger distansbaserade jdmforelser av sekvensernas likhet samt traidmetoder som tillater
att fraigesekvensen hamnar som syster till artens klad oftare korrekt identifikation an en strikt
tradmetod som kréver att sekvensen faller inom artens klad. Nar ddremot arten inte finns 1
referensdatabasen &r det endast den strikta tridmetoden som ger en bra gardering emot falska
positiva svar, vilken dock krdver mycket datorkraft. Detta innebér ocksa att i den initiala fasen
av barcoding-projekt skall den sistnimnda metoden anvindas, samtidigt som man bor vara
noga med att inkludera s& mycket som mojligt av inomartsvariationen i referensdatabasen.
Nar sedan gruppens taxonomi dr vl representerad kan andra metoder som kraver mindre
datorkapacitet anvdndas vid behov (Ross et al., 2008).
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Bonasa bonasia NRM986542

[r—— T etra0 tetrix NRM20076042
e Tetrao urogallus NRM976450

Perdix perdix NRM20046382
gCygnus cygnus NRM976053

Icygnus cygnus NRM20026109
g Cygnus olor NRM20026065

k= Ccygnus olor NRM20006289
I-Anser anser NRM20006278
Anser anser NRM976348
_I—Anser erythropus NRM20036732
Anser fabalis NRM20006268

IBranta canadensis NRM996396

Branta canadensis NRM20036930
IBranta leucopsis NRM946130
Branta leucopsis NRM20006537

IAnas clypeata NRM20036415
Anas clypeata NRM20036421

lAnas querquedula NRM20006254
Anas querquedula NRM20006255

Anas crecca NRM20046347

Anas crecca NRM20016300
gAnas acuta NRM20036425
L Anas acuta NRM20036433

[Anas platyrhynchos NRM20016200
Anas platyrhynchos NRM20016403
[Anas strepera NRM20076493
Anas strepera NRM976194
IAnas penelope NRM20036435
'Anas penelope NRM20036434
Melanitta fusca NRM986435
I EMeIanitta nigra NRM20036194
Melanitta nigra NRM20066179

1 g~ Mergus albellus NRM20056038
LMergus albellus NRM966606

IMergus merganser NRM20036926
Mergus merganser NRM20066587

= [Mergus serrator NRM976195
Mergus serrator NRM20046346

Clangula hyemalis NRM976123
r Bucephala clangula NRM996288
|—Bucepha|a clangula NRM20006308
gSomateria mollissima NRM20006400
L somateria mollissima NRM20036163
gTadorna tadorna NRM20076269
L Tadorna tadorna NRM20026197
Netta rufina NRM20006003
Aythya ferina NRM20006263
Aythya ferina NRM20006264
Aythya fuligula NRM20046066
Aythya fuligula NRM20046067
Aythya marila NRM20006261
Aythya marila NRM20046087

Figur 2 Exempel pé klustring av arters sekvenser i en trddanalys, frin NRMs projekt pa
svenska vertebrater. Har jamfors andfaglar. Notera att samma arter ldnkas tillsammans, och de
langa avstanden mellan arter jamf{ort med inom.
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Motiveringar till DNA barcoding

CBOL f{6r fram tio motiveringar till DNA streckkodning, vilka redovisas och kommenteras

nedan:

1.

Tekniken fungerar pa sma delar. DNA tekniken behdver mycket lite utgingsmaterial
eftersom DNA méngfaldigas med PCR. Detta gor att kidnsligt material inte behdver
forstoras, att arter kan identifieras frén djur- eller vaxtdelar i t.ex. processad mat, och i
produkter fran handel med fridlysta arter. Vidare ger det mojlighet att studera
ekologiska interaktioner genom studier av bytessammansittning i t.ex. spillning och
matsméiltningskanalen. Man kan ocksé identifiera arter i svéra situationer som
véxtrotter eller svamphyfer i jordprover.

Alla livsstadier kan identifieras. Manga arter 4r mycket svara att identifiera i vissa
livsstadier, t.ex. larver, dgg, pollen, etc., och dédr kan DNA tekniken vara den enda
eller mycket enklare moéjlighet till artidentifiering.

Sarskiljer kryptiska arter. Genom DNA sekvenser kan arter som dr mycket lika i
utseende urskiljas, vilket annars kunde ha kréavt séarskild expertis eller t.o.m. inte
upptéckts alls.

Séakrare bedémningar. DNA sekvensen fungerar som en digital identifikationskod
med de fyra nukleotiderna som enheter (dirav liknelsen med streckkoder) for en
specifik del av genomet, vilken anvénds objektivt och dérfor &r mindre sannolik att
feltolkas 4n morfologiska beskrivningar. Det dr ocksa ldtt att genom databaser
distribuera dessa identifikationer globalt.

Spridning av expertis. Taxonomer ar experter pa bara ett litet urval av jordens arter,
medan artbestdmningar frdn DNA kan anvindas av betydligt flera och ddrmed fa
storre spridning. Detta forvéntas 6ka registreringen av kidnda och upptickten av
okénda arter betydligt.

Demokratisering av tillgang. Ett bibliotek av standardiserade DNA koder forvintas
oka tillingligheten pa artinformation, s4 att fler kan identifiera arter. A andra sidan kan
invéndas att tekniken ar sa hogteknologisk 1 jimforelse med t.ex. morfologiska
karaktérer att det begrdnsa mojligheterna att anvinda dem for forskare, naturvéardare
och andra 1 utvecklingslander.

Mojliggor elektroniska handburna artbestamningsapparater. Konsortiet har visionen
att man skall kunna bestimma DNA sekvensen i filt med handburna maskiner. Med
nu tillgidnglig teknik forefaller det dock avlédgset (eller t.o.m. orealistiskt). Visserligen
finns alltmer portabel utrustning som kan anvéndas utanfor ett vanligt laboratorium,
men det dr langt ifran den handhéllna allt-i-ett” maskin som forutspas av CBOL.

Bidrar till kartlaggningen av livets trad. Genom att genetiskt karaktirisera de arter
som identifierats underléttas fylogenetisk rekonstruktion av livets trdd och
inplacerandet av nyupptickta arter.
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9. Visar vardet av samlingar. Insamling och katalogisering av DNA koder fran vérldens
naturhistoriska samlingar, herbarier etc. kan stirka samlingarnas betydelse 1
kartlaggningen av biologisk mangfald.

10. Skyndar pa referensverket Encyclopedia of Life. Artregister med DNA sekvenser
kopplat till namngivna beldggexemplar (s.k. vouchers ) kommer underlatta
allménhetens tillgang till information och slutférandet av web-katalogen Encyclopedia
of Life som ska innehélla en miangd information om varje art.

Tillaggas kan ocksé att for arter dar morfologisk variation p.g.a. fenotypisk plasticitet,
miljofaktorer, konsdimorfism m.m. kan vilseleda visuell identifikation & DNA bestdmning ett
viktigt bidrag for att oka tillforlitligheten (Birky, 2007).

De begrinsade data som en kort sekvens frin ett eller ett par genfragment utgér och som
anvinds i barcoding ger i allménhet otillracklig upplosning och tillforlitlighet for
fylogenetiska analyser, men kan inga som komplement till andra data. Den jdmforande
analysen av likheter och skillnader mellan arter som ingér i barcodingstudier kan dock
underlétta urvalet av taxa for fylogenetiska analyser, och exemplar som inte kan hinforas till
kénda arter ger en indikation pa att ytterligare analyser bor goras for att utreda dess
taxonomiska status och sldktskap (Hajibabaei et al., 2007b).

DNA markdrer for taxonomisk bestamning

For att mojliggora storskalig och praktiskt tillimpbar bestimning av manga taxa har man
inriktat valet av markor pa liten del av genomet som létt kan anvidndas for snabb och effektiv
artbestimning.

For att en sekvensregion (t.ex. del av gen) ska vara anvédndbar for taxonomisk bestimning
enligt barcoding-principen bor den bl.a.:

1. Uppvisa liten variation inom arten i forhéllande till divergensen mellan arter
2. Kunna amplifieras specifikt med generella PCR-primers for manga olika taxa
3. Innehalla tillricklig fylogenetisk information

Genom att markoren standardiseras inom konsortiet kan de for undersdkningarna nédvandiga
referensdatabaserna byggas upp.

Djur

For molekyldr taxonomi, artbestimning och systematik pa djur &r sekvenser fran mitokondrie
DNA (mtDNA) den i sdrklass mest anvénda typen av data. Barcoding-konsortiet har valt en
partiell sekvens (c:a 650 baspar) av genen cytokrom c oxidas I (cox 1, eller COI) i mtDNA
(Hebert et al., 2003) och de foreslar att denna har potential att kunna anvandas generellt for
alla djurarter utifran framgangar som erhallits pa manga olika taxa.

Egenskaper hos mtDNA

MtDNAdr en cirkulir DNA molekyl i mitokondrierna separat fran dvriga genomet och flera
egenskaper bidrar till dess anvandbarhet:
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1. HOg substitutionshastighet. Punktvisa substitutioner av nukleotider sker med flerfaldigt
hogre hastighet i mtDNA én i det nukledra genomet vilket ger potential for hogre fylogenetisk
upplosning.

2. Haploid matrilinjell nedarvning. Mitokondrier nedérvs (néstan) bara fran modern till
avkomman. Haploidi gor att det dr okomplicerat att sekvensera och jaimfora DNA fran olika
individer d4 man bl.a. slipper klona for att separera heterozygota alleler. Det ger ocksa 14g Ne
(effektiv populationsstorlek) for mtDNA, %4 1 jaimforelse med Ne for det nukledra genomet
hos en diploid organism (allt annat lika). Den ldgre Ne gor att divergenser mellan arter
snabbare avspeglas i mtDNA.

3. Avsaknad av rekombination, vilket forenklar fylogenetisk rekonstruktion. Visserligen
forekommer heteroplasmi, d.v.s. olika mtDNA typer inom en individ (och cell), men
varianterna ar séllsynta i jimforelse med den normala, mestadels forekommande i somatiska
snarare dn konsceller och individbaserade DNA analyser uppvisar normalt homoplasmi.
Saledes kan man i praktiken utga ifrén att olika delar av mtDNA genomet kommer fran
samma obrutna utvecklingslinjer.

4. Enkel genorganisation dar intron, pseudogener m.m. vanligen saknas. Genorganisationen ar
ocksé liknande Over stora taxonomiska avstdnd, med vissa undantag, vilket forenklar det
experimentella uppldgget. Flankerande sekvenser till olika gener &r ofta tillrdckligt
konserverade for att generella PCR-primers kan anvéndas for flera arter.

Det finns dock avvikelser fran detta och komplikationer kan uppsta. Observationer av ett litet
bidrag fran fadern har gjorts i vissa fall (Ingman, Gyllensten, 2001; Kvist et al., 2003), vilket
kan ge upphov till viss heteroplasmi. Hos en del organismer kan detta bidrag vara betydande,
t.ex. musslor, och rekombination har dokumenterats (Ladoukakis, Zouros, 2001; Ujvari et al.,
2007). Rekombination kan kanske forklara skillnader i genorganisation mellan nérstdende
taxa (Dowton, Campbell, 2001). Ett annat sérskilt fenomen som i vissa fall kan komplicera
analyser dr att p.g.a. att en forflyttning av gensegment frdn mitokondrier till kdrn-DNA ar en
del av den evolutiondra processen sa forekommer en del nukledra kopior av mtDNA gener
(eller delar av dem), oftast som pseudogener (Bensasson et al., 2001). Detta bér man vara
uppmérksam pd ndr man anvdander PCR for att kopiera en mtDNA sekvens, da risken finns att
en kérn-kopia erhalls, sirskilt om man inte anvinder mycket specifika PCR-primers (vilket
t.ex. kan vara fallet ndr man vill studera flera arter med samma primers, eller dr osdker pa
mélartens primer sekvens). Normalt dr dock risken mycket liten av flera skél, och man kan
misstinka att sd skett om t.ex. ovéntat lite variation férekommer eller sekvensen avviker
mycket frdn det som nérstdende arter uppvisar, samt om polymorfism uppvisas i samma
nukleotidposition (ser ut som en ’heterozygot”). Slutligen har pdpekats att olika former av
selektion padverkar mtDNA 1 sddan omfattning att man inte kan betrakta evolutionen som
neutral i denna molekyl (Ballard, Whitlock, 2004). En intressant aspekt pa detta ar att
eftersom generna i mtDNA &r sammanlénkade i en molekyl pdverkar selektion i en gen
variationen i hela molekylen genom s.k. hithchiking, och detta kan drivas dven av indirekt
selektion t.ex. fran interaktioner mellan nukleéra loci och mtDNA eller olika
selektionsfaktorer som nedéirvs framst fran modern, sisom symbiontiska eller parasitiska
mikroorganismer som nedérvs tillsammans med mtDNA 1 dggen i t.ex. flera insekter,
nematoder och Arthropoder (se t.ex. (Hurst, Jiggins, 2005). Detta kan bl.a. paverka diversitet
och divergens, samt ge upphov till parafyli. Exempelvis fann man att bland nio undersokta
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néarbesldktade Drosophila arter hade bara tre unika barcoding-sekvenser, vilket ansags
sannolikt bero pa den symbiontiska parasiten Wolbachia (Hurst, Jiggins, 2005).

Generellt géller dock fortfarande att mtDNA har stor betydelse och anvéndbarhet 1
evolutiondra studier pa djur, och d&ven om inkongruens mellan taxonomiska grupperingar fran
mtDNA och de frén traditionella metoder observeras édr de ovanligare 4n kongruens (Vogler,
Monaghan, 2007) . Av ovanndmnda och andra skil finns dock anledning att vara vaksam pa
potentiella felkéllor vid anvindandet av mtDNA sdvil 1 populationsstudier som 1 systematik,
och inse att mtDNA ger en begrénsad bild som inte behover 6verensstimma med art- eller
populationsuppdelningar, varfor fler loci frdn den nukledra genomet bor komplettera
analyserna (Ballard, Whitlock, 2004). De potentiella felkéllorna &r dock i de flesta fall
formodligen inte lika allvarliga for identifikationen av arter (eller hdgre taxa) 1 ’barcoding’, da
det inte ar frdga om att rekonstruera arternas sléktskap, men i vissa fall finns risk for felaktig
bestdmning (fradmst pa artniva).

En positiv egenskap rorande mtDNA ir ocksa att det finns ménga kopior per cell, upp till flera
tusen, till skillnad fran det nukledra genomet som, i en diploid art, endast har tva
kromosomkopior. Det gor att man mycket enklare kan fa ut tillrdckligt material ur dven
mycket smd eller svart nedbrutna vavnader.

mtDNA COI

Valet av gen i mtDNA f0r barcoding pa djur, COI, baserades bl.a. pd att studier visat att
variationen inom arten &r liten i forhallande till mellan arter, och att arter identifierades pa ett
robust sitt for ménga taxa med denna sekvens. Dessutom é&r det létt att anvdnda samma
generella ’primers” for minga olika arter for att kopiera denna sekvens med PCR
(modifieringar behdvs dock ibland, sdrskilt vid byte mellan avldgsna taxonomiska grupper).

Generellt rapporteras mtDNA COI fungera vil for bestimning av ménga olika djurtaxa, och
utifran ett antal studier fran olika taxa har >95% av arterna kunnat urskiljas (Hajibabaei et al.,
2007b).

Det finns dock undantag, och att basera artidentifiering pa endast mtDNA COI (eller ndgon
annan enstaka gen) &r omdebatterat. I flera fall har ocksa pévisats att ytterligare data behdvs
for tillforlitlig artidentifiering, och for ett antal taxa har andra DNA sekvenser visat sig vara
béttre och/eller har etablerats som standard oberoende av CBOL. Exempelvis har nukledra
ribosomala regioner (rDNA) anvénts i olika djur, t.ex. i meiofauna (Markmann, Tautz, 2005),
skalbaggar (Monaghan et al., 2005) och i sétvattensmusslor (Kallersjo et al., 2005) (i de tva
senare fallen erholls ocksé dverenstimmande fylogenier med mtDNA), och for valar anvénds
sedan linge mtDNA kontrollregionen och cytokrom b (Ross et al., 2003). Vidare har
exempelvis studier pa amfibier indikerat att mtDNA 16S RNA sekvenser fungerar bittre dn
COI for artidentifikation (Vences et al., 2005). Ett EU-projekt for att katalogisera fiskarter
utifran DNA sekvenser, FishTrace (www.fishtrace.org), ddr NRM ingér, har inriktat sig pa
cytokrom b och en del av den nukledra genen rhodopsin (Sevilla et al., 2007).

Vaxter

Hos vixter uppvisar mtDNA en mycket mer komplicerad bild, med stor variation i storlek och
genorganisation, mycket heteroplasmi och rekombination, variation mellan taxa i
nedarvningsmonster och en langsammare evolutionshastighet pa sekvensniva. I
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véxtsystematiken, liksom for taxonomisk bestdmning, anvénds déarfor foretradesvis
kloroplastens DNA (cpDNA) och vissa delar av det nukledra genomet (ofta rDNA) (Chase et
al., 2005; Kress et al., 2005; Lahaye et al., 2008). cpDNA é&r liksom mtDNA i djuren en
haploid, cirkuldr molekyl, dock betydligt storre. Neddrvningen kan vara sdvial matrilinjell som
paternell eller en kombination av dessa. Nagot som ytterligare komplicerar genetiken hos
véxter dr att utbyte mellan de olika genomen i kirnan, mitokondrier och kloroplaster inte ar
ovanliga. Evolutionshastigheten &r relativt langsam hos sévil cpDNA som mtDNA, betydligt
langsammare dn i mtDNA hos djur.

Det har visat sig svért att hitta ndgon generellt anvindbar gen f6r barcoding i véxter. For
taxonomisk identifiering av landvéxter, dir ju hybridisering dr vanligt forekommande,
rekommenderas en kombination av ytterligare nukledra segment i tilldgg till
organellsekvenser (Chase et al., 2005). Det har rapporterats att delar av plastidgenen matK
forefaller vara generellt tillimpbar pa blomvéxter (Lahaye et al., 2008), och ungefar 90% av
arterna identifierades korrekt i den studien. CBOL-konsortiet har nyligen enats om en
rekommendation att anvénda en kombination av plastid-loci rbcL+matK som standard for
barcoding av vixter (Hollingsworth et al., 2009).

Svampar m.fl.

COI har dock inte sin anvindning begrinsad till djur, den har t.ex. visat sig fungera bra pa
vissa svampar (Seifert et al., 2007) och brun- och rédalger (Lane et al., 2007). Den stora
variationsrikedomen av svampar vad géller bl.a. deras artbildningsprocesser och
evolutionshastighet innebdr dock att man inte kan forvintas hitta ett artidentifikationssystem
baserat pd en enda sekvensregion for alla taxa, och manga praktiska problem att Gverfora
analyssystem mellan arter har rapporterats (Summerbell et al., 2005). De vanligaste typerna
av markorer for taxonomi i svampar ar Internal Transcribed Spacers (ITS) i nukleért
ribosomalt DNA.

Experimentell utprovning

Generellt géller alltsé att for organismer som tidigare inte studerats i nimnviard omfattning,
eller dér en etablerad barcoding-markor inte pavisats som ldmplig sekvens for
artidentifikation, médste man experimentera sig fram till ritt strategi, och en kombination av
sekvensregioner kan vara lampligt (Tautz et al., 2003). DNA ’barcoding’ ir till stor del pa
utvecklingsstadiet vad giller svampar.
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Tabell 1. Fran (Hajibabaei et al., 2007b). Vanliga DNA markorer for artidentifiering

. . Number of sequences

Gene? Genomic location q

Animals | Plants | Protists | Fungi
COl-barcode® Mitochondria 195777 | 520 1931 410
16S-rDNA Mitochondria 41 381 221 2059 285
cytb Mitochondria 88324 165 1920 1084
ITS1-rDNA Nucleus 12 175 57693 | 68839 | 56 675
ITS2-rDNA Nucleus 13923 58 065 | 67332 | 56 349
18S-rDNA Nucleus 21 063 17 121 | 32290 | 33327
rbcL Plastid NAS 30663 | 37328 | NA

* Gene abbreviations: COI, cytochrome ¢ oxidase I; cytb, cytochrome b; ITS, internal
transcribed spacer; rbcL, large subunit of ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase.
® COI-barcode statistics are retrieved from Barcode of Life Data systems
(http://www.barcodinglife.orq). Statistics for other loci are retrieved from GenBank.
“NA, not applicable.

Globala sekvensdatabaser

BOLD

Vid en avrikning 28 maj 2008 hade drygt 400000 streckkodssekvenser fran drygt 50000
beskrivna arter registrerats i CBOL-konsortiets databas Barcode of Life Data Systems
(BOLD) (http://www.barcodinglife.org ) (se Fig. 3). Baserat pa siffror fran januari kan
ndmnas att tillvixten for narvarande sker med c:a 72000 sekvenser per manad. Majoriteten av
dessa utgors hittills av insekter, sérskilt Lepidoptera, foljt av ryggradsdjur, sdrskilt daggdjur,
fiskar och figlar. Referensdatabasen innehaller bara kvalitetsgranskade sekvenser for de arter
som finns i tre eller fler exemplar med mindre &n 2% inomartsvariation, och vars taxonomi
kan granskas genom lénkar till beliggexemplar.



http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TCY-4N3GNGW-1&_user=657494&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000035659&_version=1&_urlVersion=0&_userid=657494&md5=f1cc2c54ef584ab30c1edbe98bfd2456#tbl1fn1#tbl1fn1
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TCY-4N3GNGW-1&_user=657494&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000035659&_version=1&_urlVersion=0&_userid=657494&md5=f1cc2c54ef584ab30c1edbe98bfd2456#tbl1fn2#tbl1fn2
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TCY-4N3GNGW-1&_user=657494&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000035659&_version=1&_urlVersion=0&_userid=657494&md5=f1cc2c54ef584ab30c1edbe98bfd2456#tbl1fn3#tbl1fn3
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=url&_plusSign=%2B&_targetURL=http%253A%252F%252Fwww.barcodinglife.org%252F
http://www.barcodinglife.org/
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Kingdoms of life being barcoded

Specimen Records : 545,153 Specimens 400,145 Species 53,009
with Barcodes with
: Barcodes :
Animals: Fungi: Barcodes :

e Acanthocephala

Basidiomycota

[164] [1108]
o Annelida [4291] Eumycota [718]
e Arthropoda [370280] Myxomvcota [5]
o Brachiopoda [62]  ——
e Bryozoa[125] Plants:
o Chaetognatha [34]
e Chordata [113239] . @ Total Barcodes: 400145
« Cnidaria [1381] « Magnoliophyta O Ref. Barcodes: 136326
e Cycliophora [241] [5191]
« Echinodermata « Rhodophyta [2788]  species :
[2934] o Streptophyta [3]
e Echiura [7]
« Gnathostomulida [g] Protsts:
« Hemichordata [3]
e Mollusca [17523] « Bacillariophyta [323]
« Nematoda [2257] e Ciliophora [232]
« Nemertea [253] e Dinozoa [323]
e Onychophora [49] o Heterokontophyta _
o Platyhelminthes [1308] g Zﬁ‘:s i:ﬁf::ﬁ’ 33009
[_12059 ® _u alozoa [1 Barcodes: 13784
® Egﬁ?er:g[}ggr(?l. [25] ¢ Straminipila [4701 *Includes both described species and those with:
4 interim names
o Priapulida [3]
o Rotifera [720]
e Sipuncula [16]
« Tardigrada [292]
o Xenoturbellida [2]

Fig 3. Oversikt over taxa som aterfinns med sekvenser i BOLD 28 maj 2008. © Biodiversity
Institute of Ontario.

Andra sekvensdatabaser

De generellt dominerande databaserna for nukleotidsekvenser av alla slag &r GenBank som
administreras av amerikanska National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov), och dess europeiska och japanska motsvarigheter (EMBL resp.
DDBJ, vilka dagligen utvixlar data med GenBank). DNA sekvenser for betydligt fler arter ar
1 nuldget registrerade 1 GenBank &n 1 BOLD (och sekvenserna fran BOLD 6verfors ocksa till
Genbank). GenBanks sekvenser édr dock inte i allménhet insamlade och organiserade for



http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=11
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=11
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=2
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=20
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=9
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=7
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=13
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=18
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=3
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=79455
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=4
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=4
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=27333
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=78956
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=21
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=23
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=19
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=22
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=10
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=5
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=5
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=28524
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=24818
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=24826
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=16
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=15
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=26033
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=88647
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=23675
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=23675
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=6
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=83947
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=12
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=12
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=48327
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=148497
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=74445
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=72834
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=70855
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=53944
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=53944
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=72171
http://www.barcodinglife.org/views/taxbrowser.php?taxid=23715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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taxonomiska syften, bestar av en mingd olika sekvenser fran diverse delar av genomen, och
oftast inte med hog taxonomisk tdckning (t.ex. bara fran nigra enstaka arter inom en ordning).
Foljaktligen finns ingen standardiserad gen for att rutinméssigt sekvensa och soka efter i
databasen for artidentifiering. Dessutom dr sekvenserna oftast inte atfoljda med beldggande
information om arten (vouchers), eller granskade vad géller terminologi etc. Slutligen finns
oftast ingen mdjlighet att kvalitetsgranska sekvenserna, d.v.s. genom tillging till rddata.

Barcoding-projektet fyller sdledes en viktig funktion genom att det ar utvecklat med
artidentifikation som syfte och dr systematiskt organiserat for detta. En tid efter att CBOL
hade initierats ingicks ocksa ett avtal med NCBI for arkivering av standardiserade barcoding-
sekvenser i GenBank tillsammans med relevant vrig information (Savolainen et al., 2005).
GenBank har ocksd infort ett sarskilt identifierande nyckelord BARCODE {or standardiserade
barcode sekvenser. Det finns ocksa intentioner att de taxonomiska sekvensdatabaserna skall
integreras med andra biodiversitetsdatabaser, t.ex. GTI och GBIF (Savolainen et al., 2005).

Systematiska sekvensdatabaser for sdrskilda grupper har skapats i andra sammanhang tidigare
(om &dn 1 mindre omfattning), exempelvis for valar och papegojor vilket fatt anvindning inom
bl.a. 6vervakning av illegal handel (Ross et al., 2003)
http://www.cebl.auckland.ac.nz:9000/page/gateway/title . I dessa anvinds mtDNA
kontrollregion och cytokrom b som alternativ till COI (sedan ldng tid innan BOLD
initierades). Som tidigare ocksa ndmnts finns en DNA-databas dver fiskarter, FishTrace
(www.fishtrace.org) i vilken anvinds cyt b och rhodopsin generna.

Kritik och potentiella felkallor

CBOL har fatt olika typer av kritik som delvis belyser potentiella fallgropar, 1 andra fall
verkar bygga pa missforstand.

Exempel pa det senare &r att barcoding kritiserats for att man inte kan utreda arternas
slaktskap, deras systematik, utifran de begrinsade data som en enstaka DNA sekvens utgor.
Foresprakare for barcoding dr 6verlag medvetna om detta problem och framhéver att syftet
med tekniken dr inte att ersitta traditionella systematiska metoder utan att utgora ett verktyg
for snabb och effektiv identifiering av arter som redan beskrivits (DeSalle, 2006; Savolainen
et al., 2005). Man papekar dock att tekniken potentiellt kan underldtta upptickten av nya arter
nér undersokta sekvenser inte matchar de i databasen, men for att bekréifta detta kravs
ytterligare kompletterande data.

Exempel pa andra typer av kritik ges nedan, vilka tar upp problem som &r mest allvarliga for
systematiska analyser, men som i vissa fall kan vara felkéllor i artbestimning att vara
uppmérksam pa.

Barcoding kan ej ersétta traditionell taxonomi Artbildning &r en komplicerad process med
ménga bidragande faktorer och ett delfragment av en gen kan inte innefatta detta, medan

integrerande och morfologiska studier baseras pé ett antal komplexa karaktérer (Will,
Rubinoft, 2004).

Gentrad kontra arttrad Olika delar av genomet har olika utvecklingshistoria, och sérskilt i
diploida eller polyploida arter bestar genomen av en mosaik av olika linjer (Avise, 1994).
Barcoding som baseras pa ett litet genfragment frain mtDNA, med en annan


http://www.cebl.auckland.ac.nz:9000/page/gateway/title
http://www.fishtrace.org/
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utvecklingshistoria dn det nukleédra genomet, blir da en otillricklig representation av arters
historia och divergens. Det forekommer att mtDNA fylogenier uppvisar annan bild én de frn
nukledra gener varfor mtDNA kan ge en felaktig uppfattning av artférhallanden (Moritz,
Cicero, 2004). I en dversikt bland olika djurgrupper fann man att 23% av arterna uppvisade
parafyletiska/polyfyletiska mtDNA linjer (Pilot et al., 2006), vilket kan ha olika orsaker (som
t.ex. hybridisering, ofullstdndig linjesortering, felaktig taxonomi, m.m.). Av exempelvis
ovanndamnda skil rekommenderas en kombination av DNA sekvenser fran olika delar av savil
nukledra som organellgenom (och andra typer av data) for taxonomiska utredningar och for
att 0ka sdkerheten i artbestimningar (Rubinoff, 2006; Will, Rubinoff, 2004).

Bristfalliga kriterier for arttillhorighet Att anvinda ett troskelvérde i genetiska skillnader for
nir en provsekvens ska anses tillhora en art 1 databasen eller inte dr godtyckligt, utan tydlig
koppling till artbegrepp, inplacering av sekvenser i distansbaserade trdd ger ofta osikra
kladtillhorigheter, och de fenetiska metoderna anses sakna evolutionér koppling till
artbildningsprocessen (Rubinoff, 2006; Wheeler, 2005; Will, Rubinoff, 2004). Dessutom har
den s.k. ”barcoding gap”, d.v.s. att variationen inom arten dr mycket mindre &n mellan arter, i
flera fall visat sig inte existera, och mtDNA linjer som dr mer lika mellan nirbeslidktade arter
dn inom arten har dokumenterats (se t.ex. (Meyer, Paulay, 2005; Moritz, Cicero, 2004;
Wiemers, Fiedler, 2007), och se ovan). Alternativ till de jaimforande fenetiska metoderna for
att avgora sekvensernas taxonomiska tillhorighet ar t.ex. karaktiarsbaserade (Rach et al., 2008)
och statistiska (Hebert et al., 2003; Matz, Nielsen, 2005; Nielsen, Matz, 2006) metoder, men
ofullstdndig linjeseparation och parafyli kan i vissa fall alltjaimt vara problematiska.

Unga artbildningar missas Relaterat till ovanstaende &dr det problem som uppstar dar
artbildningen inte fortgatt under tillrackligt 14ng tid for att genetiskt karaktéristiska
egenskaper skall kunna detekteras, vilket dels beror pa problemet med ofullstindig
linjesortering, och dels pa mutationshastigheten i den undersokta sekvensen. Genom att
utnyttja fler markorer med olika substitutionshastighet kan man dock anpassa upplosningen
vid behov. Unga artbildningar &r ofta ocksé svéra att upptéicka med andra metoder, och det
finns exempel pd dir DNA bestdmningar béttre detekterar dessa divergenser.

Ej for identifikation av nya arter Barcoding kan inte avgora taxonomisk tillhérighet for prover
som inte matchas 1 databasen och anses darfor av kritiker inte, i motsats till vad som anfordes
av CBOL, kunna anvéndas for inventering av mangfalden av nya arter (Rubinoff, 2006).
Aven de som anfor denna kritik erkinner dock att for vissa organismer som saknar tydliga
karaktérer, t.ex. olika mikroorganismer, & DNA baserade metoder oftast enda alternativet for
kartldggning av mingfalden.

Sammanfattning

Barcoding baserat pa vil underbyggda diagnostiska sekvenser skall ses som ett effektivt
verktyg for taxonomisk identifiering, inte nddvéndigtvis for fylogenetisk analys for att utreda
systematiken och definiera taxa. Identifiering av arter gors utifrdn redan utredd taxonomi
baserat pa information frén olika tekniker.

En referensdatabas mot vilken undersokta sekvenser ska jaimforas behover ha téit taxonomisk
tackning och omfatta variationen inom arterna som ska undersokas utmed deras geografiska
utbredning.
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Om taxonomisk identifiering av den undersokta sekvensen inte kan goras i referensmaterialet
behovs fordjupade analyser med mer och andra typer av data for att utreda provets
taxonomiska status.

Olika typer av felkéllor bor tas hdnsyn till och bevakas, inklusive parafyli, hybridisering och
introgression, m.m., och sdrskilt i taxa dér snabb radiation och unga artbildningar kan vara
aktuella ar risken for dylika felkdllor storst.

Bacording bor inte ses som synonymt med begrasningen till att anvinda COI som markor i
enlighet med CBOL. For djur dr COI en bra startpunkt, men for varje taxonomisk grupp,
region etc. bor naturligtvis den mest ldmpliga markoren (eller flera markorer) utredas.
Tillforlitligheten kan 6kas genom att kombinera mtDNA och nukledrt DNA.

For daligt utredda taxonomiska grupper kan barcoding mojligen indikera diversitet och vilka
grupperingar som kan forvintas, men ytterligare data behovs for tillforlitligt utreda
systematiken. Barcoding i sig sjélv kan inte utgéra dokumentationen av nya arter.

Ibland kan det vara fallet att den anvinda sekvensen inte formar identifiera individer till art
men till hdgre taxonomiska nivaer, t.ex. familj, slikte etc. Kostnad och arbetsinsats for att
komplettera med sekvenser fran ytterligare loci maste da vigas mot behovet av till vilken niva
identifikationen maste goras.

For ytterligare information om olika delar av DNA barcoding-verksamheten, se t.ex.:
www.barcodinglife.org
http://www.dnabarcodes.org/
http://barcoding.si.edu/
http://phe.rockefeller.edu/barcode/blog/
http://www.barcodinglife.org/views/login.php
http://www.ecbol.org/
http://www.fishbol.org/index.php
www.kew.org/barcoding
http://www.polarbarcoding.org/
http://www.marinebarcoding.org/
http://www.cmarz.org/
http://www.barcodingbirds.org/

DNA BARCODING | MILJOOVERVAKNING

I f6ljande avsnitt diskuteras behov, mojligheter, begransningar och potentiella
applikationsomraden inom miljodvervakningen.

Behovsanalys fran intervjuer

Intervjuerna gav vid handen ett generellt intresse for utokade mojligheter till bestimning av
svéridentifierade taxa och effektivisering av 16pande inventeringsarbete. Dock var det inte en
entydig bild av de mer precisa behoven och det var inte i alla fall som beddmningar av de
ansvariga handldggarna vid NV 6verensstimde med synpunkterna fran de som dr ansvariga


http://www.barcodinglife.org/
http://www.dnabarcodes.org/
http://barcoding.si.edu/
http://phe.rockefeller.edu/barcode/blog/
http://www.barcodinglife.org/views/login.php
http://www.ecbol.org/
http://www.fishbol.org/index.php
http://www.kew.org/barcoding
http://www.polarbarcoding.org/
http://www.marinebarcoding.org/
http://www.cmarz.org/
http://www.barcodingbirds.org/

21

for utforandet. Exempel pa behov som potentiellt skulle kunna tillfredsstillas med de
beskrivna teknikerna ges for olika programomraden.

Behoven av till vilken detaljnivé taxonomisk bestdmning bor ske och omfattningen av arter
som ska inga i unders6kningarna styrs i hog grad av syftet med programmen. Silunda var en
vanlig bedomning att begrdnsningarna inte lag i problemen med taxonomisk bestimning
eftersom behovet av 6kad detaljniva var underordnat behoven for tillforlitlig kvantifiering av
t.ex. biomassa, tickningsgrad etc. Vidare behdver i manga fall bestdmningarna utforas pa
plats i naturen. Andra faktorer som kan ha hogre prioritet dr ocksa t.ex. mojligheten att
beddma toxiciteten i akvatiska plankton.

Icke desto mindre ansdg de flesta som intervjuats att om effektiva metoder till tillforlitlig
bestdmning fanns tillgangliga for mer detaljerade bestimningsmojligheter av viktiga taxa som
idag ingar eller for utdkning till nya taxa sa skulle det vara ett viktigt bidrag till programmen.
Det kan exempelvis rora sig om véxter som dr svarbedomda nér de inte blommar, arter som
klumpas ihop for att man inte kan skilja p4 dem, organismer som inte kan bestimmas visuellt
utan mikroskopering, svara livsstadier etc. Exempel pa potentiella tillimpningar ges i
utredningen.

Generellt ar tillgangen till och atervixten av taxonomer ett problem i kartldggningen och
overvakningen av biologisk méngfald savél globalt som i Sverige, vilket aterspeglades i
kommentarer i intervjuerna. Salunda forekommer att svarbestimda arter maste skickas till en
expert pa just den gruppen, vilket kan vara utomlands, och en vanlig kommentar var ocksi att
sadana experter ofta borjar bli gamla och man ser inte att yngre formagor kommer till.

Nar DNA-baserade metoder kan anvéndas for artbestdmning kan det medge effektivare
rutiner utan beroende av ovan ndmnda expertis. En forutsittning dr dock att metodiken
baseras pé vilgrundad taxonomi och beldgginformation, och den taxonomiska expertisen
behovs i detta sammanhang dérfor nér art- eller taxaspecificiteten av de anvidnda sekvenserna
ska verifieras och dokumenteras med tillhorande information i1 databaser. Dessutom maéste
exemplar vars DNA sekvens inte aterfinns i databasen eller grupperas med kidnda taxa
undersokas ndrmare for att utreda deras taxonomiska tillhorighet. Sdlunda kommer behovet av
taxonomer alltid finnas i olika faser av bestimningsarbetet, men de molekyldra metoderna
medger att bestimningsrutiner i 16pande 6vervakning till storre grad kan ”automatiseras” och
spridas pa fler utovare.

Betydande besparingar av tid (och darmed pengar) kan nas genom att molekyldra metoder kan
anvéndas relativt storskaligt for vissa material, och dven i de fall dér det inte &r aktuellt kan
det vara mer effektivt i jimforelse med tidsatgangen for att hitta rétt expert, packa och skicka
material och vinta pé svaret.

Fragestallningar

Vilken typ av teknik som ska anvindas och svarighetsgraden att lyckas med bestimningen ar
bl.a. beroende av problemstédllningen. Séledes finns t.ex. foljande alternativa fragestéllningar,
vilka diskuteras mer utforligt senare:

Finns arten A? Den enklaste typen av problem ér att identifiera en viss art genom att detektera
en kénd, artspecifik sekvens. Forutsatt att man kan vara séker pa att variationen inom arten



22

tacks in av undersokningen finns olika typer av teknik att tillgd, varav en del dr ganska enkla.
I komplexa blandprov kan det andé vara komplicerat.

Vad ar detta? Ett fynd skall identifieras genom att dess sekvens jamfors mot en databas av
kénda taxa. I den enklare situationen har man t.ex. en insekt for vilken man har viss kunskap
om taxonomisk tillhdrighet, vilket underlittar beddmningen av rimligheten i svaret. Ett
svarare fall 4r att ha delar av en organism, 4gg, etc.

Vilka arter finns har? Det mest komplicerade scenariot &r att forsoka identifiera s& manga
ingdende organismer som mdjligt 1 ett blandprov, s.k. metaanalys. En total kartliggning &r
oftast inte mdjligt, men till viss grad kan flera taxa inom en urvald organismgrupp identifieras
under ritt betingelser.

For kvantitativa behov tillkommer dessutom:

Hur mycket finns av A? Kvantifiering av en urvald art kan under vissa betingelser utforas
molekylart till varierande precision.

Vad ar relativa forekomsten av A, B, ... Aven detta gér i vissa fall att undersdka simultant
molekylért, men dr mer komplicerat och kan ibland ge oforutsedda resultat.

Potentiella tillampningar i miljodvervakningen

Utifrén intervjuundersdkningarna kan foljande exempel pa potentiell tillimpningar av de
beskrivna teknikerna ges. En heltidckande kartlaggning av problemomraden dér fullstdndigare
och sdkrare artbestdmning efterfragas och dir de foreslagna metoderna skulle kunna vara en
16sning har dock inte varit mdjlig inom ramen for denna utredning. For detta skulle
formodligen en samlad diskussion mellan ingédende aktdrer var en produktiv vig framét,
exempelvis genom en workshop, hearing e.dyl.

Generellt baseras nuvarande miljodvervakning till stor del pa arter eller hogre taxa som man
valt ut bl.a. for att de ska vara létta att bestimma, ofta med kravet att det ska kunna goras 1
falt. Bestimningar som kréver hog grad av expertis, traning och ar tidskrdvande undviks i
allménhet. Detta gor att programmen inte ar fullstindiga nir det géller 6vervakning av
biologisk mangfald, och hér finns saledes potential for utveckling med utnyttjande av t.ex.
DNA-baserade tekniker, vilket kan underlétta uppf6ljning och utviardering av
miljokvalitesmal.

De hir beskrivna metoderna kan ocksé vara aktuella i olika sammanhang inom
verksamhetsomradet, d.v.s antingen som effektivisering och/eller kvalitetssékring av
bestimning av nu ingdende organismgrupper eller for att utvidga programmen till helt nya
overvakningsverksamheter.

Olika moment inom delprogrammen har olika syften och for detta olika krav pa vilka
organismer som ingér och till vilken niva de ska bestimmas.
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Landmiljoer (skog, fjall och vatmarker)

For foljande organismgrupper ansags béttre mojligheter till mer detaljerad taxonomisk
bestimning vara onskvirt:

e Karlvaxter Synen pé behovet av mer detaljerad bestdmning varierade mellan de
intervjuade. Det dr onskvért med mer detaljerad bestdmning for vissa grupper, men det
ar underordnat mojligheterna till kvantifiering. Bestimningsbehovet styrs 1 hog grad
av mojligheterna att kunna identifiera taxa i falt med samtidig mdangdbedémning
(tickningsgrad). Vissa kérlvaxter klumpas ihop p.g.a. bestimningssvarigheter 1 falt,
t.ex. humleblomster och nejlikrot. Det dr dock relativt fi kdrlvixter som inte kan
bestimmas till 6nskad niva i falt inom NILS, och det ansags tveksamt om de
ytterligare kostnaderna for insamling, hantering etc. som nya metoder skulle kridva var
motiverade Overallt. Mest intressant skulle det vara 1 myrar, vatmarker och
grasmarker. Mojligheterna att med DNA kunna bestimma véxter som inte kan
identifieras nér de inte blommar ansags intressant. Bittre mdjligheter att bestimma
ménga gris- och starrarter dr ocksa onskvirt.

e Mossor Hér rddde samstdmmighet i att bittre bestimningsmdjligheter vore dnskvirt.

e Lavar Lavar undersoks bl.a. for att de &r viktiga indikatorarter p.g.a. sin kénslighet for
miljopaverkan. Detta gor ocksa att manga ar hotade arter och behdver foljas av
bevarandeskal, och de har viktig ekologisk funktion. De arter som inkluderas ska
kunna bestdmmas i filt, och svarbestimda arter bor inte plockas, vilket begransar
urvalet. DNA-metodiken skulle dock medge att man behdver ett mycket litet prov, och
man skulle méjligen kunna erhalla tillrackligt med DNA genom att t.ex. gnugga ett
filter mot laven utan att géra ingrepp som reducerar tdckningsgraden. For manga lavar
ar provtagningen dock komplicerad (t.ex. fOr att det ar svart att urskilja olika
mikroskopiska lavsvampar).

e Underjordiska svamphyfer och mykorrhiza DNA-baserad bestimningsmetodik kan
Oppna mojligheter for att utvidga évervakningen till dessa ekologiska viktiga
organismer, for vilket det finns {3 eller inga andra bestimningsmdjligheter.

e Insekter Ett mycket begrinsat urval av insekter ingar idag i programmen, bl.a.
vedlevande, jordlopare, hopprétvingar, humlor, fjirilar och dyngbaggar. Delvis
begrénsas urvalet av tillgang pa taxonomisk expertis och bestimningsmdjligheter, men
insamlingsresurser 4r ocksa begrinsande. Aven bland ingéende insekter uppstar ibland
bestdmningssvarigheter, och t.ex. humlor uppges vara svéra att artbestimma. DNA-
baserade metoder skulle kunna innebdra mojligheter att bl.a. utdka det taxonomiska
urvalet, kvalitetssdkra bestimningar och 6ka detaljnivan i bestimningarna. Eventuellt
skulle ocksé en effektivisering av insamlingar kunna ske d4 molekylédra
bestdmningsmetoder dr oberoende av utvecklingsstadium. Metoden gor det ocksa
mojligt att bestimma delar av organismer, vilket t.ex. skulle underlétta studier av
mull- och vedlevande arter som litt gar sonder under insamlingen nir stubbar o.dyl
bearbetas. Bestimningsarbetet med traditionella metoder dr hir svart och kostsamt och
skulle potentiellt kunna underlittas med DNA-teknikerna. Inom NILS planerades
ocksé en utokning av studier av dynglevande insekter, vilken dock fick avskrivas bl.a.
p.g.a. morfologiska bestdmningsproblem och ddrmed forknippade kostnader.



24

e Nematoder, mikroorganismer m.m. En méangd ekologiskt mycket viktiga organismer
kan svérligen eller inte alls bestimmas utifrdn morfologiska karaktérer, och kréver
tidsddande mikroskopiska tekniker. DN A-baserade metoder dppnar dérfor upp helt
nya mojligheter till kartliggning och dvervakning av den underjordiska
biodiversiteten.

e Vilt DNA-baserade analyser av spillning fran vilt har blivit en etablerad metodik, och
olika metoder kan anvindas for savil artbestimning som konssbestimning,
populationsgenetik och inventering av populationsstorlekar (Bidlack et al., 2007;
Flagstad et al., 2004) . Metoderna har rutinméssigt anvénts i bl.a.
rovdjursovervakningen, men ar generellt tillimpbara for att ta fram mtDNA sekvenser
for “barcoding’ pd olika viltarter. Uppskattning av populationsstorlekar anvénder sig
av en annan metodik dn den for taxonomisk bestdmning. Det baseras vanligen pa
individspecifika DNA profiler av den alleliska variationen 1 korta repetetiva motiv,
s.k. mikrosatelliter, fran en kombination av flera loci spridda i kirn-DNA.
Individbestimningen medger d& populationsuppskattning genom mérkning-aterfingst
berékningar, studier av individuella spridningsmonster, och undersokning av
identiteten av rovdjur som slagit t.ex. tamdjur, m.m., under forutsittning att
datakvalitet noga granskas (Palsbell, 1999; Palsbell et al., 1997; Taberlet, Luikart,
1999).

En generell kommentar var att vinsten med noggrannare eller utvidgade bestdmningar méste
vigas mot kostnaderna, och om ytterligare insamlingar krivs medfor det hanteringskostnader
och tid som minskar sannolikheten for att nya metoder infors.

Kommentarer och relevanta observationer fran omvarlden

Som tidigare ndmnts har det varit varierande framgang i att hitta lampliga artspecifika DNA
sekvenser for generell anvindning i identifikation av véxtarter. Nyligen rapporterades dock att
en del av plastidgenen matK har potential som generellt tillimpbar pé blomvéxter (Lahaye et
al., 2008). Den anvindes med framgang i betydligt artrikare miljéer d4n de svenska, och ledde
bl.a. till upptickten av flerta kryptiska arter bland >1000 orkideer, och >90 % av arterna
identifierades korrekt i studien. Med den artfattigare svenska floran bor artbestimningar
kunna goras 1 hogre grad (forutom for hybrider och apomikter) sdvil med denna som andra
markorer, t.ex. ITS-sekvenser (Killersjo, pers. komm.).

En arbetsgrupp for ’streckkodning’ av vixter har bildats inom CBOL, med en egen hemsida
(www.kew.org/barcoding). Férutom arbetet med att bygga upp referensdatabasen utprovar
gruppen ocksé olika markorer for att ge generella rekommendationer.

Ett Nordiskt-Baltiskt projekt bedrivs for att samla ITS ribosomala DNA sekvenser (rDNA) for
bestdmning av ectomykorrhizasvampar (asco- och basidiomyceter) i en gemensam, tillginglig
databas som kallas UNITE (http://unite.ut.ee) (Koljalg et al., 2005). Exempelvis
institutionerna for systematisk botanik vi GU och f6r mykologi och patologi vid SLU é&r
verksamma inom omradet.

En forskare vid NRM, Juan Santos-Gonzalez, anvénder olika molekyldra tekniker for att
studera diversiteten hos endo-mycorrhiza, vilka har stor ekologisk betydelse men ar
svéridentifierade, samt hur diversiteten paverkas genom olika miljofaktorer och ménsklig
aktivitet, sdsom kvivegddsling.


http://www.kew.org/barcoding
http://unite.ut.ee/
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Nyligen har ocksa foreslagits, baserat pa studier av Penicillium , att mtDNA COI, som ju ar
den huvudsakliga sekvensen som anvénds for streckkodning av djur, har potential for
anvindning dven pa svampar (Seifert et al., 2007).

Generellt for svampar och lavar, sérskilt kryptiska former, géller dock att mycket forskning
fortfarande kravs for att utreda taxonomiska forhallanden, vilket begrénsar tillimpligheten av
barcoding i1 Overvakning. Vidare dr det betydande provtagningsproblem (t.ex. kan individer av
kryptiska underjordiska former ej sérskiljas och omfattande kloning kravs). Dessutom maste
man vanligen odla svampen. De molekyldra metoderna ar en viktig del i det utredande
taxonomiska och systematiska arbetet. De kan ocksa medge relativa métt pa diversiteten
relaterat till olika lokaler, paverkansfaktorer etc. Det kan ocksd ndmnas att studier vid SLU
(Anders Dahlberg) visat att vad géller ecto-mykorrhiza dr synliga fruktkroppar en dalig
indikator pd vad som faktiskt finns under jorden associerat med rotterna.

Som en av flera partners ingar en forskare vid NRM, Lars Hedends, i ett planerat EU-projekt
(ansdkan under behandling), PleuroEuro — Solving moss relationships for biodiversity
management, biomonitoring and biological cleaning. Projektet syftar till att ta fram ldmpliga
DNA-markérer for taxonomisk identifiering av pleurocarpa mossor, samt bygga upp en
referenstadabas for DNA barcoding.

Den djurgrupp som hittills dominerar 1 BOLD éar insekter, och manga studier har visat pa
COl-sekvensens anviandbarhet for artbestdmning (men ocksa ibland pa svarigheter). Humlor,
som ju nimndes som svara att bestimma i1 miljodvervakningen, har exempelvis kunnat
bestdmmas och kryptiska arter upptickas med COI (Murray et al., 2008).

DNA bestamningar kunde ge bittre mdjligheter att identifiera skadeinsekter pa larvstadiet,
och flera arter &r ocksa svaridentifierade som vuxna. Till dessa hor exempelvis dngsstinkflyn,
bladldss och andra vixtsugare, langhorningar, gallmyggor, olika skalbaggar och fjérilar.
Bland daligt kéinda grupper med larver som dr nedbrytare och lever i markskiktet kan ndmnas
puckelflugor, svampmyggor och vissa gallmyggor. Parasitsteklar kan vara kénsliga for
milj6fordndringar och intressanta ur miljoovervakningsynpunkt men &r svara att identifiera
traditionellt.

Da insektfaunan utgor en sa stor del av den terrestra biodiversiteten och dr av stor ekologisk
betydelse vore det onskvirt att dvervaka fler taxa. Det s.k. Malaise-félleprojektet som drivs av
NRM med stdd av Artdatabanken ér en unik satsning pa insamling och bestdimning av
svenska insekter, och manga nya arter uppticks i det pagaende bestdmningsarbetet. Om detta
foljdes upp med att ta fram DNA-streckkoder skulle en utvidgning av
ovvervakningsmgjligheterna for ménga fler taxa underléttas. En 1angsiktigt kontinuerlig
fortsdttning pé fallprojektet skulle medge att folja trender i diversiteten, uppticka invandrande
arter, m.m.

Bland markorganismer dr nematoder potentiellt viktiga indikatorer pd markens tillstand.
Baserat pa taxaspecifika sekvenser i COI eller nukledra rDNA har mdjligheterna till detektion
och kvantifiering (baserat pa qPCR) av nematoder i komplexa blandprover pavisats, och en
fordel med nematoder som indikator (jaimfort med t.ex. bakterier eller svampar) ér att de
relativt 1dtt kan isoleras (Blaxter et al., 2005; Holterman et al., 2008; MacMillan et al., 2006).
Det ér framforallt tvd ordningar, Monochida och Dorolymida, som innehdller majoriteten av
storningskansliga familjer, och utvecklingen av DNA baserade system for effektiv bestimning
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och kvantifiering av dessa (sérskilt den forstndmnda) har kommit léngt (Holterman et al.,
2008).

Bland nematoder finns ocksé viktiga parasiter, bdde pa véxter och djur, och exempelvis
insekter som blir infekterade dor. Dessa nematoder forekommer som dauerlarver i jorden
tillsammans med larverna fran andra, oskadliga nematoder, men olika larver kan ej skiljas
frén varandra okuldrt, och vill man kunna beddma risken for parasitangrepp pa insektsfaunan
skulle DNA bestdmning behovas. Det har ocksa diskuterats huruvida 'mordarsnigeln’ (spansk
skogssnigel) bor bekdmpas med parasitiska nematoder, men det kan vara olampligt att
anvinda arter som ej finns 1 Sverige. Denna forekomst dr dock okénd, och vill man utreda
detta behdver man metoder for att bestimma dauerlarverna. Eftersom parasitiska nematoder
anviands kommersiellt i vissa biologiska bekdmpningssyften, kan DNA bestdmningar vara
generellt av vikt for att Gvervaka och folja upp ekologiska konsekvenser av sddana aktiviteter
(MacMillan et al., 2006).

For storre maskar, vilka ocksd i manga fall dr svéra att bestimma for icke-specialister, har
t.ex. studier pa daggmaskar visat att COI-streckkoder kan identifiera arter (86 exemplar med
28 arter fran sex sldkten identifierades till 100 %) (Huang et al., 2007). Rotatorier och
Tardigrada &r ocksa svaridentifierade, och kraver mikroskopering. DNA bestdmning kunde
hér vara till stor hjilp, liksom for protozoer (se &ven kommentarer nedan rorande
vattenmiljoer).

Vattenmiljoer (sj0ar, vattendrag, kust och hav)

I akvatiska miljovervakningsprogram ansags framst nedanstdende grupper vara i storst behov
av sakrare och effektivare bestimningsmetoder:

e Plankton Savél i marin som limnisk milj6 &r bristen pa taxonomisk expertis sarskilt
begrinsande for zooplankton, vilka endast ingér i begransad omfattning 1 dagens
miljédvervakning. Aven fytoplankton ér ofta svarbestimd. Bestimningar med
traditionella metoder &r sdrskilt svara for nano- och picoplankton och DNA-baserade
metoder kan hér vara sérskilt effektiviserande. For plankton dr ocksé behoven och
potentialen storst vad géller utveckling av automatiserade metoder for storskaliga
material.

e Bentiska evertebrater Olika synpunkter framkom vad géller bentiska evertebrater, och
bl.a. ansdgs det tveksamt om vinsten med molekyldra bestimningsmetoder skulle vara
sa stor dé en stor del av kostnader och tid gér at till sjdlva provtagningen, sallning och
hantering. A andra sidan framgér av bedémningsgrunderna for marina
mjukbottensamhéillen att det &r av stor vikt att bestdimningarna gors till ldgsta mojliga
niva, och sdrskilt Hydrobia, Oligochaeta och Chironomidae framhalls som
svarbestimda med traditionella metoder (for samtliga dessa har ’barcoding’
utprovats).

e Rotatoria Det framgar av handledningarna till undersékningstyperna for djurplankton
att hjuldjur ofta &r svéra att bestimma och behdver mikroskoperas, vilket dr en
tidskrdavande process.
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e Protozoa ingar i begransad omfattning p.g.a. bestimningssvarigheter, vilket ocksa
géller manga andra encelliga organismer (se dv. plankton ovan).

e Cyanobakterier Metoder som medger effektivare och sékrare bestimning av
cyanobakterier vore onskvirt, sarskilt om det leder till att undersokningar kan goras
med storre tackning geografiskt, 1 djupled och 6ver tid (i dagslédget gors stora
extrapolationer).

e Invasiva arter Metoder for tidig upptéckt av spridningen av frimmande arter som kan
vara potentiellt skadliga efterfragas.

e Musslor kan oftast bestimmas i adulta stadier, men for larver och juveniler kan det
vara svart eller omdjligt att gora visuellt. Da det &r viktigt att bedoma
spridningsmonster av musslor, savél skyddsvirda, t.ex. flodparlmussla, som invasiva
arter (t.ex. kinesisk dammussla), kan molekyldra metoder for identifikation av
svarbestimda stadier vara vilkomna (Kaéllersjo et al., 2005). Vid NRM har exempelvis
DNA-kodning pa glochidier utforts (Kéllersjo et al., 2005), vilket mojliggor studier av
spridning via fisk.

e Barlastvatten Manga av de invasiva arter som kommer till vara vatten transporteras
med fartygens barlastvatten. Molekyldra metoder skulle potentiellt kunna anvéndas for
att undersoka forekomsten 1 tankarna for utokad riskbedomning.

e Miljobetingad morfologisk variation Ett problem som ndmndes var att bestimningar
ibland kan vilseledas av att morfologisk variation kan induceras av miljoforandringar.
I exempelvis Bosmina misstinks manga av varianterna bero pa miljo snarare dn
artbildning, och DNA-baserade metoder har har hjélpt till att pavisa detta.

o Kryptiska taxa Likartat utseende hos nirstdende arter som darfor riskerar felaktigt
bestimmas som samma dr ocksa ett problem, och Daphnia gavs som ett exempel dér
DNA-baserade metoder bor underlitta bestimningen.

o Séllsynta arter Battre mojligheter att upptécka séllsynta arter efterfragas, vilket t.ex.
kan goras med DNA-baserade metoder dven i blandprov dér den eftersokta arten &r i
liten minoritet.

e Mikroorganismer En stor del av biomassan och ekologiskt viktiga funktioner utgors
av bakterier och andra mikroorganismer, vilket forbises i dagens miljodvervakning.
Molekyldra metoder for storskalig kartlaggning och uppfoljning av samhéllenas
sammansittning vore mycket vérdefullt.

Manga andra egenskaper som ska bedomas inkluderar t.ex. dggférekomst, biomassa,
livsstadier, storlek etc., och darfor ar inte artbestimning i sig oftast tillrdckligt (vilket 4ven
géller minga dvervakade landorganismer). DNA-baserade metoder kan foljaktligen inte
ersitta visuell inspektion i ménga fall, men kan komplettera vid svédra bestimningsproblem.

Eftersom PCR-amplifiering inte diskriminerar levande och dott material (om det senare inte ar
for nedbrutet) dr andra tekniker viktiga for att f6lja bestdndsutveckling, t.ex. kan man anvidnda
FISH (Fluorescent In Situ Hybridization- en hybridisering till kind DNA sekvens direkt pa
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kromosomen i levande celler) tillsammans med mikroskopering for att bestimning av
planktonalger (Gorokhova, muntlig information).

Generellt anges 1 handledningarna tillgéng till taxonomisk expertis och felaktigheter 1
bestimningslitteratur som ett problem. Vidare behdver interkalibreringar goras t.ex. mellan
olika linders undersokningar runt Ostersjon. Hir skulle DNA-baserade bestimningar kunna
underlétta kvalitetssakringen.

Klassiska metoder, t.ex. Uttermohl, for plankton, vilket anvinds i 6vervakningen, uppges ha
stora brister och missar mycket av de smé fytoplankton. Samtidigt &r det viktigt att ta hinsyn
till den langsiktiga kontinuiteten och jamforbarheten 6ver tid och rum i
undersokningsmetodik. Exempelvis utgdr HELCOMs unders6kningsprogram en bas sedan
ménga 4r i de olika lindernas dvervakningsprogram runt Ostersjon. Foljaktligen ir det inte
lampligt att helt ersitta vanligt forekommande undersokningsmetoder med nya molekyléra,
utan snarare komplettera dem.

Kommentarer och relevanta observationer fran omvarlden

Det 11:e internationella Rotifera-métet diskuterade sérskilt *barcoding’ och man ansag bl.a.
att DNA teknik visat sig vara ett effektivt instrument for att bestimma hjuldjur och att
upptécka kryptiska arter, samtidigt som man pekade pa vikten av att tillgéngliggora
beldgginformation med sekvenserna (foton, teckningar, videos etc.), och att na enighet om
artbegrepp (Birky, 2007).

Eftersom DNA analyser dr oberoende av utvecklingsstadium &r det ett utmarkt instrument for
att spara spridningen av olika organismers larvstadier. Som exempel kommer snart alla
svenska fiskar vara karaktériserade i *barcoding’ (genom NRM:s projekt inom barcoding och
FishTrace) och studier av spridningen av olika yngelstadier underlittas. Intressanta
mojligheter ar t.ex. att kvantifiera rekryteringsframgéng fran dgg till vuxen fisk (vilket kan
relateras till miljofaktorer, predationstryck etc.). Se ocksé ’fiskgrenen” av CBOL, The Fish
Barcode of Life Initiative (www.fishbol.org).

Manga marina arter kan i inventeringar inte artbestimmas p.g.a. kryptisk morfologi och/eller
brist pa tillgang till taxonomisk expertis, bl.a. nematoder, plattmaskar och nemertiner, och 1
dessa grupper bor DNA bestdmning utgora ett viktigt bidrag (Schander, Willassen, 2005).
Den satsning pé inventering av marina arter som nu gors i svenska vatten 1 Artdatabankens
regi kunde eventuellt kompletteras med uppbyggnaden av DNA barcoding referensdatabaser
med beldgginformation for utvalda taxa.

Stora internationella insatser gors nu for att utveckla DNA barcoding for marina organismer
som en del av kartliggningen av marina biodiversiteten, exempelvis i Census of Marine Life
(http://www.coml.org/), vari ingar bl.a. olika barcoding projekt (samordnat med CBOL) under
bendmningen Marine Barcode of Life (http://www.marinebarcoding.org/), och ett delprogram
som kan ndmnas dr barcoding pd zooplankton (http://www.cmarz.org/barcode.html).

Inom det europeiska nitverket for studier av marin biodiversitet, MARBEF
(www.marbef.org) ingér delar av relevans for DNA baserad bestimning av marina
organismer, framst inom mikroplanktonprojektet MARPLAN
(http://www.marbef.org/projects/marplan/index.php).



http://www.fishbol.org/
http://www.coml.org/
http://www.marinebarcoding.org/
http://www.cmarz.org/barcode.html
http://www.marbef.org/
http://www.marbef.org/projects/marplan/index.php
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Det ér stort behov for béttre metoder att karaktirisera och kvantifiera nano- och picoplankton,
vilka dr av stor ekologisk betydelse och utgor bas i ndringskedjan, men i stort dr
okaraktériserade. Johan Wikner och Agneta Andersson, Umed universitet, ingr i en
internationell BONUS-ans6kan som genom att utnyttja de senaste sekvensteknologierna, vilka
lampar sig sérskilt val for storskaliga kartliggningar av miljoprover, syftar till att utveckla
kvantitativa PCR-metoder for detektion och uppfdljning av populationscykler i dessa
organismer.

Ett EU-finansierat konsortium, ”Fish and Chips”, syftar till att ta fram artspecifika DNA
sekvenser och anvédnda dessa fOr att konstruera "mikroarrayer”, vilka simultant kan detektera
tusentals varianter, for identifikation av arter av europeiska fiskar, fytoplankton och
evertebrater (se http://www.fish-and-chips.uni-bremen.de/PostNuke/html/).

Snabb detektion och i vissa fall kvantifiering kan vara sérskilt viktig nar det géller invasiva
eller toxiska arter, och artspecifika DNA-tekniker anvénds alltmer (for en dversikt, se
(Darling, Blum, 2007)). Exempelvis har kvantiativ realtids-PCR (qPCR) anvints for att
detektera och kvantifiera toxiska dinoflagellater av slaktet Alexandrium (Galluzzi et al., 2004)
och planktonalgerna Chatonella subsalsa samt Heterosigma akashiwo (vilka dodar fisk och
vars toxiner kan vara hélsovadliga for ménniskor) (Coyne et al., 2005).

En workshop hélls pa Kristinebergs Marinbiologiska Station 2005 for att jaimfora och
interkalibrera savil klassiska som molekyléra tekniker for identifiering och kvantifiering av
fytoplankton (Godhe, et al, 2007). Jimforelsen med qPCR dr dock négot oklar da ’logistiska
problem’ ndmndes med forsoket — for ytterligare information kontakta
anna.godhe@marinecol.gu.se.

Marina invasiva arter transporteras ofta med barlastvatten. Specifik detektion av den invasiva
och toxiska dinoflagellaten Gymnodinium catenum i Australien i savél barlastvatten som i
havsvatten, dven vid mycket laga koncentrationer, visar pa potentialen i denna teknik for
overvakning och tidig varning (Patil et al., 2005).

Ett annat exempel péd detektion av en invasiv art med DNA teknik: Elena Gorokhova
(Stockholms universitet) har genom anvidndning av artspecifik PCR (dér alltsd primers
utformats for att endast amplifiera malarten) kunna pévisa den invasiva hinnkriftan
Cercopagis pengoi i magen pa zooplankton i Ostersjon vilket visar att den integrerats som
byte i ekosystemet (Gorokhova, 2006). Ytterligare utveckling av DNA baserad teknik f6r
detektion av frimmande arter i Ostersjon ir planerad inom en BONUS-ansdkan dér Dr.
Gorokhova ingér.

DNA-bestdmningar &dr generellt alltmer tillimpade for att studera diet hos predatorer
(Kingston, Rosel, 2004).

Vad giller limniska zooplankton har Svenska zooplanktonprojektet gjort en omfattande
kartldggning av kvantitativa djurplanktonundersékningar som gjorts i Sverige (Persson,
Svensson, 2004) och en taxonomisk redogdrelse dr under utarbetande. Detta kan vara ett
viktigt underlag ifall en satsning pdA DNA barcoding av limniska djurplankton planeras.


http://www.fish-and-chips.uni-bremen.de/PostNuke/html/
mailto:anna.godhe@marinecol.gu.se

Praktiska faktorer

Konservering, preparering av DNA och PCR

Det finns olika typer av sétt att ta till vara prover for DNA analys som samlats in i filt.
Generellt ar det inte sérskilt kritiskt for de analysmetoder som beskrivs hiar om analyserna
sker inom rimlig tid (ndgon ménad). Exempel pé konservering:

- Frysning 4r alltid bra dér det gar

- Etanol >70% fungerar bra pé djur (vid l4ng forvaring kan dock pH fordndring ge problem)
- Torkning med Si-gel

- Aven lufttorkning for vissa prover (t.ex. vixtdel kan skickas i ett ror, en skottspets fran
mossa i ett kuvert etc.). Det dr viktigt undvika att provet blir fuktigt och moglar.

- mittad koksaltlosning med 20% DMSO (djurvédvnader)

Formalin bor undvikas!

For belaggexemplar, vilka dr nddvéndiga vid uppbyggnaden av en referensdatabas, ér
konserveringskraven striktare och foljer etablerade riktlinjer.

For vissa organismer, t.ex. véixter, kan man ocksé anvinda ett sarskilt Whatmanfilter som
genom gnuggning far lite celler, och filtret kan stoppas 1 ett kuvert och skickas till
laboratoriet. Filter kan ocksd anvindas for att suga upp lite blod frén ett djur. Andra enkla
redskap kan t.ex. vara tandpetare. Séledes ér ofta kostnaden for sjilva
provtagningsproceduren obetydlig.

De minsta organismerna kan kriva sérskilda extraktionsmetoder. Exempelvis rapporterades
(Birky, 2007) att vanliga spinkolumner (t.ex. QiaGen) fungerade daligt pa enstaka hjuldjur
(fler individer behovs), medan Chelex fungerar béttre. Chelex ar ddremot sdmre for
langtidsforvaring.

Jamforelser vid preparering av DNA for analys av jordlevande nematoder visade att sdvil
isolerade individer som analys av totalt DNA frén jordprov fungerade vél i bestimning och
kvantifiering med qPCR (MacMillan et al., 2006) , men jordprovet fick inte vara under 1 g.
Helst skulle jordprovet vara omkring 10 g. Att tdnka pd vid amplifiering av DNA frin
miljoprover ér ocksd att man kan fa upp savél levande som doda individer, dd DNA fran de
senare finns kvar 1 analyserbart skick en tid efter att djuren dott. Detta kan foljaktligen
vilseleda analyser som &r inriktat pa att bara bestimma levande individer.

Ett relaterat problem dr ocksa att med generella primers kan det finnas risk i vissa fall att
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analyserna av samlingsprover (miljoprover) kompliceras av att byten som finns i tarmkanalen

pa konsumenter amplifieras samtidigt. Detta &r inte sa problematiskt om man isolerat
malorganismer och vet vad man forvintar sig (det kan t.o.m. vara intressant information da
om bytesval), men i samlingsprov kan det kanske leda till felaktiga slutsatser om vad som
finns levande i provet.
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Kostnadseffektivitet och automatisering

Det ér inte mdjligt 1 nuldget att ge en kvantitativ jamforelse mellan kostnaderna for
bestdmningar baserat pA DNA barcoding och relaterade tekniker och de som ’traditionellt’
anvénds (sdsom visuella bestdmningar utifrdn morfologi, m.m.). Det d&r manga faktorer som
paverkar olika typer av situationer, sdsom provmaingder, typ av organism, provmedium,
vilken taxonomisk niva ar onskvird, tidsatgdng for manuella metoder etc., vilket inte gér att
uppskatta utan mer specifika kravprofiler. Ddremot kan négra generella observationer goras.

Att sekvensera ett prov for att ta fram en sekvens for DNA barcoding, fran DNA extraktion
till fardig sekvens, kostar omkring 40-100 kr beroende pa val av metoder och komponenter (i
Sverige — det ar billigare att skicka till Korea).

Men till skillnad fran manuella metoder (t.ex. visuella bestimningar i mikroskop) okar inte
kostnaderna linjart med antal prover. Vid hogre grad av automatisering ges storre
kostnadsbesparingar. Med DNA-baserade tekniker kan storsta delen av processen
automatiseras, och eftersom personalkostnader vanligen &r storsta kostnadsmassan i Sverige
kan storskaliga DNA tekniker leda till kostnadsbesparingar. Aven om inte robotar anviinds for
automatisering (se nedan) kan ett antal prover processas parallellt genom anviandning av
multipipetter (vanligen atta eller tolv samtidiga pipetteringar). Vid automatisering och mindre
reaktionsvolymer kan kostnaderna per prov atminstone halveras.

Det vanligaste formatet for att stromlinjeforma DNA-analyser dr att 96 prover behandlas
samtidigt 1 mikrotiterplattor (men maskiner for 384 prover finns och utvecklingen gar mot
over 1000). Genom robotisering kan ndrmare 100 prover séledes processas pa i stort sett
samma tid som ett prov skulle ta. Dessutom dr dessa processer billigare i forbrukningsvaror,
da storre inkdp blir billigare, och reaktionsvolymer kan minskas. En annan fordel med
automatisering r att risken for felpipetteringar (och dirmed forvixling av prover) elimineras.

For vissa typer av organismer dr automatisering av DNA extraktioner mdjligt (t.ex.
mikroorganismer, sméd maskar, plankton m.m.), men for andra, med mer svarnedbrutna
vivnader (t.ex. blomvéxter eller djurhud) som krdver mer mekanisk bearbetning ér detta
svarare.

DNA-analyserna dr som mest fordelaktiga kostnadsmaissigt nér det giller sma och
svéridentifierade organismer som t.ex. krdver preparering och mikroskopering for
identifikation.

Det bor ocksa ndmnas att utvecklingen av teknologierna for DNA analyser gar mycket snabbt,
med stindigt nya sekvenseringsteknologier som dramatiskt dkar kapaciteten samtidigt som
kostnaderna minskar.

Rekommendationer

Naturvardsverket bor utfora en pilotstudie i DNA ’barcoding’ for ett urval av taxa intressanta
for miljoovervakningen, vilket kommer kriva att en referensdatabas med standardsekvenser
byggs upp av taxonomiskt identifierade individer, inklusive beldggexemplar. For vertebrater
kommer snart en sddan finnas fardig, men for de flesta andra organismer fir man borja fran
grunden.
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For att underlétta utforandet bor urvalet av de organismer som ska ingd i en sddan studie bl.a.
utgd ifran att nirbesldktade organismer studerats och visat sig fungera med dverenskommen
standardmarkér for *barcoding’ och finns i referensdatabas, att taxonomisk expertis finns
tillgénglig for identifikation och att de ingdende taxa identifierats som prioriterade for
bestdmning 1 miljodvervakningen.

For mer omfattande implementering i miljodvervakningen krivs 1dngsiktigt arbete med att
bygga upp referensdatabaser over prioriterade taxa.

Det dr av stor vikt att vid uppbyggnaden av referensdatabaser tillrickligt manga individer och
tillrackligt stor geografisk tickning ingdr for varje art for att kartlagga inomartsvariationen.
Det dr ocksa viktigt med ett representativt taxonomiskt urval.

For att enas om prioritering av taxa aktuella for DNA ’barcoding’ kan det vara lampligt att
arrangera en 'workshop’ med utdvare och handldggare inom miljoévervakningen samt dvriga
berorda, inklusive taxonomer och molekylérsystematiker.

Utvecklingsmojligheter

Nér DNA ’barcoding’ visat att ett antal arter (eller hogre taxa) av intresse kan identifieras pa
ett robust sétt och deras karaktéristiska sekvenser kartlagts, kan vidareutveckling ske genom
applicering av andra tekniker.

’Screening’

Olika typer av snabba karteringar kan ske genom att man tillverkar art (taxa) specifika
detektionssystem baserat pa t.ex. prober som anvinds i kvantitativ realtids-PCR (qPCR) for
att detektera och kvantifiera forekomst eller genom syntetisering av specifika oligonukleotider
som immobiliseras pd *mikroarrayer’ for simultan detektion av manga taxa.

Det har visat sig att for taxa dir robusta ’barcodes’ pavisats dr det ocksd mojligt att uppna
goda bestamningsmdjligheter fran betydligt kortare fragment av barcodingsekvensen,
omkring 50-150 baspar, vilket underléttar konstruktionen av hogpresterande mikroarrayer
(Hajibabaei et al., 2007a).

"Miljosekvensering’ med nya teknologier

Ett omrade pé starkt tillvéxt dr s.k. ’environmental sequencing’ eller miljosekvensering, dér
totalprov frén t.ex. vatten eller ett jordprov sekvenseras for bestimning av ingdende taxa
(Blaxter et al., 2005). Den nya sekvenseringsplattformen 454 fran Roche (se
https://www.roche-applied-science.com/sis/sequencing/index.jsp och (Margulies et al., 2005))
har dppnat upp helt nya mdjligheter inom detta omréde. Tekniken bygger pa s.k. emulsions-
PCR och pyrosekvensering (det sistnamnda uppfanns pa KTH, se (Ronaghi et al., 1998)) i
picotiterplattor, vilket bl.a. innebédr att DNA-templaten binds som enskilda molekyler till
mycket sma kulor som hamnar i separata brunnar, dédr de sekvenseras genom syntes. Tidigare
nédr man skulle sekvensa miljoprover var man tvungen att gora omfattande kloning av
fragmenten for att skilja ut de olika sekvenserna som representerar olika individer, men detta
behdver man nu inte gora eftersom de enskilda molekylerna i varje brunn analyseras separat.



https://www.roche-applied-science.com/sis/sequencing/index.jsp
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Tekniken ger dock bara korta sekvenser, upp till omkring 100-200 baspar. Foljaktligen
behover barcoding-fragmenten anpassas (liksom for mikroarrayer ovan). Vanligen ér det inte
mojligt att analysera langa fragment i nedbrutna prover, varfor tekniken ar lamplig for prover
av sdmre status. Tekniken ger en mycket omfattande tickning, och 6ver 100 000 sekvenser
kan erhallas i en korning (av vilka ménga blir duplikat).

Vid biodiversitetskonferensen Biodiversity Research — Safeguarding the future i Bonn
presenterade den franske forskaren Pierre Taberlet ett par studier som demonstrerade
mdjligheterna med denna teknik. Bland annat beréttade han om hur tekniken, som ar mycket
kénslig, kunde anvindas for att detektera DNA 1 vattenprover i vtmarker dir grodor vistas,
d.v.s. detekterbart grod-DNA fanns 16st i vattnet (Ficetola et al., 2008). Vidare visade han hur
de genom att utnyttja en kortare sekvens for barcoding av vixter (en del av kloroplastens trnL.
(UAA) intron) kunde analysera dieten i bjornspillning och identifiera en miangd véxtarter
samtidigt (Valentini et al., 2009). Ytterligare ett fascinerande projekt var att med samma
teknik och barcoding-markor detektera ett antal vaxtarter samtidigt fran jordprover i
permafrost utan synligt vixtmaterial, vilket antas representera flertusenarigt material.

Utrustningen for dessa analyser dr dyr och kraven stora pd lokaler och kompetens, varfor det i
nuldget dr bast att lata de laboratorier som har erfarenhet av tekniken utfora analyserna (t.ex.
KTH). Tekniken utvecklas dock fortfarande, och langre sekvenser dr inom rackhall, liksom
billigare analyser. Aven om en kdrning ir ganska dyr (ett par tiotal tusen kronor) ir
totalkostnaden per reaktion billigare dn vanlig sekvensering. Sammanfattningsvis kan
tekniken anvédndas for storskalig taxonomisk bestimning av minga taxa samtidigt i miljoprov
(ett intressant projekt att folja blir t.ex. det som tidigare ndimndes planeras utforas av bl.a.
Johan Wikner/Agneta Andersson och partners for att med bl.a. denna teknik kartldgga nano-
och picoplankton i Ostersjon, foremal for en BONUS-ansdkan).



34

Appendix 1

Metoder for bestamning av DNA sekvens

En méngd tekniker finns for att ge snabba, tillforlitliga identifieringar av variation i DNA
sekvens. Ett urval av metoder mest relevanta for det aktuella omradet beskrivs nedan.

De olika presenterade teknikerna kriaver olika hog grad av specialistkompetens. Ingen av
metoderna kan dock anvéndas pa ett tillforlitligt och kvantitativt sitt utan naigon som helst
erfarenhet av laborativa DNA analyser.

Preparera fram DNA ur provmaterial

Det forsta steget ndr man har erhallit ett prov av en organism &r att DNA skall renas ur provet,
d.v.s. cellrester, proteiner m.m. som kan paverka senare analyser skall avlagsnas och DNA
isoleras i ren form. Forst bryts vivnads materialet ned genom t.ex. inkubering under virme i
sarskild buffertlosning med tillsatts av vivnadsnedbrytande enzym, som proteinas K. Dérefter
renas blandningen, vilket traditionellt vanligen har utforts genom stegvis tillsatser av fenol,
kloroform och etanol/salt. Detta dr fortfarande en vanlig metod som ar forhallandevis billig
och ger bra resultat. Eftersom detta dock innebar anvéndning av hilso- och miljoskadliga
organiska l6sningmedel och &r relativt tidskrdvande dr det numera allt vanligare att alternativa
metoder anvénds, och kommersiellt framtagna satser ar robusta, anvéndarvénliga och
prisvirda. Beroende pé hur svirnedbrytbara materialen &r kan renat DNA erhallas efter ett par
timmar, eller i svara fall %2-1 dygn.

Pris per prov ér fran ndgra kronor till c:a 20 kr beroende pa metod.

Isolera rétt bit: Polymerase Chain Reaction (PCR)

En av de mest anvidnda teknikerna i DNA forskning och grundliaggande for 6vriga DNA-
baserade metoder i denna utredning ar enzymatisk kopiering av DNA, Polymerase Chain
Reaction (PCR) (Saiki et al., 1988). Tekniken uppfanns av Kary Mullis, for vilket han fick
Nobelpriset 1993. Metoden anvénds for att specifikt kopiera och mangfaldiga en gen eller
annan kort DNA sekvens som man vill analysera (se Fig 4). Med hjélp av kinnedom om
sekvenserna som flankerar den sekvensregion som ska kopieras konstrueras ett par korta
syntetiska oligonukleotider (primers) som ar komplementéra (d.v.s. passar) vardera de
motsatta enkelstringarna i DNA spiralen. Primersekvensen kan man ofta hitta i en databas,
publikation eller hirleda genom jaimforelse mellan narbesliktade taxa. I annat fall kan mer
omfattande forberedelser behovas, sdsom sekvensering av klonade fragment. Ett DNA
polymeras som &r sérskilt taligt mot upphettning (ursprungligen utvunnet ur bakterier som
lever i heta killor) blandas med genomiskt DNA, ménga exemplar av primerparet, de fyra
nukleotiderna och en buffertlsning.
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A. Genom upphettning till c:a 95 grader separeras DNA-strdngarna.

B. Nar temperaturen sdnks en aning (den s.k. annealing temperaturen, vilken varierar bl.a.
beroende pé primerldngden och sammanséttning av nukleotider — vanligen omkring 50-65
grader) fastnar primers vid de specifika sekvenserna som flankerar den del som ska kopieras.
C. DNA polymeraset borjar inkorporera fria nukleotider pd vardera stringen dir primers ska
forldngas, och temperaturen hojs till den optimala for enzymet, vanligen omkring 72 grader.
Séaledes kopieras bada stringarna av den dnskade sekvensregionen.

D. Cykeln upprepas och denna gang nir denatureringen sker kommer dven de nya kopiorna
sldppas fria som korta enkelstrangar, vilka slutar i vardera primersekvensen. P4 dessa korta
strangar faster den fria primern pa motsatta sidan om den &dnde som slutar med den andra
primern, och vid kopiering kan endast en kopia dver den dnskade regionen skapas. Dessa
kopior fungerar sedan som templat i efterfoljande cykler och pé detta sétt sker sedan en
exponentiell tillvdxt av de korta, utvalda kopiorna.

Hela processen dr automatiserad 1 maskiner och tar vanligen ett par timmar. Olika varianter av
PCR-maskiner kan normalt ta upp till 96 eller 384 prover (vissa kan ta farre eller fler), vilket
alltsa gor det mojligt att kopiera utvalda sekvenser fran s& ménga individer pa ett par timmar
(per maskin). Resultatet kontrolleras vanligen genom visualisering pd en agarosgel, dir det
kopierade fragmentets storlek kan verifieras mot en kidnd storleksmarkdr, och inga andra band
an det 6nskade ska framtrdda (i annat fall har amplifieringen varit ospecifik).

i
Taq polymerase synthesizes
new DNA strands (C)

TS ZMGAEES  TETSTTE PENEENS BYIETew IEEHEN X RERSEE (D)

Figur 4. Principen for DNA kopiering (amplifiering) med PCR.
(fran NOAA; se dven animation: www.maxanim.com/genetics/PCR/PCR.htm)



http://www.maxanim.com/genetics/PCR/PCR.htm
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Kostnader:

PCR maskiner varierar kraftigt i pris savil mellan mérken och tillverkningsprincip som
beroende av hur ménga prover som ska hanteras samtidigt.

En maskin for 96 prover av god kvalitet kostar omkring 30.000 kr.

Att kora en 20 ul PCR reaktion kostar omkring 10 kr.

Sekvensering

Nir det fragment (gen eller annan DNA region) tagits fram som skall sekvensbestimmas,
vidtar sjdlva sekvensreaktionen. Den i sdrklass vanligaste metoden ar s.k. kedjeterminering,
dven kallad Sanger-sekvensering (Sanger et al., 1977). Detta utfors numer i princip pa samma
sdtt som 1 PCR reaktionen ovan, dock med ett par viktiga modifikationer: vissa av de manga
nukleotiderna av de fyra typerna dr modifierade till s.k. terminatorer som nér de inkorporeras
av polymeraset leder till ett stopp 1 extensionen. Genom en noggrann avvigning av
proportionerna mellan vanliga och modifierade nukleotider uppnas en slumpvis process som
resulterar 1 en blandning av oliklanga, syntetiserade fragment. Alla positioner dér ett A ar sista
basen utgor en samling fragment med olika langder, alla som slutar med C en annan
uppsittning langder, osv. Nér alla fragmenten ordnas fran kortaste till langsta genom att
separeras pd en gel (eller numera oftast i en polymer i tunna kapilldr), skiljer det en bas
mellan varje och detta ger DNA sekvensen. Processen sker nu vanligen automatiskt genom att
terminatorerna dr mérkta med olika farger som fluoresceras av en laserstrale och avléses
optiskt.

Pé detta sitt kan DNA sekvenser pa vanligen upp till 500-800 baser bestimmas med god
kvalitet inom ndgra timmar.

Kostnad for en automatiserad DNA sekvens r c:a 30-50 kr, beroende pa olika faktorer.

(for en mer utforlig beskrivning, se t.ex. http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_sequencing )



http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_sequencing
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Fig 5. Segment av en avldst DNA sekvens med automatiserad fluorescensteknologi.

Saledes ér kostnaden for en DNA sekvensering fran extraktion till fairdig sekvens omkring 60-
80 kr. Det ska dock noteras att kostnaderna tenderar att sjunka kontinuerligt, och att
storskaliga analyser dir 96 eller fler prover analyseras parallellt dr betydligt billigare utslaget
per prov.

Dessutom ér nu det allt vanligare att prover skickas till stora laboratorier utomlands, framst 1
lander med légre arbetskostnader. Saledes kan t.ex. 96 prover sekvenseras i Korea for
omkring 20 kr/prov (om man skickar firdig PCR produkt och primers), medan individuella
prover kostar c:a 30 kr.

Alternativa metoder

Det finns ett antal alternativa metoder att undersoka variation i DNA sekvenser, vilka inte
bygger pé att man ldser av sekvensen utan detekterar varianter som man vet kan forekomma.
Dessa skulle man kunna kalla ’indirekta’ metoder, till skillnad fran ’direkt’ sekvensering av
DNA. Forutsittningen dr dock kdinnedom om variationen i DNA sekvenserna, vilka tagits
fram enligt ovan. Dessa metoder kan i varierande grad vara tillimpliga for andamalet att
identifiera arter, och exempel pa sddana tekniker ges har.

Selektiv PCR

Amplifiering med PCR kréver att vardera primer féster vid DNA templatet tillrdckligt bra for
att sitta kvar vid kopieringen, vilket bl.a. innebér att det méste vara nédra nog fullkomlig
overenstimmelse mellan templat och primer sekvens, sérskilt i1 3’-4nden dér forlangningen
sker. Detta gor det mojligt att kunna detektera arter direkt med PCR genom att anvénda
primers som &r specifika for varje art. Ett enkelt ja/nej svar erhélls da. Flera orsaker gor dock
att detta inte dr praktiskt som generell metod. For att skilja ménga arter behdver man hitta loci
dér arterna konsekvent skiljer sig vid primersekvensen men inte inom arten, vilket dr
opraktiskt och inte realistiskt for manga taxa. Sarskilt for narbesldktade arter finns det ocksa
risk att metoden &r otillforlitlig. Dels kan det hénda att arterna inte skiljer sig sd mycket vid en
specifik gen att man kan vara séker pa att den ena men inte den andra amplifieras (falsk
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positiv), och dels finns risk att den skillnad mellan arterna i sekvens vid primer stillet som
anviands for detektion (en eller nagra nukleotiders skillnad vid primerns 3’ dnde dér
okomplimentdritet inte leder till amplifiering) ocksa finns som polymorfism inom arten (falsk
negativ). Om istéillet metoder som baseras pa sekvensering av det aktuella fragmentet anvédnds
sd upptécks sddana polymorfismer.

I vissa fall fungerar dock ett sddant system, t.ex. om man vill pavisa en viss eller nigra art(er)
eller organismgrupp som klart skiljer sig frdn andra med pavisat fixerade skillnader. Vilken
region (gen) man inriktar sitt urval av primers pé ar bl.a. beroende av den genetiska
divergensen mellan och diversiteten inom de taxa som ska bestimmas, vilken taxonomisk
upplosning man efterstravar och med vilken sékerhet specificitet uppnas. En hogre upplosning
kan ocksd uppnas genom att kombinera primers for fler loci. Artspecifik (taxaspecifik) PCR
skiljer sig frdn den generella tillimpning som t.ex. "DNA barcoding’ baseras pé, dir man
véljer DNA region utifrdn att f4 s& minga arter som mgjligt att amplifieras med samma
primers, och 16ser upp arterna genom direkt jaimforelse av den mellanliggande sekvens som
amplifieras. En fordel med det sistndmnda ar att man slipper utveckla nya primers for varje
organismgrupp dér arter ska bestimmas, och att hogre upplosning ges, medan taxa-specifik
PCR ér snabbare, enklare (krdver ju ingen sekvensering) och billigare. Bestimning med PCR
ger ocksd mojlighet till viss samtidig kvantifiering (se gPCR nedan). En annan fundamental
skillnad &r forstas att i bestimning med selektiv PCR inriktar man sig pa att detektera
forutbestimda arter (taxa) medan andra arter som kan ingd i provet (t.ex. ett planktondrag)
inte upptiacks. Mojligheten till specifik detektion dr dock ofta en férdel ndr man t.ex. vill soka
efter en eller flera taxa i samma blandning av DNA. Detektionen kan automatiseras genom att
man anvinder fluorescerance férg i realtids-PCR (se nedan).

Olika grad av komplexitet i applikationer kan vara t.ex. att utféra forst en PCR med generella
primers for den grupp organismer man vill isolera, sedan utfora ytterligare en PCR pé dessa
produkter med interna, specifika primers (s.k. 'nested’ PCR). Det &r ofta lattare att uppné en
hogre grad av specificitet pa detta sétt.

En variant pd bestimning direkt med PCR ér att anvinda samma primers for de olika arterna
man vill upplésa men vélja det locus som amplifieras sa att det innehaller en artspecifik
langdvariation 1 den mellanliggande sekvensen. Exempelvis har langdvariation 1 intron som
amplifieras med generella primers i flankerande exon anvénts for att urskilja arter och
hybrider av Salix (Trung et al., 2008) och nematoder (Nikolaidis, Scouras, 2002). Vidare
anvénds ibland uppséttningar av primers som specifikt detekterar olika taxa i blandade prov
genom amplifiering av loci med storleksvariation (Jarman et al., 2006; Ono et al., 2007).
Genom storleksseparation ndr PCR produkterna kors 1 en gel kan variationen létt avlésas.
Genom att anvdnda PCR primers med fluorescerande inmérkning kan detektionen ske i
automatiska sekvenseringsmaskiner for 6kad effektivitet (se, t.ex (Hamilton et al., 2008)).

En praktisk fraga att tdnka pa ar att 1 tillagg till de negativa kontroller man vanligen har (d.v.s.
reaktionslosningar utan méal-DNA) for att upptécka kontamination, bér man ocksé ha positiva
kontroller, da avsaknaden av en produkt alternativt kan bero pa misslyckade reaktioner istéllet
for avsaknad av den aktuella arten.
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Kvantitativ PCR (QPCR), realtids-PCR

Eftersom kopiering av DNA sker i stort sett exponentiellt med en fordubbling i1 varje cykel
kan utgdngsmangden DNA uppskattas utifrdén mitintervall under kopieringen med anvéndning
av den teoretiska modellen 6ver tillvixtkurvan och kalibrering med en kind DNA-
koncentration. Detta dr grunden till kvantitativ PCR (qPCR). Vanligen utfors detta pd
avancerade instrument 1 realtid, s.k. realtids-PCR, dir en sekvensspecifik fluorescerande
markor (probe) eller en interkalerande fluorescerande férg inkorporeras i den kopierade DNA
molekylen. En avldsning sker vid den troskelniva dé den fluorescerande signalen detekteras,
Genom jimforelse med standardkurvan med kdnd DNA koncentration kan antalet startkopior
av DNA 1 det undersokta provet hérledas. For de flesta &ndamal ar anvindningen av en
sekvensspecifik probe att foredra, eftersom anvdndningen av interkalerande farg och generella
primers dels kan paverkas av detektion av primer-dimer (en artefakt i PCR dér de ingdende
primers amplifieras ihop), dels detekteras ocksa eventuella ospecifika amplifieringar av annat
an malsekvensen. Genom en kombination av sekvensspecifika prober med olika farger kan
ocksé fler prover detekteras samtidigt (multiplex).

Tekniken kan anvandas dels for att i realtid detektera en malsekvens, t.ex. en "DNA-
streckkod” for artbestimning (under vissa forutsittningar, se ovan om PCR), dels for
kvantifiering. Att i praktiken bestimma antalet av en viss organism &r dock svart, i synnerhet
for mer komplexa flercelliga organismer, men relativa matt pa forekomsten ér léttare att
uppna.

Sarskilt intressant dr mojligheterna att kunna detektera flera olika mélsekvenser i blandade
prov, t.ex. nir man har flera arter plankton frén ett vattenprov. Det har varit svart att detektera
fler 4n tva sekvenser samtidigt, bl.a. p.g.a. brist pa detektionsfarger som ej 6verlappar i
emissionspektra, och dverlappen gor att proberna paverkar varandra. Dock har forsok med
nyligen utvecklad teknik visat att man nu kan detektera flera, och bl.a. har samtidig
detektering och kvantifiering av fem olika plasmid-DNA sekvenser i blandning uppnatts.

I varje aktuell situation behdvs noggranna kalibreringsexperiment innan systemet kan
anvindas rutinméssigt.

PCR-RFLP

Om ett begriansat urval av taxa ska urskiljas kan detta ofta goras med en enkel metod att
kontrollera varianter som amplifierats med PCR. I vissa fall kan taxaspecifika sekvenser
diagnostiseras med hjélp av restriktionsenzymer (olika sddana enzymer klipper DNA strdngen
vid for varje enzym specifika sekvenssignaturer). Forst amplifieras ett utvalt fragment med
primers specifika for den organismgrupp ur vilket man i nésta steg vill urskilja arterna. Den
erhéllna produkten klyvs sedan med ett eller flera lampliga restriktionsenzym for att erhalla
fler mindre fragment med artspecifika storlekar, vilka kan visualiseras pé en gel. Tekniken
kallas PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP). Denna teknik har
anvints 1 madnga sammanhang, t.ex. for att urskilja olika arter av rovdjur fran spillningsprov
(Bidlack et al., 2007), och kryptiska arter av humlor (Ellis et al., 2006).



40

Hybridiseringar pa arrays’ och dylikt

En bra oversikt over array-teknologier finns pa http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_microarray.

Pyrosequencing

Se (Ronaghi et al., 1998) och www.biotage.com eller http://www.pyrosequencing.com/

454

se https://www.roche-applied-science.com/sis/sequencing/index.jsp samt (Margulies et al.,
2005).



http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_microarray
http://www.biotage.com/
http://www.pyrosequencing.com/
https://www.roche-applied-science.com/sis/sequencing/index.jsp
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