Identifiering av paronsorter med hjialp av DNA-markorer

Bakgrund

En viktig forutséttning for framgangsrik forskning och sortframstéllning, bade i dag och 1
framtiden, &r tillgdng pa ett genetiskt variabelt vaxtmaterial. Ett stort antal lander har dérfor
inrdttat program for att samla in, bevara och karaktirisera genetiska resurser av viktiga
nyttovaxter. I Sverige ligger detta ansvar pd POM (Program for Odlad Mangfald), som i
samarbete med NordGen (f.d. Nordiska genbanken) bevarar 'mandatsorter' av exempelvis
frukt och bir, dvs sorter som uppkommit i Sverige eller haft en 1dng och viktig odlingshistoria
hér. Hittills har 57 olika paronsorter fétt status av mandatsort. Flertalet av dessa bevaras i
nagot av de 11 klonarkiven runt om i landet (Hjalmarsson 2007). Desutom finns det en storre
samling av pdronsorter, nimligen pa Balsgird-SLU, med drygt ett 100-tal namngivna sorter
varav 30 mandatsorter.

Vanligen utnyttjar man pomologisk expertis vid insamling och uppréttande av
sortsamlingar. Men tyvérr dr det ofta mycket svart att bestimma péronsorter enbart pa
pomologiska karaktérer (Nilsson 1989), vilket innebar att en del av vixtmaterialet i olika
genbanker kan vara felbestdmt. Dessutom kan vissa forment lokala eller nationella sorter
egentligen vara identiska med utléndska sorter som pomologerna inte varit bekanta med.
Manga fel kan ocksa uppsta vid det fortsatta arbetet med forokning och plantering av
vixtmaterial.

DNA-baserad sortidentifiering

Numera finns det DNA-markorer som kan anvindas for att forse exempelvis parontrdd med
en individ-baserad streckkod (Ghosh m.fl. 2006; Bao m.fl. 2008; Bassil m.fl. 2008; Xuan
2008; Bassil och Postman 2009). Flera vetenskapliga bocker och artiklar har publicerats med
detaljerade beskrivningar av olika DNA-markorer och deras anviandbarhet for sortbestimning
(se t.ex. Weising m.fl. 2005; Nybom och Weising under tryckning). Kortare och mera
lattillgéngliga artiklar med fokus pé kérnfrukt och skrivna pa svenska finns ocksa (se t.ex.
Garkava-Gustavsson och Nybom 2004; Gustavsson och Mattisson 2005; Garkava-Gustavsson
2006; Nybom 2009; Nybom m.fl. 2009a, 2009b).

Vanligen baseras DNA-analyserna pa blad av aktivt vixande trdd. I framtiden kommer
man troligen att alltmer anvdnda DNA-analyser for att dven analysera olika produkter som
framstillts av det aktuella sortmaterialet. Detta dr speciellt intressant for sddana produkter,
som enligt etiketteringen, framstéllts av en viss, kanske bdde kulturellt och biologiskt speciellt
vérdefull sort. Sdlunda har man kunnat pavisa att den lokalt odlade &pplesorten Annurca
verkligen hade anvints i vissa juice- och mosprodukter (Melchlade m.fl. 2007). Man har dven
lyckats framstélla analyserbart DNA ur torkade paron, samt, med vissa svarigheter, ur
konserverad frukt och juice (Yamamoto m.fl. 2006).

DNA-baserade analysresultat for sortbestdmning i genbanker kan delas in i fem olika
klasser (de Andres m.fl. 2007). Klass 1 omfattar sorter for vilka det bara finns ett DNA-prov
och detta uppvisar en unik DNA-profil. Klass 2 omfattar sorter som representeras av flera
DNA-prover (t. ex. fran flera trdd i olika sortsamlingar), och dir dessa prover uppvisar en
enda, unik DNA-profil. Om det analyserade vixtmaterialet &r korrekt bestdmt, s ar alltsd
bade klass 1- och klass 2-sorterna korrekt skyltade i de undersokta sortsamlingarna. Klass 3
omfattar sorter med olika namn men med samma, unika DNA-profil. Om materialet r korrekt
bestdmt, maste alltsa dessa sorter betraktas som synonymer eller mdjligen som mutanter vilka
inte kan skiljas at med DNA-markorerna. Klass 4a omfattar sorter med flera DNA-prover som



i sin tur ger upphov till olika DNA-profiler. Om materialet dr korrekt bestdmt, méste en sddan
sort betraktas som icke enhetlig vilket egentligen inte bor kunna hinda inom vegetativt
forokade vixtslag som paron. Klass 4b ér identisk md klass 4a forutom det faktum att minst
en av de olika DNA-profilerna dven forekommer hos en sort med ett annat namn, vilket tyder
pa att &tminstone delar av det undersokta vixtmaterialet dr felbestdmt.

Mikrosatellit-DNA-markorer

Flera olika typer av DNA-markdrer har anvénts, som RAPD, AFLP och transposon-baserade
metoder for att sirskilja exempelvis dpple- respektive paronsorter (Antonius-Klemola m. fl.
2006; Garkava-Gustavsson och Nybom 2007; Bao m.fl. 2008).

Nir syftet r att framstédlla DNA-baserad information for identifiering av material i storre
sortsamlingar, anvénds emellertid néstan alltid mikrosatellit-DNA-markorer eftersom dessa
oftast ger tydliga och reproducerbara resultat, vilka lampar sig for upprittande av stora
databaser som kan utnyttjas dven i internationella ssmmanhang (Ghosh et al. 2006; Bassil et
al. 2008; Garkava-Gustavsson m.fl. 2008; Xuan 2008; Bassil och Postman 2009). En
mikrosatellit-DNA-markdr bestér av en liten bit av DNA-molekylen dér det ofta sker
mutationer. Denna typ av DNA anvinds dirfor for identifiering av enskilda ménniskor, djur
och vixter. For framstéillning av mikrosatellit-DNA-markorer anvinds speciella primerpar;
dvs korta, syntetiskt framstdllda DNA-sekvenser. Med dessas hjélp kan man skapa ett 'DNA-
fingeravtryck' for en viss sort vilket sedan kan anvindas for jamforelse med andra sorter eller
individer av samma art. Dessa DNA-fingeravtryck sédger diremot inget alls om vilka
egenskaper sorten eller individen har, utan kan snarare jimstéllas med en streckkod pa en
varuhusartikel.

Inom ECPGR (European Community for Plant Genetic Resources) har man tillsatt en
kommitté for utarbetande av ett gemensamt internationellt system for anvindningen av DNA-
markdrer som hjdlpmedel for sortidentifikation. Ett 6kande antal parongenbanker har ocksé
redan bdrjat utnyttja DNA-markorernas fordelar; sdlunda har alla 500 pironsorterna i
National Fruit Collection pa Brogdale Farm i England analyserats med 12 mikrosatellit-DNA-
markdrer. Dessa har valts ut inom ECPGR (Evans m.fl. 2009), och méilséttningen ar att alla
dessa DNA-data ska matas in i en gemensam databas, som sedan kan utgora referens for olika
nationella sortsamlingar runt om i varlden.

Gener och alleler

Flertalet paronsorter dr diploida (sammanlagt 34 kromosomer). Dessa 34 kromosomer bildar
17 par. Pa kromosomerna sitter ett stort antal gener. Den plats pa en kromosom dér gener for
ett visst arvsanlag huserar kallas ett locus ('loci' i plural). Gener som 'bor' i samma locus hos
ett visst kromosompar kallas ofta alleler, eftersom de egentligen bara utgdr olika varianter av
samma ursprungliga gen. En diploid paronsort kan ha en allel (de tvd kromosomerna i ett par
har da samma allel) eller tva olika alleler (de tvd kromosomerna i ett par har olika alleler) i ett
visst locus. En triploid sort (sammanlagt 54 kromosomer som bildar 17 tripletter) kan pa
motsvarande sitt ha upp till tre olika alleler i samma locus.

Varje primerpar i en mikrosatellit-DNA-analys, amplifierar en bit av DNA-molekylen
som da kallas for ett locus (trots att vi inte alls vet om just denna bit av DNA-molekylen har
betydelse for ndgot arvsanlag). I varje sadant locus kan en vanlig, diploid péronsort alltsa ha
tvd alleler. Triploida sorter kan istéllet ha tre olika alleler i samma locus. Olika alleler skiljer
sig ofta at i antalet baspar som bygger upp DNA-molekylen, och det ar dessa
storleksskillnader som vi méter i vdra analyser. Mikrosatellit-DNA-alleler har oftast en storlek
pa 100-200 baspar (bp). Med dagens kénsliga analysmetoder, kan man sirskilja &ven sddana
alleler som bara skiljer sig 4t med ett eller tva baspar.



Projekt for identifiering av pdronsorter

Medel erholls 2008 (210.000:-) och 2009 (200.000:-) fran Jordbruksverket for att utféra en
DNA-baserad identifiering av mandatsorter av paron i Sverige. Malséttningen var att alla
mandatsorterna skulle forses med ett DNA-fingeravtryck baserat pd generna i 12 mikrosatellit
DNA loci, utvalda inom ECPGR. Projektansvarig har varit Hilde Nybom, och utférare av
DNA-analyserna Jasna Sehic.

Material

Bladprover samlades in 2008 och 2009 fran 30 sorter pa Balsgard: Rodkottigt paron (ej i
mandatsortlistan men missténkt synonym till Blodpdron), Bonne Louise (synonym: Bonne
Louise d'Avreches), Carola, Cecilia, Rod Clapps favorit (ej i mandatsortlistan men troligen en
mutation av vanlig Clapps favorit), Clara Frijs, Comice (synonym: Doyenné de Comice),
Conference, Esperens herre, Filip (synonym: Dubbelfilip), Fritjof, Furstligt gront taffelpiaron
(synonym: Fiirstliche Tafelbirne), Gansels bergamott, Graparon (synonym: Jut), Grinnaparon
(synonym: Grinna rddparon), Goteborgs diamant, Herzogin Elsa, Hollandskt fikonparon
(synonym: Calbas musqué), Hovradsparon (synonym: Maréchal de Cour), Hovsta,
Hostbergamott (synonym: Bergamotte ronde d'autumn), Ingeborg, Johantorp,
Kejsarinnepiron (synonym: Epargne), Lybeckerbergamott (synonym: Liibecker
Sommerbergamotte), Moltke (synonym: Grev Moltke), Pierre Corneille, Solleroparon, Tysk
nationalbergamott (synonym: Deutscher Nationalbergamotte; tva olika trdd analyserades) och
Windsor (tva olika trdd analyserades).

Fran klonarkiven fick vi material av 21 sorter ar 2008. Merparten erhdlls som kvistar
insamlade under tidig vér. Dessa kvistar drev vi sedan fram 1 vaxthus tills de producerade
tillrackligt med blad for DNA-extraktioner. Insamlade sorter var Hushallsparon (Aspa
Hushallspéron) och Kanelpéron frdn Jirnboas fran Alntorps O, Bergamott frin Skilby
kungsgérd, Blodpéron (kallat Franskt blodpéron), Clapps favorit, Grannaparon och Leabo
langpédron fran Brunstorp, Gernandtspiron, Paskpéaron (synonym: Doyenné d'hiver) och
Skénskt sockerpdron (synonym: Sapin) fran Fredriksdal, Fullerépédron, Lundstroms
bonchrétien och Wennstromsparon fran Linnés Hammarby, Augustipdron (synonym:
Experimentalfiltets augustipdron) frdn Bergianska tridgérden, Klockhammarspéron,
Sodermanlandspéron, Tedapéron, Trogsta augustipdron, Vingakers kanelpiron och
Alebypiron frin Julita, och Lindhultspiron fran Munkagardsgymnasiet. Tre av dessa sorter
formodades vara identiska med sorter som togs med dven fran Balsgard:
Blodparon/Rodkéttigt paron, Clapps favorit/Rod Clapps favorit och Griannapéron.

Under 2009 kompletterades materialet med Fritjof, Hovradspiron, Kanelpéron fran
Vadstena (ej mandatsort men togs med som jimforelsematerial), Klockhammarspéron,
Munkpiron, Svanhalsar och Vingékers kanel fran Alntorps O, Hostbergamott fran Bergianska
tridgéden, Carola, Filip, Holldndskt fikonpdron, Kejsarinnepiron samt en okédnd sort fran
Brunstorp, Géteborgs diamant frdn Munkagardsskolan, Furstligt gront taffelparon, Gansels
bergamott och Moltke fran Fredriksdal, Lybeckerbergamott fran Linnés Hammarby, Cecilia,
Hovsta, Klockhammar, Munkpéron, Sédermanlandspiron och Vingékers kanel fran Julita,
Gréapéron fran Skilby Kungsgérd, Bonne Louise, Esperens herre och Munkpéron fran
Pomerium Vadstenense, samt Clara Frijs, Herzogin Elsa och Pierre Corneille fran
Capellagérden.

For denna undersokning rekvirerade vi &ven bladprover fran atta speciella referenstrad,
som finns i samlingarna pd Brogdale i England. Dessa referenser representerar sorterna Abbé
Fetel, Chantecler, Comice, Conference, Hosui, Passe crassane och Williams samt den vilda
arten Pyrus pendula. Dessa har valts ut av ECPGR under ledning av Kate Evans (East
Malling, England) sa att man ska erhalla internationellt jimforbara resultat och ddrmed kunna
framstilla en gemensam internationell databas for paronsorter fran olika ldnder.



Metoder

DNA isolering
Bladproverna forvarades i -80°C tills anvindning. For extraktion av DNA anvindes DNeasy™
Plant Mini Kit (Qiagen) och tillverkarens eget laborationsprotokoll.

DNA amplifiering

Vi anvinde specialbestillda primerpar for 12 olika mikrosatellit-DNA-loci, som hade valts ut
inom ECPGR, och som redan hade anvénts for att bl a undersoka parongenbankerna pa
Brogdale i England samt i Corvallis i USA. Med hjilp av PCR-teknik, amplifierades DNA
fran varje mikrosatellit-DNA-locus for vart och ett av de olika DNA-proverna. Fér DNA-
amplifieringen anvéndes fyra olika recept (Tabell 1). Gemensamt for alla recepten var 1X
buffert, 0.2 mM dNTP och 0.25 U Taq Polymeras (Thermo Fisher Scientific, Surrey, UK).
Total volym var 12.5 pul med ca 6.25 ng DNA per prov. For primerpar GD96 anvindes recept
4, for primerpar EMPc11 recept 3, for primerpar CH05c06, CH01d08 och CH04e03 recept 2,
och for resterande primerpar anvéndes recept 1.

DNA-amplifieringen utférdes pa en PX2 Thermal Cycler. For verifiering av att korrekt
amplifiering hade skett, testades ca 10 slumpmadssigt utvalda prover, for varje primer, pa en
agarosgel. Da erhélls ett band (eller ibland tvd) men dessa dr inte tillrdckligt skarpa och kan
darfor inte anvéndas for en korrekt storleksidentifiering av de enskilda DNA-banden.

Tabell 1. Fyra olika PCR recept anvidndes for de 12 utvalda primerparen.

Mastermix | MgCl, Primer forward | Primer reverse
(mM) (LM) (LM)

1. 1.0 0.5 0.5

2. 1.0 1.0 1.0

3. 1.0 1.5 1.5

4. 1.5 1.0 1.0

DNA fingeravtryck

For att erhélla skarpa DNA-band, som kan storleksbestimmas ner pa enskilda baspar, maste
PCR produkterna separeras med en sekvenseringsutrustning. Detta utfordes pa Swegene vid
Malmé Akademiska Sjukhus, med hjélp av en 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems).
Bandens storlek faststilldes sedan baserat pa en intern standard (SOOROXTM Size Standard
(Applied Biosystems)) med datorprogrammet GeneMarker” Software v 1.75 (Softgenetics).
For varje primerpar analyserades de tta referensproverna tillsammans med mandatsorterna.
Dessutom dubblerades tre av proverna som en kontroll av reproducerbarhet. Ett stort antal
prover analyserades dessutom tva eller tre gdnger for att erhalla sa sikra resultat om mojligt.
Dylika kontrollkdrningar utfordes dels nir de forsta resultaten ej hallit tillrackligt hog teknisk
kvalitet, och dels nér resultaten indikerade att vaxtmaterialet kunde vara felbestdmt.

Databearbetning
En klusteranalys utférdes med metoden UPGMA i statistikprogrampaketet SPSS, {or att
snabbt kunna identifiera duplicerade DNA-profiler samt ndra sléktskapsforhallanden.



Kromosomtalsbestimningar

Bladmaterial av flera sorter med okint kromosomtal: Furstligt gront taffelparon, Gansels
bergamott, Hovraddspéron, Ingeborg och Pierre Corneille samt den dokumenterat diploida
sorten Conference (som standard) séndes till Holland for faststdllande av kromosomtalsniva
med hjilp av flodescytometri (méiter innehéllet av DNA i cellkidrnorna) hos Plant Cytometry
Services.

Resultat

Savil isolering av DNA som optimering av PCR-amplifieringarna visade sig vara mera
komplicerat d4n vi hade forutsett. Paron ar betydligt svérare att arbeta med dn exempelvis
dpple. Efter att ha testat ndgra olika DNA-isoleringsmetoder, visade det sig att den dyrbaraste
metoden (Qiagen) ocksa var den basta. Vi upptéckte ocksé att tva primerpar gav mycket
varierande resultat, och vi beslot att inte ta med dessa i1 den slutgiltiga utvérderingen. De 10
loci, for vilka vi fick experimentellt tillforlitliga resultat, dr listade i Tabell 2. Négra rutor i
tabellen 4r tomma beroende pa att vi vintar pa kompletterade resultat fran den sista omgéngen
elektroforeser i Malmo. Dessa resultat 14r dock inte paverka véra slutsatser rérande vad som
ar identiska respektive skilda DNA-profiler.

Referensmaterial

Jamforelser mellan referensmaterial av Comice respektive Conference samt prov fran
Balsgérds trdd av samma sorter, tyder pé att dessa trdd ar identiska med de trdd som véxer i
referenssamlingen pa Brogdale i England. Vara DNA band &r ibland 14 baspar storre eller
mindre dn banden som angivits av ECPGR men dylika differenser i bandstorlek uppkommer
mycket ofta ndr resultat frén olika laboratorier jAimfors. Sannolikt orsakas dessa differenser
bade av skillnader i de anvinda kemikalierna och av skillnader i den tekniska utrustningen.

Kromosomtalsbestimningar

Béde Hovradspiron och Ingeborg visade sig vara triploida enligt flodescytometri-
undersokningen. Andra, sedan tidigare kédnda triploida sorter i var undersokning ér Filip,
Gréaparon, Kejsarinneparon och Moltke. I DNA-undersokningen visade det sig, som vintat, att
samtliga dessa sorter hade upp till tre alleler i vissa loci. Ytterligare fem sorter hade tre alleler
vardera i ett enda locus, EMPC117. Troligen var detta en experimentell artefakt, orsakad av
att detta primerpar amplifierade dven ett andra, svagare locus. Tre av dessa sorter hade
nédmligen visat sig vara diploida i den flodescytometriska undersékningen; Furstligt gront
taffelparon, Gansels bergamott och Pierre Corneille. De andra tva sorterna, Kanelpdron fran
Jarnboas och Svanhalsar, undersoktes ej med flodescytometri.

Sldktskapsforhdllanden

I tre fall var det mojligt att jimfora en sort med sina tva fordldrar; Carola (Johantorp x
Comice), Fritjof (Conference x Clapps Favorit) och Ingeborg (Conference x Bonne Louise). |
varje locus har avkommesorten drvt en gen frdn modern och en fran fadern nir det géller de
diploida sorterna Carola och Fritjof. Den triploida sorten Ingeborg har ddremot uppenbarligen
uppstétt genom att en diploid dggcell av Conference blivit befruktad av en haploid pollencell
av Bonne Louise. Detta syns tydligt i exempelvis locus CHO1f07a, dir Ingeborg har tre olika
alleler; allelerna 182 och 193 aterfinns hos Conference medan allel 209 aterfinns hos Bonne
Louise.



Klass 1 sorter; ett prov - en DNA profil

Vi hade sammanlagt 18 fall av sorter som representerades av endast ett DNA-prov, vilka i sin
tur producerade var sin unik DNA-profil. Om dessa sorter dr korrekt bestimda i sina
respektive sortsamlingar, sd har vi alltsé tagit fram korrekta och sortspecifika DNA-profiler
till foljande sorter: Aspa hushallsparon, Augustiparon, Fulleropdron, Gernandtspéron,
Johantorp, Kanelpéron fran Jarnbods, Kanelpéron fran Vadstena, Leabo langpéron,
Lindhultspéron, Lundstroms bonchrétien, Paskparon, Skanskt sockerpiron, Sollerdpiron,
Svanhalsar, Tedapdron, Trogsta augustipiron, Wennstromspiron och Alebypéron. Alla utom
tvd av dessa sorter hade DNA-profiler som skiljde sig mycket tydligt frén Gvriga sorters
profiler. Ett undantag utgjordes av Johantorp, vars profil hade vissa likheter med profilen for
Carola, som &r en avkomling till Johantorp. For 6vriga sorter kunde inga nédrmare
slaktskapsforhallanden urskiljas. DNA-profilen for Kanelpédron fran Vadstena visade sig
emellertid vara identisk med profilen for ett prov taget frén ett okédnt trdd i Brunstorps
sortsamling. Darmed kan det okédnda tradet troligen betraktas som bestdmt nu.

Klass 2 sorter; flera prover - en DNA profil

Vi hade sammanlagt 18 fall av sorter som representerades av minst tva prover tagna frén olika
sortsamlingar (har inkluderades dven referensmaterialet for Conference och Comice fran
Brogdale), och for vilka vi fick en, unik DNA-profil, som var vl skiljd frén 6vriga sorters
DNA-profiler. For vissa av sorterna saknas fortfarande resultat for ett eller tvé loci. Nya
DNA.amplifieringar &r redan gjorda och vi véntar bara pa resultaten fran Malmo. Med storsta
sannolikhet kommer dessa loci dock att ge resultat som helt och haller 6verensstimmer med
dem vi fatt pé alla de andra loci som hittills utvirderats for de aktuella sorterna. Om dessa 18
sorter dr korrekt bestdmda i sina respektive sortsamlingar, sd har vi alltsa tagit fram korrekta
och sortspecifika DNA-profiler till f6ljande sorter: Carola, Clapps favorit (som véntat identisk
med sin mutant R6d Clapps favorit), Clara Frijs, Comice, Conference, Esperens herre, Filip,
Furstligt gront taffelparon, Gansels bergamott, Grannapéron, Goteborgs diamant, Herzogin
Elsa, Hovradsparon, Hovsta, Kejsarinnepiaron, Moltke, Pierre Corneille och
Sédermanlandspéron.

Klass 3 sorter - synonymer
Ett enkelt fall av tydliga synonymer hittades: Franskt blodpéron fran Brunstorp visade sig ha
samma DNA-profil som Rodkottigt paron fran Balsgérd.

Klass 4 sorter - felbestimningar?

I mandatsortlistan upptas fem typer av bergamotter; Bergamott, Hostbergamott, Gansels
bergamott, Lybeckerbergamott och Tysk nationalbergamott. Av dessa ér det bara Gansels
bergamott (klass 2 sort) som tycks vara problemfri. Bergamott fran Skidlby Kungsgérd var
identisk med Hostbergamott frdn Balsgéard. Dessa tva skiljde sig sedan i flera band fran DNA-
provet av Hostbergamott fran Bergianska tradgarden. Den sistnimnda hade istéllet en DNA-
profil som overensstimde med badde Lybeckerbergamott fran Balsgérd och med Tysk
nationalbergamott (tva trdd) fran Balsgard. Ytterligare ett prov av Lybeckerbergamott
analyserades. Detta var hdmtat frdn Linnés Hammarby, och skiljde sig tydligt fran alla andra
bergamott-prover.

Tva trad av Bonne Louise, fran Balsgard och Vadstena, hade exakt samma DNA-profil.
Men denna profil aterfanns dven hos det ena av de tvé analyserade trdden av sorten Grapéron,
nidmligen det trdd som kommer fran Skdlby Kungsgard. Trots att Grapiron sedan tidigare ar
ként som en triploid sort, dr det bara tridet pd Balgard som uppvisar tre olika alleler i flera
loci (EMPc11, EMPc117, CH01d09). Tradet fran Skdlby Kungsgard dverensstimmer daremot
helt med Bonne Louise, och det torde dérfor bara rora sig om en feletikettering.



Av sorten Cecilia analyserades DNA-prover av trid frin bade Balsgard och Julita. Tva
tydligt skilda DNA-profiler erholls, vilket innebér att &tminstone ett av trdden dr felbestdmt.
Ingen av dess DNA-profiler har pafallande ménga band gemensamt med nagon av de andra
sorternas profiler, och man kan alltsa inte se att ndgot av Cecilia-proverna skulle vara
'misstiankt' likt ndgon annan sort.

Sorterna Fritjof och Ingeborg (framtagna i samarbete mellan Balsgard-SLU och Njos-
Norges Landbrugshdgskole pa 1980-talet), representerades av tridd pa Balsgard (bdda
sorterna) och Alntorps O (bara Fritjof). Tva ganska olika DNA-profiler erhélls for Fritjof.
Eftersom bada forédldrarna till Fritjof (se Sldktskapsforhdllanden ovan) ocksa var med i
analysen, kunde vi faststilla att bada traden pa Balsgérd &r korrekt bestimda medan tradet pa
Alntorps O ir felaktigt. Detta senare tridet ér istéillet identiskt med Ingeborg, som for dvrigt
ar halvyster till den 'dkta' Fritjof. Vi kan ocksé se i dendrogrammet att DNA-profilen for
Balsgards Ingeborg samt den felbestimda 'Fritjof' fran Alntorps O, hade stora likheter med
profilen for Conference, som 4r 'mamma’ till bida sorterna. Aven den #kta Fritjof frén
Balsgérd visar vissa likheter med sin mamma Conference men faktiskt &nnu fler med sin
pappa Clapp's Favorit. Eftersom Fritjof dr en diploid sort, har den bara drvt hilften av
kromosomerna hos Conference, till skillnad frén triploida Ingeborg som arvt alla
kromosomerna hos Conference.

Hollandskt fikonpéron representerades av trdd pa Balsgard och i Bergianska. De erhallna
DNA-proverna skiljer sig markant, vilket innebdr att atminstone ett av trdden dr felbestdmt.
Ingen av dess DNA-profiler dr speciellt lik ndgon av de andra sorternas profiler.

Tre trid av Munkpéron analyserades; triden frdn Alntorps O och Vadstena hade identiska
DNA-profiler medan tradet fran Julita uppvisade en helt annan DNA-profil. Uppenbarligen ar
en del av materialet alltsd felbestamt.

Tre prover av Vingékers kanelpdron har analyserats, ett frin Alntorps O och tva fran
samma trad pd Julita men hdmtade 2008 och 2009 for att sikerstilla att det inte blivit ndgot
misstag under hanteringen av véxtmaterial och DNA-prover. Dessa tre prover hade alla exakt
samma DNA-profil, som férmodligen alltsa dr den korrekta for denna sort. Samma profil
patriaffades emellertid d&ven hos Klockhammarspéron fran Julita, terigen med tva prover
insamlade och analyserade 2008 respektive 2009. Detta senare triad dr alltsa troligen
felbestdmt. En helt annorlunda DNA-profil aterfanns hos Klockhammarspéron fran Alntorps
O, vilken d4 forhoppningsvis dr den korrekta for denna sort.

Slutligen undersoktes tva trdd av Windsor pa Balsgird. Dessa hade emellertid olika DNA-
profiler. Material av den formodat synonyma sorten Svanhalsar inforskaffades dé frén
Alntorps O, men denna visade sig ha ytterligare en annan DNA-profil. I dagsliget 4r det alltsa
omdjligt att veta om vi 6verhuvudtaget har nagot korrekt material av denna sort i Sverige.

Diskussion

Om dagens genbanker ska ha ndgon reell betydelse for framtida forskning och vaxtforiadling,
maéste all information om genbankssorterna kunna kopplas till ett korrekt bestamt och vl
karaktiriserat sortmaterial. Eftersom det dr sérskilt dyrbart att bevara sorter av storvuxna,
langlivade, och vegetativt forokade vixtslag som dpple och paron, bér man dessutom
koncentrera bevarandet till entydigt definierade sorter, och undvika exempelvis dubletter
orsakade av synonyma sortnamn. Slutligen méste direkta brukare (dvs personer som vill
anvinda de befintliga sorterna) garanteras att rekvirerat vixtmaterial verkligen representerar
den avsedda sorten.

I olika undersokningar av genbanker med vindruvssorter, har morfologiska karaktérer
indikerat att 5-10% av sorterna &r felskyltade (Dettweiler-Miinch 1992) medan DNA-analyser



istdllet tyder pé att inte mindre 25-30% av sorterna kan vara felaktigt skyltade (de Andres et
al. 2007). Hur ménga felaktigheter man verkligen hittar varierar forstds med vixtslaget samt
med omfang och typ av de aktuella sortsamlingarna. Med hjélp av DNA-analys har man
rapporterat ett betydande antal felaktigheter, inklusive dubletter, i stora sortsamlingar av t.ex.
fikon (Giraldo m.fl. 2008), cherimoya (Escribano m.fl. 2007), oliv (Rao m.fl. 2009), dpple
(Routson m.fl. 2009; Gustavsson 2010) och péron (Bassil m.fl. 2008; Xuan 2008). Problemen
ar oftast storre 1 samlingar med hog procent lantraser, dvs gamla (och numera oftast
otillrackligt kdnda) sorter som uppstatt 'spontant' under langa tiders odling.

De svenska mandatsorterna

Flera av de paronsorter som stir upptagna i mandatsortlistan, kunde inte aterfinnas i ndgot av
klonarkiven eller pd Balsgard. Darfor har vi alltsa inte kunnat analysera foljande sorter:
Dubbelbergamott Vollsjd, Hamratridet, Knivsta Kvarngard, Muscatell, Nirkes Aldsta,
Rérstrandspiron, Sandatridet och Arnéstridet. Sorterna Tysk nationalbergamott och Windsor
aterfanns heller inte i ndgot klonarkiv men material fran Balsgards samlingar kunde
analyseras av dessa. For Windsor har dessutom Svanhalsar angetts vara en synonym, och
dirfor kompletterades undersékningen med material frin Alntorps O av denna sort.

Av de sorter som representerades av ett enda DNA-prov, hade 18 en unik DNA-profil. P4
samma sétt hade 18 av de sorter, som representerades av minst tvd DNA-prov, en unik DNA-
profil. Samtliga dessa 36 sorter kan alltsa vara korrekt etiketterade. Man bor dock komplettera
den befintliga informationen genom att jamfora vira DNA-profiler med motsvarande data
framtagna i andra genbanker (vilket kan bli svért for de genuint nordiska sorterna som
knappast undersokts ndgon annanstans) samt utféra en pomologisk kontroll. Det senare har
redan gjorts 1 Balsgards sortsamling under ledning av Sven Plasgard, varvid potentiella
problem patalades endast gidllande bergamott-gruppen (se nedan).

Problematiska bestimningar involverade inte mindre dn 14 av de sorter som tagits upp pa
mandatsortlistan, dvs 28%. I vissa fall kan man enkelt faststélla en feletikettering; Fritjof fran
Alntorps O ir istillet Ingeborg. P4 liknande vis torde Klockhammarspéron fran Julita
egentligen vara Vingékers kanel, medan Grépiron fran Skdlby Kungsgard istéllet tycks vara
Bonne Louise. Innan man skyltar om traden, bor man dock komplettera med en pomologisk
kontroll eftersom man inte kan utesluta att felen uppstatt senare i kedjan, dvs vid skord och
etikettering av vixtmaterial eller pa laboratoriet.

Nér samma sortnamn representeras av minst tvd DNA-profiler, som inte liknar profilerna
fran ndgon annan sort, dr det forstds svarare att sdga vilket trad som &r det korrekta. Detta
giller Cecilia, Holldndskt fikonparon, Munkpéron och Windsor/Svanhalsar.

En @nnu mer komplicerad situation involverar fyra av sorterna inom bergamott-gruppen.
Hostbergamott fran Bergianska, Lybeckerbergamott fran Balsgard och Tysk
nationalbergamott frdn Balsgérd hade identiska DN A-profiler. Minst tvd av dessa sorter méste
alltsa vara felaktigt bestimda. En annan DNA-profil patraffades hos bade Hostbergamott
(Balsgard) och Bergamott (Skédlby Kungsgard). Nér tva sorter har s likalydande namn, finns
alltid risken att det ena namnet rékat bli felskrivet pa en eller flera etiketter. Slutligen finns det
ytterligare en DNA-profil for Lybeckerbergamott fran Linnés Hammarby. Vilka av alla dessa
olika bergamott-trdd som dr korrekt bestimda, gér inte att avgodra utan att man &ven foretar en
noggrann pomologisk utvérdering av de aktuella triaden.

Mutationer

Trad av samma sort forvéntas ha helt identiska genuppsittningar, och alltsa exakt samma
gen(er) 1 vartenda locus. Vixtslag med langlivade och vegetativt forokade plantor rakar
emellertid ofta ur for somatiska mutationer (mutationer som uppstar exempelvis 1 ett
knoppanlag som sedan véxer ut till en gren med négot avvikande utseende). Dessa mutanter



har ibland egenskaper som avviker ganska tydligt frdn resten av tradet och kan da tas tillvara
och forokas upp. Dylika mutanter far ofta egna namn och det kan vara svért att med sdkerhet
avgora om tva liknande men ej identiska sorter hirstammar frén olika froplantor (med endast
delvis identiska arvsanlag) eller fran samma froplanta (identiska arvsanlag sa ndr som pé
mutationen).

I vart material visade sig, som véntat, Clapps favorit och Rod Clapps favorit ha samma
DNA-profil. Flertalet DNA-markdrer som RAPD, AFLP, mikrosatellit-DNA och
transposonbaserade markdrer kan endast i undantagsfall skilja pa den ursprungliga sorten och
dess mutanter (Antonius-Klemola m. fl. 2006; Garkava-Gustavsson och Nybom 2007;
Garkava-Gustavsson m.fl. 2008). Hittar man endast ett eller tva skiljande DNA-band nir man
jamfor tva prov, kan dessa visserligen hirrora frain samma omrade i kromosomen som den
aktuella mutationen, men det kan ocksa rora sig om slumpmaissigt uppkomna experimentella
felkdllor. Den enda metod, som tycks ge nagorlunda hogt antal sérskiljande markdrband
mellan originalsorter och mutanter dr S-SAP som visat sig kunna skilja dppelsorterna Gala,
Braeburn och Fuji frén sina respektive mutanter (Venturi m.fl. 2006; Zhao m.fl. 2009) liksom
dven paronsorten Bartlett (synonym: Williams) fran tre av sina mutanter (Venturi m.fl. 2009).
Dessvérre ldmpar sig denna metod inte alls for framstéllandet av databaser dér olika sorter
kan ldggas till efter hand som de analyseras. Trots att mikrosatellit-DNA alltsd 4r mindre
kénsligt, ar det &nda den metoden man dérfor fortsétter att anvinda i de flesta analyser av
storre sortsamlingar.

Fortsatt arbete

Négra kompletterade DNA-analyser utfors just nu (januari 2010) pd Swegene 1 Malmd. Dessa
resultat kommer att utvérderas sa fort det gér, och foras in i listan med allelstorlekar for varje
sort och varje mikrosatellit-DNA-locus (Tabell 2). Det handlar emellertid bara om vissa
smérre kontroller, som inte bor dndra ndgonting i sak.

Vi kommer att rapportera in basdata (exakt storleksangivelse for varje band erhallet med
de 10 primerpar som analyserats, samt korrigerat s att samma skala anvénds som for 6vriga
ECPGR-databaser) till NordGen for inldggning i databasen SESTO. Exakt hur detta ska ske,
kommer att diskuteras pé ett mote initierat av NordGen i februari 2010.

Vi kommer att jimfora vara DNA-profiler med motsvarande data frn andra ldnder for att
kunna verifiera tidigare gjorda synonymiseringar, eventuellt upptécka ytterligare fall dér de
svenska mandatsorterna ar identiska med utlédndska sorter, och — slutligen — {or att kunna
korrigera eventuella felbestimningar. Den stora paronsamlingen pa Brogdale i England &r
utvdrderad med samma loci som vi har anvént men resultaten dr dessvérre dnnu inte
publicerade. Aven i USA har man analyserat pironsorterna i den nationella (USDA)
genbanken i Corvallis, Oregon med dessa markdrer (Genbankskurator Kim Hummer,
personligt meddelande). De enda resultat man hittills publicerat dérifrén, har dock erhallits
med andra, ej jamforbara markdrer (Bassil m.fl. 2008, Bassil och Postman 2009). En kort
rapport har dven publicerats frin DNA-mikrosatellit-baserad identifiering av paronsorter i en
sortsamling 1 Tyskland (Xuan 2008) dér man anvinde delvis samma loci som i var
undersokning.

Vara erhallna DNA-profiler kan nu dven anvidndas som jidmforelsematerial for okénda
sortprover. Sdlunda har vi redan visat att det okénda tridet i Brunstorps pdronsamling var
identiskt med ett trid som Aterfinns p4 Alntorps O under namnet Kanelpiron frin Vadstena.

En populérvetenskaplig artikel om ovan beskrivna resutat har nyligen sénts in till
Pomologen. Ytterligare en artikel forbereds tillsammans med Larisa Gustavsson. Denna
kommer att ta upp DNA-profilerna for bade dpple och péron, och den kommer att séndas in
till Viola. En vetenskaplig artikel (preliminért for Journal of Horticultural Breeding and
Biotechnology) har paborjats, och kommer att sdndas in for publicering under forsta halvéret



2010. Vi kommer dven att medverka med andra resultatrapporteringar, sdvil skriftliga som
muntliga respektive IT-baserade.

Vi vill tacka alla de klonarkivsvérdar som stillt material till forfogande, samt Inger
Hjalmarsson som hjélpt oss med att spara adresser till ansvariga personer pd de olika
klonarkiven samt véxtmaterial nér sorterna ej funnits pa de angivna klonarkiven.
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