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Abstract

Conservation biology is a very important area when the extinction of animals and plants is a
widespread problem throughout the world. Part of the conservation work is done by breeding
programs at zoos where two areas are most important for maintaining a healthy and viable population;
to avoid inbreeding and maintain as much genetic variation as possible. There are several genetic
methods that can be used to measure genetic variation and thereby allow the preservation of it. This
study compares and discusses the differences between DNA fingerprinting, RAPD, microsatellites,
mtDNA and SNPs. What information they can provide, how expensive they are, how long it takes to
obtain results and problems and limitations of each approach. RAPD is a relatively inexpensive and
less time-consuming method that doesn’t require any previous information about the genome, however
it gives a rather limited information. mtDNA is very useful to clear up taxonomic uncertainties but will
only provide maternal information and can not be used for paternity determination. DNA
fingerprinting requires invasive sampling and provides limited information which makes it less
suitable. Microsatellites and SNPs show higher levels of genetic variation than the other methods and
therefore provides more valuable information for the conservation biology but they are also more
expensive and more time-consuming. SNPs provide the same statistically significant results as micro-
satellites, but gives higher quality information. That indicates that SNP- markers may be the most
useful markers in the future when the technology has been further developed and the method more
cost- efficient.

Sammanfattning

Bevarandebiologin ir idag ett mycket viktigt omrade nir utrotningen av djur och véxter &r ett
omfattande problem i hela vérlden. En del av bevarandearbetet sker genom avelsprogram pa
djurparker ddr tva omraden &r viktiga for att halla en frisk och livskraftig population; att
undvika inavel och behalla en sa stor genetisk variation som mgjligt. Det finns flera genetiska
metoder som kan anvindas for att mita genetisk variation och pa sa vis ge mojlighet att
bevara den. Denna studie jimfor och diskuterar skillnader mellan DNA- fingerprinting,
RAPD, mikrosatelliter, mtDNA och SNPar genom att se vilken information de kan ge, hur
dyra de ér, hur lang tid det tar att fa fram resultat samt problem och begrinsningar med de
olika metoderna. RAPD iér en relativt billig och mindre tidskrivande metod som inte kriver
nagon tidigare information om genomet men ger en ganska begriansad information. mtDNA dr
mycket anvindbart for att klara upp taxonomiska oklarheter men ger endast information om
modernet och kan inte anvidndas for faderskapsbestamning. DNA- fingerprinting kriver ett
invasivt ingrepp och ger begrinsad information vilket gér den mindre 1dmplig. Mikrosatelliter
och SNPar visar en 6verliagset hogre niva av genetisk variation @n de andra metoderna och ger
déarfor mer virdefull information till bevarandebiologin men dr dven nagot dyrare. SNPar kan
ge lika statistiskt sékra resultat som mikrosatelliter men ger hogre kvalitet pa informationen.
Det indikerar att SNP- markorer kan komma att bli de mest anvindbara markorerna i
framtiden nér tekniken utvecklats ytterligare och gjort metoden mer kostnadseffektiv.

Introduktion

Djur utrotas idag i en hastighet som uppskattas vara 1000- 10000 ganger snabbare dn vad som
anses naturligt. En viss utrotning sker naturligt genom evolution men i dagsldget forsvinner
arter mycket snabbare dn méngden nya arter som uppkommer. Av 45 000 utvirderade arter
klassades 37% som hotade (IUCN, 2010) och det storsta hotet utgérs av ménniskan (Ehrlich
and Ehrlich, 1981; TUCN, 2010; Frankham et al., 2008). Detta sker bland annat genom
skovling av skog och undantringning av djur fran deras naturliga levnadsplatser for att ge
plats it stider eller odling. Aven miljopaverkan, verutnyttjandet av naturens resurser och jakt
bidrar till utrotningen (Vitousek et al., 1997; Tilman, 2000).

For att bevara de utrotningshotade arterna har flera atgdrder vidtagits. Ett forsta steg i
bevarandearbetet dr att klassa en art som utrotningshotad. De flesta ldander har en lista Gver



utrotningshotade arter som ger lagligt skydd for djuret och @r§ grunden i arbetet for att kunna
skydda dem (Frankham et al., 2008). Djur listas som hotade i USA (US Endangered species
act) nér det finns i medel 1000 individer kvar och sitts da i ett bevarandeprogram (Wilcove et
al., 1993). Mycket av bevarandearbetet sker genom skydd av djurens naturliga habitat i form
av naturreservat, fridlysning och skydd av arten. Under det senaste decenniet har en stor vikt
lagts pa bevarandegenetik bland de hotade arterna och i populationer som lever i fangenskap
pa bland annat djurparker. Sarskilt viktigt blir det i de arter som bara finns kvar i fangenskap
och inte finns i det vilda eftersom det blir extra viktigt att hdlla de populationerna livskraftiga.
Ekonomi, ekologi och politik spelar en stor roll i bevarandearbetet men for en langsiktig
bevaring dr genetisk variation viktigt sa att arten har mojlighet till framtida anpassning och
etablering i det vilda (Hedrick, 2001). Genetisk variation innebir att individer inom en art har
olika arvsmassa eftersom alla drver olika alleler fran sina fordldrar. Det skiljer dock vildigt
lite mellan enkla haploida kromosomuppsittningar inom samma art men det finns en viss
variation. Det finns &dven en viss variation inom individen mellan de haploida
kromosomuppsittningarna som nedérvts fran fordldrarna. Genetisk variation dr en
forutséttning for att naturligt urval, anpassning och evolution ska dga rum (Whitlock, 2000).

Pa djurparker halls ofta djuren i sma populationer vilket kan leda till en minskad genetisk
variation och problem med inavel. Inavel kan bland annat orsaka sdmre fertilitet, sterilitet och
dodfodslar (Sedgwick, 1981). Det &r darfor vildigt viktigt att arbeta for att behalla sa stor
genetisk variation som mgjligt och att halla den genetiska sammansittningen i en
djurparkspopulation sa lik den vilda populationen som mojligt. Sdrskilt om man planerar att
aterfora djuren till det vilda (Lacy, 2000). Det finns numera flera olika metoder att mita
genetisk mangfald som dr mycket anvidndbara i bade bevarandearbetet och forskningen
(Hedrick, 1999). Det dr vanligt att anvinda sig av molekylidra markorer for att se hur djuren i
en population &r besldktade om de inte har stamtavlor. Detta gors for att kunna undvika inavel
och sitta upp avelsprogram (Ivy et al., 2009). Nagra vanliga metoder att mita genetisk
variation dr SNPar, mikrosatelliter, DNA fingerprinting, mtDNA och RAPD.

Syftet med denna litteraturstudie dr att undersoka och jamfora dessa metoder och se vilken
som passar bast for djurparkernas syfte och arbete. Detta genom att titta pa hur praktiskt
genomforbara metoderna dr, hur dyra de dr, hur lang tid det tar att fa resultat, vilken typ av
information man far samt vilka begriansningar det finns med respektive metod.

Genetisk variation

Den genetiska variationen i arvsmassan uppstar genom mutationer som ger nya varianter av
gener. De kan bade tas till uttryck och synas som fenotypiska skillnader mellan individer,
eller ligga dolda i form av recessiva alleler. De recessiva allelerna fungerar som en
variationsreserv och kan komma till uttryck nir anpassning till nya forhallanden krivs, vilket
kan vara avgorande for artens fortsatta existens. Sma populationer med liten genetisk
variation har mindre chans att kunna anpassa sig dn en stor population med stor genetisk
variation (Whitlock, 2000; Frankham et al., 2008). I en grupp med stor genetisk variation &r
da dven chansen att klara sig fran ett sjukdomsangrepp storre da det ar storre chans att nagon
individ &r resistent mot sjukdommen eller klarar sig bittre och kan Gverleva (Simm, 2000;
Frankham et al., 2008).

Naturligt urval i en population innebir att djur med bra gener som &r bist anpassade till en
viss miljo klarar sig bittre och pa sa vis far storre chans att para sig och fora sina gener vidare,
medan djur med sdmre arvsmassa sallas bort. Pa sa vis kan en art utvecklas och anpassa sig i
en fordnderlig miljo. Pa en djurpark sker inte naturligt urval pa samma vis da djuren lever
skyddade och blir utfodrade. Individer som inte skulle klara sig i det vilda kan fortplanta sig
och sprida sina gener vidare. Det kan istillet vara de individer som &r minst stresstaliga och
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modiga som parar sig och pa sa vis langsamt dndrar populationen och anpassar den till
fangenskap. Det kan sa smaningom gora att djuren kan ha svart att klara sig i det fria (Lacy,
2000; Simm, 2000; Frankham et al., 2008). I sma populationer, som det ofta &r pa en djurpark,
kan den genetiska variationen ganska ldtt minska. Detta genom att vissa alleler okar i
frekvens, andra minskar och vissa ovanligare alleler inte drvs vidare alls, pa ett slumpmassigt
sitt, utan gar forlorade. Alleler kan tillslut fixeras i en population sa att alla individer har
samma allel vilket innebar att det inte ldngre finns nagon variation i det locus (Whitlock,
2000). Eftersom detta inte sker genom naturligt urval utan helt slumpmissigt dr det helt
oberoende av funktion for djuret och innebédr en forlust i variation. Den genetiska
uppsittningen fordandras och tva populationer som tidigare haft mycket lika arvsmassa kan
utvecklas at tva olika hall. Detta kallas genetisk drift och dr en allvarlig konsekvens av sma
populationsstorlekar (Lande & Barrowclough, 1987).

En viktig form av genetisk variation dr den som har med reproduktiv fitness att gora.
Reproduktiv fitness innefattar egenskaper som har med reproduktion att géra sa som forsta
kull, kullstorlek, livsldngd och antal kullar. Alla dessa #r kvantitativa egenskaper som bade
beror pa gener och miljo. Den genetiska variationen i de kvantitativa egenskaperna dr den
viktigaste att bevara i bevarandebiologin men dr dven svar och tidskrivande att mita
(Frankham et al., 2008). Det finns flera olika sétt att méta genetisk variation och nedan foljer
en beskrivning av de som tas upp i denna uppsats. En sammanfattning av egenskaper hos de
olika metoderna finns i tabell 1.

Metoder att mata genetisk variation
DNA fingerprinting

DNA fingerprinting bestar av langa repeterande tandemsekvenser i genomet som kan
jamforas mellan olika individer da de har stor variation i lingd. Langdvariationen sker genom
mutationer som ldgger till eller tar bort repetitionsenheter till sekvensen och ger varje individ
sitt eget DNA fingerprint. Dessa sekvenser kallas minisatelliter och 4dr mellan 10 till 100 baser
langa. Manga minisatellitloci #r vildigt variabla och vissa har en heterozygoti pa 90 % (dr
heterozygota i 90% av de inblandade loci) samt har en hdog mutationshastighet (Bruford &
Altmann, 1993). Fordelar med DNA fingerprinting &r att den inte krdver nagon tidigare
kunskap om DNA-sekvensen som blir typad. Den kriver dock mycket DNA vilket gor att det
krivs ett invasivt ingrepp pa djuret (man maste gora ett ingrepp i kroppen). De nedérvs dven
dominant vilket dr en nackdel. Det innebir att det inte dr mgjligt att avgdra om ett DNA
segment kommer fran en individ som dr heterozygot eller homozygot for den dominanta
allelen. Vid dominant neddrvning ser man bara de dominanta allelerna och inte de recessiva
vilket ger mindre information (Frankham et al., 2008). DNA fingerprintning tekniken gar
relativt snabbt att ta fram och &dr mattligt dyr.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

RAPD ir en slags PCR reaktion men som utfors lite annorlunda. I en vanlig PCR reaktion
bestimmer forskaren vilken malsekvens som ska amplifieras och framstiller sedan primers
som féster in vid dessa sekvenser. Sedan kan flera kopior av den dnskade DNAsekvensen
framstillas. Vid RAPD dr malsekvensen okidnd och forskaren eller en dator sitter ihop en
godtycklig sekvens (10-20 baspar) som man sedan syntetiserar en primer efter. Sen kors en
PCR reaktion och man ser om nagra DNA segment har amplifierats i ndrvaro av den
godtyckliga primern (Primrose & Twyman, 2006). Nidr man anvénder sig av RAPD krévs
ingen tidigare information om genomet och metoden kriver inte sa mycket DNA vilket gor att
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det inte behdvs nagot invasivt ingrepp. RAPD ger ett stort antal markdrer som #r litta att
uppticka. De ger en ganska Oversiktlig information om genomet som kan anvindas till bade
identifiering av djur samt faderskapstest (Fowler et al., 1998). Det ir en relativt billig metod
som ger ganska snabba resultat men nedédrvs dominant s man kan inte skilja heterozygota
alleler fran homozygota vilket ger begrinsad information (Primrose & Twyman, 2006;
Frankham et al., 2008).

Mikrosatelliter

Mikrosatelliter dr precis som DNA fingerprints repeterande tandem sekvenser men é&r kortare
och bestar bara av 1-5 baspar. De ér jamnt utspridda i genomet och har ofta ett avstand mellan
varandra pa mellan 5000- 50000 baspar (Morin et al., 2004). De ir vildigt polymorfa pa
grund av det varierande antalet repeterande enheter (Buford & Wayne, 1993; Valdes et al.,
1993). Mikrosatelliter har en hog mutationsfrekvens och stora populationsprov kan analyseras
samtidigt genom PCR och gelelektrofores (Roy et al., 1994). Mikrosatelliter kan anvindas for
att bestimma fordldraskap och annat sliktskap hos bade minniska och djur. De &r dven
mycket anvindbara for att kunna skilja mellan underarter och populationer inom underarter
samt for att méta genetisk variation inom populationer ((Buford & Wayne, 1993; Roy et al.,
1994; Estoup et al., 1995). Detta tack vare mikrosatelliternas stora polymorfa variation och
evolutiondra hastighet. Det behovs inget invasivt ingrepp eftersom mikrosatellitloci dr sa sma
att de kan tas fram i PCR och det behdvs sa lite DNA att det ricker med har eller avforing
(Buford & Wayne, 1993; Woodruff, 1993). De nedédrvs codominant (Frankham et al., 2008).
Mikrosatelliter kan ta lang tid att ta fram om man maste hitta helt nya markorer till en art man
inte testat innan och det kan da bli ganska dyrt (Slate et al., 2009). Finns det redan markorer
for arten gar det snabbare och dven billigare att anvinda sig av denna metod. Ofta kan dven
primers som hittats i en art anvéndas till flera niarbeslidktade arter som till exempel mellan far
och notkreatur, mus och ratta samt chimpans och ménniska (Moore et al., 1991). Det &r en
semi-automatisk metod med en relativt hog frekvens av felaktigheter (felfrekvens) eftersom
det ger utrymme for minskliga misstag (Hoffman et al., 2005; Pompanon et al., 2005).
Eftersom den inte &r helt automatisk kan det vara svart att typa mer @n 10 loci at gangen vilket
gor att den inte &r ideal for genkartering (Slate et al., 2009).

Mikrosatelliter har vissa begrinsningar. De kan innehalla nollalleler och variabla
mutationsmonster vilket kan ge tveksamma dataresultat (Kalinowski, 2002; Morin et al.,
2004). En nollallel 4r en mutation som resulterar i att man inte far fram nagon PCR produkt
for den mikrosatelliten. Om man inte uppticker nollallelen kan heterozygota individer
misstolkas som homozygota i en population om det finns manga nollalleler i den. Man maste
dirfor vara forsiktig med att jimfora homozygoti mellan populationer som har olika
allelsammansittning (Callen et al, 1993; Buford & Wayne, 1993). Loci kan dven vara ganska
glesa och svara att hitta i vissa arter (Navajas et al., 1998). Blouin et al., (1996) visade att det
kan krivas vildigt manga mikrosatelliter ndr man ska mita sliktskap mellan halvsyskon men
dven syskon for att fa en hog statistisk sikerhet. Det kan vara bade tidskrdvande och dyrt.

Mitokondrie DNA

Mitokondrien innehaller DNA som kallas mtDNA. mtDNA nedérvs maternellt genom att det
foljer med dgget fran modern till barnet och dr darfor vildigt bra att anvianda for att spara
slaktskap pa modernet. Genetisk variation i mtDNA kan mitas genom flera metoder som &r
relativt dyra och kan goras med en icke- invasiv provtagning. mtDNA har en hog
mutationshastighet och dr mycket variabel (Dupont, 2008). Analyser av mtDNA &4r den mest
anvinda metoden for undersokningar av sliktskap mellan nira besldktade arter eller mellan



populationer av samma art och anvinds for att klara ut taxonomiska osdkerheter (Harrison R,
1989).

mtDNA kodar bara for en liten del av det totala DNAt i en organism vilket innebar att
information om organismens hirstamning i mtDNA kan skilja sig mycket fran informationen
som hittas i DNA i kédrnan. Det skiljer sig dven eftersom mutationer sker snabbare i mtDNA
an DNA i cellkdrnan vilket man maste vara medveten om (Ferris, 1983; Dupont, 2008).

Single nukleotid polymorfism (SNPs)

En SNP é&r en enbasvariation i en nukleotid i DNA sekvensen som annars #r identisk.
Exempelvis kan sekvensen AAGGCT éndras till ATGGCT och platsen dir nukleotiderna byts
ut kallas SNP (Primrose & Twyman, 2006). SNP- markorer &r relativt enkla att ta fram genom
PCR och det sker helt automatiskt (Slate et al., 2008). De finns med 300- 1000 baspars
mellanrum vilket gor att man kan genotypa ett stort antal loci vilket &r en stor fordel om man
ska uppskatta heterozygoti (Morin et al., 2004; DeWoody & DeWoody, 2005). Eftersom
SNPar ir bialleliska visar de mindre variation per locus dn vad mikrosatelliter gor men det
vigs upp eftersom de finns i sa stort antal och dr jimnt utspridda 6ver genomet. Man far
istédllet analysera fler SNPar dn mikrosatelliter for att fa lika hog statistisk sékerhet, man kan
analysera hundratals och tusentals loci i modellorganismerna (Kwok, 2001; Evans & Carden,
2004). SNPar kan tas fram med ett icke invasivt ingrepp eftersom bara lite DNA krivs. De ar
relativt dyra att ta fram men dr kostnadseffektiva om flera laboratorier samarbetar eller om
flera arter undersoks med samma primers (Morin et al., 2004).

SNPar har en relativt 1ag felfrekvens men det kan finnas en liten risk for under- eller
overskattningar av frekvensen av SNPar. Detta sker genom sma skillnader som kan goras i
framstillningen av SNPar genom olika storlek pa prover, olikheter i provets sammanséttning
med mera (Clark et al., 2005; Slate et al. 2008). Pa en del laboratorier har de slutat anvinda
mikrosatelliter och anvinder sig bara av SNPar for att de anses bittre och mer
kostnadseffektiva (Rockefeller University Genomic Research Center 2010, Mutation Analysis
Facility, 2010).

Olika anvéandningsomraden

Nagra av de viktigaste omradena att fa information om finns listade i tabell 1. Invasiv
provtagning, kostnad och tid &r mer praktiska detaljer som &r viktiga i valet av markor.
Arftlighet som nimnts tidigare #r viktigt for att veta om ett loci #r heterozygot eller
homozygot (Frankham et al., 2008). Taxonomisk status dr viktigt for att veta om tva
populationer som utvecklats pa olika platser i vérlden faktiskt har utvecklats at sa olika hall att
de behover hallas atskilda som tva olika arter. Uppskattning av effektiv populationsstorlek
(Ne) dr viktigt for att veta hur manga djur i en population som faktiskt far avkomma for att
bland annat veta hur stor en population behdver vara for att det inte ska bli inavel. Individuell
identifiering, sldktskap och faderskap &r alla viktiga for att kunna undvika inavel och behalla
en sa stor genetisk variation som mojligt (Frankham et al., 2008).



Tabell 1. Egenskaper och skillnader i de olika metoderna. Tid innebir den tid det tar for att
utveckla tekniken sa att den kan anvindas for att genotypa arten. Referenser till
anvindbarheten av SNPar for de olika omradena dr foljande: Effektiv populationsstorlek Ne
(Nomura, 2009; Morin et al., 2004) individuell identifiering (Glover et al., 2010; Morin et al.,
2004; Tokarska, 2009) taxonomisk status (Boursot & Belkhir, 2006; Adams et al., 2008) samt
faderskap (Morin et al., 2004; Tokarska et al., 2009). Ovrig information dr hiamtad och

omformaterad fran tabell 3.2 s. 57 och 19.1 s. 476, (Frankham et al., 2008)

DNA
SNP Mikrosatellit fingerprinting RAPD mtDNA
Invasiv Nej Nej Ja Nej Nej
provtagning
Tid Léng Léng Begrinsad Begrinsad Lang
Mattlig- Lag-

Kostnad hog Mittlig Mittlig mattlig Mattlig- hog
Arftlighet Codominant Codominant Dominant Dominant Maternell
Uppskattning Mycket Mycket 7% Ej Mycket
av N, anvindbar  anvindbar anvindbar  anvédndbar
Individuell Mycket Mycket Ej Anvindbar Mycket
identifiering anviandbar  anvindbar anviandbar anvindbar
Taxonomiskt Mycket Mycket Mycket Mycket Mycket
status anviandbar  anvindbar anviandbar anviandbar  anvidndbar
Faderskap Mycket Mycket Mycket Anvindbar Ej

anvindbar  anvindbar anvindbar anvindbar

* Kan anvindas 1 vissa fall

I tabell 1 kan det utldsas att SNPar och mikrosatelliter dr véldigt anviandbara for att fa fram
information om alla de viktigaste omradena inom bevarandegenetiken, men de tar dven lang
tid att ta fram och kostar en del. DNA- fingerprints dr mycket anvéndbara till taxonomisk
klassificering och faderskap men kan inte anvindas till att fa information om de andra
egenskaperna. De tar dock inte lika lang tid att anvinda men nedérvs dominant och kréver ett
invasivt ingrepp vilket innebér begransningar och stress for djuren. RAPD gar att anvénda till
identifiering och faderskap om &n inte i samma omfattning som SNPar och mikrosatelliter, de
ir mycket anvédndbara for taxonomisk klassificering men kan inte anvindas for uppskattning
av effektiv populationsstorlek. Den &r dédremot relativt billig att ta fram men nedirvs
dominant. mtDNA #r mycket anvidndbar for att fa fram den mesta informationen men bara pa
den maternella sidan vilket ger begrinsad information. De tar lang tid att ta fram och till en
ganska hog kostnad och kan inte anvindas for information om faderskap.



Studier dar de olika metoderna anvands

Ett exempel pa hur mtDNA kan anvéndas dr nar Templeton et al. (1987) undersokte genetisk
variation hos en population Speke’s gaseller (Gazella spekei) som holls i fangenskap. De
hittade tre variabla positioner av 41 i mtDNA vilket innebar att hela populationen
hédrstammade fran tre honor. Honorna hade tre olika haplotyper (alleler som ligger sa nira att
de nistan alltid nedérvs tillsammans) vilket betyder att slutsatsen kunde dras att de tre
honorna inte hade samma ursprung. Sadan information &r viktig for att veta att grundarna i en
population inte dr slikt, nagot man annars bara kan gissa sig till (Templeton et al., 1987).

Ivy et al. (2009) gjorde ett forsok pa Parmavallaby (Macropus parma) som ir ett kingurudjur.
De framstillde mikrosatelliter speciellt for vallabyn och anvinde dem for att faststélla
fordldradjuren i populationen och pa sa vis forbittra stamtavlorna. Deras resultat indikerade
att mikrosatelliternas bedomningar av fordldraskap var anvindbara for att faststilla stamtavlor
men att det inte gav sa mycket information som var viktigt for bevarandet av genetisk
variation och att undvika inavel eftersom djuren inte var sa beslédktade. Informationen de fick
fram i avelsprogrammen gav liten fordel men hade sikert varit till storre hjdlp om djuren hade
varit mer besliktade (Ivy et al., 2009).

Fowler et al. (1998) tog fram 32 RAPD primers for att studera fordldraskap hos koalor
(phascolarctos cinereus). Av dessa 32 var 25 stycken direkt anvindbara for analys av
forildraskap och flera fordldrar kunde identifieras. Deras reslutat indikerade att detta kan vara
en budgetvariant for djurparker nir det giller genetiska analyser istillet for att anvéinda
mikrosatelliter. Det visade att RAPD markorer effektivt kan faststilla faderskap i sma grupper
av koalas och i vissa fall kan avgora bada fordldrarna med sa fa som 7 informativa RAPD
loci. De visade dven att detta @r en palitlig och billig metod for identifiering av koalor i
fangenskap (Fowler et al., 1998).

Geyer et al. (1993) jimforde genetisk variation och sliktskap hos 32 stycken Californiska
kondorer (Gymnogyps californianus) genom att anvinda sig av DNA fingerprinting. De
kunde direfter dela in kondorerna i tre undergrupper dir det var en signifikant storre genetisk
skillnad mellan grupperna @n inom dem. De kunde genom denna information undvika inavel
genom att hindra parningar inom grupperna (Geyer et al., 1993).

Tokarska et al. (2009) undersokte effektiviteten av att anvinda sig av SNP markorer for att
undersoka fordldraskap och individuell identifiering av den Europeiska bisonoxen (Bison
bonasus). Bisonen har himtat sig efter en kraftig flaskhals under borjan av 1900- talet men
populationen har vildigt liten genetisk variation och hidrstammar enligt stamtavlor fran endast
tva individer. Forskarna anvinde sig av 17 mikrosatelliter och 960 SNPar och jimforde
effektiviteten hos dessa. Bade faderskapsbestimning och identifiering med hjilp av
mikrosatelliter misslyckades eftersom det var for lag heterozygoti i markorerna. Dessa kan
darfor inte anvéndas i populationer med sa liten genetisk variation. Daremot kunde SNParna
framgangsrikt identifiera djuren och bestimma faderskap. Det visade sig dven att det hade
rackt att anvianda 80- 90 SNPar for att fa statistisk sdkerhet. I detta forsok kunde SNPar
anvidndas som redan tagits fram till domesticerad boskap (Bos taurus) vilket gav en ligre
kostnad @n mikrosatelliterna vilket indikerar att detta &r en mycket effektiv och anvéndbar
metod om det finns markorer for arten. De kan dven anvindas till populationer som
genomgatt en flaskhals och har en vildigt 1ag genetisk variation (Tokarska et al., 2009).

I ett arbete som utférdes av Morin et al. (2004) jimfordes anvindningen av SNPar, mtDNA
och mikrosatelliter med avseende pa statistisk sidkerhet, analytiska metoder,
teknikforbéttringar och begrinsningar. De kom fram till att SNPar ger likvirdiga statistiskt
sdkra resultat som bade mikrosatelliter och mtDNA men tdcker en bredare del av genomet och
ger en hogre kvalitet pd data dn de andra. De anser att SNPs &r effektiva och prisvirda
genetiska markorer (Morin et al., 2004).



Populationsstorlek

En viktig faktor for att kunna bevara genetisk variation 4r att ha en tillrickligt stor effektiv
population. Det finns manga olika teorier om hur stor en population behover vara for att
bevara den genetiska variationen som finns naturligt i en population. Franklin (1980) samt
Lande & Barrowclough (1987) menar pa att det skulle krivas en effektiv populationsstorlek
pa 500 djur. Denna storlek bestimdes genom att se nir den additiva genetiska variansen okar
lika mycket for en kvantitativ egenskap genom mutation, som den minskar genom genetisk
drift. Lande (1995) menar dock att hastigheten pa storre mutationer som ger genetisk variation
i kvantitativa egenskaper gar mycket langsammare #n det totala antalet mutationer eftersom
mutationer som ger stor effekt ocksa kan vara letala for djuret. Dirfor bor den effektiva
populationsstorleken vara ca 5000 djur for att ge normal niva av adaption i de kvantitativa
egenskaperna hos en population. Franklin & Frankham (1998) argumenterade for att Lande
(1995) som beriknade lamplig effektiv populationsstorlek till 5000 djur riknade med for lag
mutationshastighet. De kom fram till att populationsstorlek pa 500- 1000 djur var tillrackligt.
Thomas (1990) kom fram till att det kridvs en populationsstorlek pa fran 1000 till 10 000- tals
djur. Soulé (1987) gjorde en sammanfattning 6ver olika forskares teorier och kom fram till att
det i alla fall krivs en effektiv populationsstorlek pa minst 1000 djur for att ha en 95%
sannolikhet for Overlevnad och utan minskning i fitness pa nagra hundra ar. Det var
minimigrénsen.

Diskussion

Det finns manga olika metoder for att mita genetisk variation och de utvecklas stindigt. For
att vilja genetisk markor ska man tinka pa nagra olika faktorer. Vad man har for
utgangsmaterial for analys, om det har nagon betydelse om man viljer en codominant eller
dominant markor, vilken information man vill ha, kostnaden, tiden, variabiliteten och
markorens biologiska egenskaper.

En djurpark har méanga olika slags djur och ett avelsarbete som omfattar manga arter som ofta
kan vara ovanliga, de &r antagligen intresserade av billiga metoder som ger snabba resultat.
RAPD och DNA fingerprinting kan da vara de mest limpade metoderna eftersom de dr
billiga, relativt snabba och inte heller kriver nagon tidigare information om artens DNA. Det
behovs dock ganska mycket DNA for att kunna anvénda sig av DNA fingerprinting och
kriver ett invasivt ingrepp (Frankham et al., 2008). Det &r en stor nackdel eftersom vissa
djurarter &r sa sma att det dr svart att ta tillrickligt med blod eller annan vdvnad fran dem. Det
innebir dven alltid en stress for djuren att bli hanterade varfor jag anser att denna metod dr
mindre limpad for en djurpark. DNA fingerprinting kan inte heller anvindas for individuell
identifiering (tabell 1.) vilket gor den opassande. RAPD ir da ett bittre alternativ eftersom
DNA kan tas fran har, avforing eller annat och inte kriver ett invasivt ingrepp (Fowler et al.,
1998). RAPD ger dock dven den en ganska begrinsad och oversiktlig information.
Arftlighetsformen ir en viktig faktor i avgorandet av vilken metod man ska anvinda nir det
géller att méta genetisk variation. SNP och mikrosatelliter nedédrvs codominant vilket dr den
onskade formen da man far fram information om alla olika genotyper (Frankham et al., 2008).
Mikrosatelliter och SNPar ger pa sa vis mer information per locus @n RAPD och DNA
fingerprinting gér. Men RAPD och DNA fingerprinting gor det mdjligt att undersoka fler loci
da de overgriper manga fler baspar (10-20) medans mikrosatelliter innefattar 1-5 baspar och
SNPar 1 baspar (Frankham et al., 2008). Codominant nedidrvning ger hogre kvalitet pa
informationen om genetisk variation da man ser bade recessiva och dominanta alleler vilket
gOr att man kan gora bittre jimforelser mellan hotade och icke hotade arter, slidktskap med
mera. SNPar och mikrosatelliter dr dirfor att foredra informationsméssigt framfor RAPD.
RAPD kan inte heller anviindas for att undersoka effektiv populationsstorlek i en population
vilket annars kan ge virdefull information. En nackdel med mikrosatelliter och SNPar ir att
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om det inte finns tidigare markorer for de aktuella arterna maste nya tas fram pa laboratorier
och testas flera ganger for att veta att de ar tillrackligt variabla vilket bade dr dyrare och tar
langre tid &n RAPD. Nér man vél tagit fram markorer kan ofta primers som hittats i en art
anvindas till flera niarbesliktade arter som till exempel mellan far och notkreatur, mus och
ratta (Moore et al., 1991). Detta har man inte sett i anvidndningen av minisatelliter (DNA
fingerprint och RAPD). Nir man vil fatt fram mikrosatelliter for en art ger de mycket
anvindbar information om de omraden som #r viktiga for bevarandebiologin (se Tabell 1.)
Man kan tdnka sig att en djurpark har ganska manga arter som det inte finns markorer for
vilket kan bli vildigt dyrt om de ska ta fram nya till varje art. Det kan vara en faktor att ta i
beaktning vid val av metod. Ett alternativ kan vara att ha ett samarbete med laboratorier vilket
kan gora det billigare att ta fram markorer.

SNPar vs mikrosatelliter

Det finns olika for och nackdelar med mikrosatelliter och SNPar lite beroende pa anvéndning
och djurslag. Bada metoderna kan anvindas for att fa fram samma viktiga information (se
Tabell 1.) om populationerna men med nagra skillnader. Generellt sa krivs fler SNP-
markdorer dn mikrosatelliter for att fa fram samma information eftersom SNPar bestar av tva
alleler medans mikrosatellitloci har manga (5-20) (Morin et al., 2004). SNPar ger statistiskt
likvérdiga resultat som mtDNA och mikrosatelliter men ticker en storre del av genomet
eftersom de hittas med 300- 1000 baspars mellanrum medans mikrosatelliter hittas med 5000-
50000 baspars mellanrum. Man kan da undersoka en storre del av genomet och far en hogre
kvalitet pa informationen vilket gor att detta dr den bésta metoden vad giller kvaliteten pa
information (Morin et al., 2004; Tokarska et al., 2009). Om det redan finns SNPar framtagna
for den art man vill undersoka eller nagon nérbesldktad art sa dr det dven den billigaste och
mest informativa av de tva metoderna. SNPar dr fortfarande dyrare @n mikrosatelliter att ta
fram men kostnaderna sénks ju mer tekniken utvecklas och eftersom det stindigt tas fram nya
SNP- markorer for flera arter kommer de snart finnas for de flesta arter. Da kommer SNPar
antagligen bli den billigaste och mest anvindbara metoden for att mita genetisk variation
(Morin et al., 2004).

I populationer didr det finns en vildigt liten genetisk variation kan det vara for lite
heterozygoti for att det ska ga att anvianda mikrosatelliter och da kan SNPar anvéndas istéllet
(Tokarska et al., 2009). Sa kan fallet vara pa vissa djurparker dir inaveln kan vara stor. En
nackdel med SNPar ir att de dr bialleliska och darfor inte kan ha en heterozygoti pa 6ver 0,5.
Det dr en nackdel vid bestdmning av forildrar och identitet som kridver hog statistisk sidkerhet
(Tokarska et al., 2009). Det finns dven en liten risk for under- eller 6verskattningar av
frekvensen av SNPar. Detta sker genom olikheter i upptiackten av SNPar genom olika storlek
pa prover, olikheter i provets sammanséttning med mera. Detta dr dock mer ett problem i
undersokningar mellan arter 4n inom en art (Clark et al., 2005; Slate et al., 2008). Risken for
felbedomningar i SNPar @r dock mycket mindre dn i mikrosatelliter. Metoden é&r inte lika
automatiserad vilket ger ett storre utrymme for minskliga misstag. Pa grund av det och
faktorn att mikrosatelliter dr sa polymorfa har de en hogre felfrekvens dn SNPar (Hoffman et
al., 2005; Pompanon et al., 2005). Aven detta ir nagot att beakta vid valet mellan dessa tva
markorer.

mtDNA

mtDNA dr mycket anvéndbart nir det giller att klassificera en arts taxonomiska tillhorighet
vilket kan vara mycket anvindbart pa en djurpark. Dar kommer djur fran olika populationer
och platser i virlden och antas vara av samma art niar de egentligen har utvecklats at sa olika
hall att de behover hallas separerade som olika arter. Eftersom mtDNA bara nedirvs
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maternellt 4r metoden inte anvidndbar vad géller information om faderskap (Kalinowski, 2002;
Morin et al., 2004; Dupont, 2008). Det ir en stor begriansning da man for att kunna fora ett bra
avelsarbete, behover information om bada fordldrarna. En felkdlla som uppkommer vid
anvidndningen av SNPar eller mikrosatelliter dr nollallelerna som kan ge felaktig information
om heterozygoti och gora sa ett loci felaktigt tolkas som homozygot. En férdel med mtDNA
ar att om en mutation sker i mtDNA sa finns det bara i en kopia vilket gor att man direkt ser
att det uppkommit ett fel och kan bortse fran det loci.

Populationsstorlek

Nir ett djur blir listat som utrotningshotat finns det ofta inte mer dn 1000 individer kvar
(Wilcove et al., 1993). Manga forskare anser att det krivs manga fler djur 4n sa for att behalla
en langsiktig genetisk livskraftighet och tillricklig evolutiondr potential i en population
(Thomas, 1990; Lande, 1995). Den effektiva populationsstorleken dr cirka hilften till en
fjardedel sa stor som populationsstorleken och den effektiva populationsstorleken varierar
dven i olika populationer och mellan arter (Lande, 1995; Frankham, 2008). Med avseende pa
detta anser jag att olika djurarter borde bevaras vid olika antal individer beroende pa de olika
effektiva populationsstorlekarna i de aktuella arterna. Overlag borde de bevaras vid ett storre
antal resterande djur sd att de har en chans att inte bara aterhdmta sig utan dven kunna
utvecklas evolutionirt och anpassa sig i en fordnderlig miljo. Flera studier visar pa att skyddet
av hotade djur och bevarandearbete sitts igang for sent for de flesta arterna och om det skulle
sdttas igang tidigare skulle det 6ka chansen for aterhamtning (Wilcove et al., 1993).

Slutsats

Vilken metod man ska anvinda far viljas utifran den information som behovs samt vilka
forutséttningar som finns for en art. Finns det inga SNP- eller mikrosatellit markorer
framtagna for en art dr det ett tidskrdvande och kostsamt arbete att ta fram vilket inte kénns
som att en djurpark har resurser eller mojlighet att gora. Da kan istéllet RAPD metoden vara
ett bra alternativ. Den ger en lite mer Oversiktlig information om vilka som &r ndrmare slikt
med varandra och kan dven anvindas for identifiering och faderskapsbestamning och darmed
kunna utveckla avelsprogrammen (Fowler et al., 1998). For att kunna bedriva ett riktigt bra
avelsarbete kan det dock krdvas lite mer informativa markoérer. Da dr SNPar och
mikrosatelliter overldgsna och sirskilt om det redan finns markorer framtagna. Mikrosatelliter
har ldnge varit den dominerande markoren for populationsstudier (Tokarska et al., 2009;
Glover et al., 2010) men SNPar kan komma att bli de mest anvidndbara markorerna i
framtiden da de dr mer kostnadseffektiv, ger information av hogre kvalitet och ir statistiskt
lika sidkra som mikrosatelliter (Morin et al., 2004). Om man bara soker information om
taxonomisk tillhorighet kan mtDNA med fordel anvindas men kan inte anvindas for att fa
fram sa mycket annan information. Metoder som visar en hogre niva av genetisk variation ger
mer virdefull information till bevarandebiologin och kan bidra till arbetet att ridda
utrotningshotade djur.
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