Genetisk diversitet i historiskt
vaxtmaterial

Slutrapport SJV anslag 25-10241/06

Matti Leino, Nordiska museet




Sammanfattning

Projektet har syftat till att undersoka om stora bevarade frosamlingar fran 1800-talet kan
anvindas som genetiskt referensmaterial for att besvara fragestillningar inom vixtforadling,
agrarhistoria och bevarandemetodik. Som modell har Kungliga skogs och lantbruksakademins
(KSLA) frosamling bevarad vid Nordiska museet undersokts. Metodik har utvecklats for att
storskaligt kunna extrahera DNA fran gamla doda fron. DNAt i frona visade sig vara
degraderat i olika omfattning beroende pa art. DN Akvaliteten visade sig dnda tillracklig for
att amplifiering med PCR (polymerase chain reaction) var mdjlig. Som pilotstudie gjordes
genetiska fingeravtryck med mikrosatellitmarkorer pa ett antal drtsorter ur frosamlingen, savél
som pa sorter bevarade i genbanker och insamlade av POM. Genetisk slidktskapsanalys visade
pa stor genetisk spridning i materialet, att flertalet sorter insamlade inom POM iér skiljda fran
identifierade sorter samt i minst ett fall att POMmaterial kan identifieras som en historisk sort
med hjilp av det doda fromaterialet.

Bakgrund

En viktig del av den biologiska mangfalden utgors av de domesticerade, odlade, vixterna. For
endast hundra ar sedan odlades ménga tusen sorter och varianter av jordbruks- och koksvixter
i Sverige. Sorterna var ofta unika och genom primitivt urval anpassade till den plats dér de
vixte, ddrav benimningen lantsort eller lokalsort. Sedan den moderna véxtfériddlingen tog fart
runt sekelskiftet har néstan alla dessa sorter slagits ut och ersatts med ett enhetliga,
hogavkastande sorter. Vilka egenskaper hade de tusentals lantsortsorter som utgjorde grunden
till livsmedelsforsorjningen i Sverige under 1000-tals ar? Hur forindrades sorterna nér den
moderna vixtforidlingen borjade? Ar det fital lantsorter som finns bevarade idag pa Nordiska
genbanken (NGB) eller insamlade av POM identiska med 1800-talets? Fragorna &r svara att
besvara eftersom nistan inget autentiskt lantsortmaterial finns bevarat.

Ett intressant alternativ &r att titta pa stora samlingar av nu doda fréer som finns bevarade
sedan 1800-talet. Kungliga Skogs- och Lantbruksakademien (KSLA) donerade 1964 sina
stora frosamlingar till Nordiska museet. I samlingarna ingick ursprungligen ca 4800 froprover
fran mitten av 1800-talet och fram till borjan av 1900-talet. Materialet bestar av olika
insamlingar som genomfordes i Sverige men ocksa inom och utom Europa. Fromaterialet dr
framst spannmal och ekonomivixter, men ocksa koksvixter, foder- och betesvixter, trid och
buskar. Syftet med forskningsprojektet &r att undersdka om dessa fron, trots att forlorat sin
grobarhet, kan analyseras med molekyldrgenetiska metoder. Inom projektet har genomférts en
fullstindig inventering av Nordiska museets frosamlingar. Vidare har metodik for att isolera
och karaktirisa DNA fran doda fron av olika arter utarbetats. Som en pilotstudie har
genomforts en jaimforande analys av értsorter fran frosamlingen med sorter bevarade i
genbanker samt material insamlat i POM™s ”Froupprop”.

Metodik

Fromaterial

En fullstindig nyinventering av KSLA frosamling vid Nordiska museet har genomforts. Av
de ursprungliga proven befanns mer dn 70%, eller 3393 prov, vara bevarade och mestadels i
gott skick. En grafisk sammanstillning 6ver samlingens innehall aterfinns i figur 1. Etthundra
delprov togs ut ur samlingen for att analysera betridffande DNA kvalitet. Dessa prov
representerar de tio vanligaste arterna — vete, korn, havre, rag, irt, vicker, kalrot/raps,
rodklover, timotej och beta - samt ett span i alder och ursprung . Som jamforelse har farska
prov av var art inkluderats i analysen. For en jamforande analys av értsorter har 16 sorter fran
frosamlingen jadmforts med 21 sorter insamlade av POM och 11 gamla sorter bevarade vid
Nordiska genbanken eller John Innes Institute (Tabell 1).
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Figur 1. Antal bevarade prov i KSLA’s frosamling fordelat pa A) art, B) alder. I B) upptas
endast de 16 vanligaste arterna. Ett mindre antal prov av ytterligare 566 arter ingar i
samlingen.



DNAextraktion och analys

DNA extraherades med ett av tva alternativa kommersiella kit: FastDNA Spin Kit fran
Qbiogene eller DNAeasy Plant Mini Kit fran Qiagen. Infor extraktionen sonderdelades
fromaterialet med en av fyra alternativa metoder: Mortling i flytande kvéve, krossning mellan
pappskivor, uppblotning en timme i extraktionsbuffer foljt av manuell malning med *Blue
Tips’ (SigmaAldrich) eller sonderdelning i provror med Lysing Matrix A och ett FastPrep
Instrument (Qbiogene). Fran varje prov extraherades DNA fran 30-70 mg fromaterial. Detta
motsvarade material fran ett fr6 av spannmalsslagen, en frogyttring av beta, en kvarts till ett
halvt fro av drt och vicker, tio fron av raps/kalrot, 20 fron av rodklover samt 50 fron av
timote;j.

For att uppskatta storleken pa de extraherade DN Afragmenten utfordes gelelektrofores av
extrakten tillsammans med storleksmarkorer pa 1% agaros /TBE geler. DNAt visualiserades
mha av etidiumbromidfiargning och UVljus. Storleksbestimning utfordes med mjukvaran
QuantityOne (BioRad).

PCR (polymerase chain reaction) utférdes for att se om det dr mojligt att uppforokaDNA for
specifika regioner i genomen. Uppforokningen gjordes av fragment av olika storlek fran den
s.k. ITS regionen av nukleirt ribosomalt DNA. Denna region valdes dles for att den innehaller
konserverade sekvenser som gor att samma primers kan anvéndas for alla vixtarter, dels for
att regionen forekommer i flera kopior per genom och ddrmed ir léttare att amplifiera samt for
att de amplifierade produkterna kan sekvenseras och jimforas med sekvens i databaser for att
verifiera att produkten hiarstammar fran det avsedda provet. Reaktionerna utfordes med
primers ITS1+ITS4 resulterande i ett 650 bp fragment samt ITS5+ITS2 resulterande in ett
350 bp fragment (White et al., 1990). PCR amplifieringen gjorde i 20 pl reaktionsvolym
bestaende av 1 U Taq polymeras (Invitrogen), 1x Invitrogen buffer, 1,5 mM MgCl,, 0,2 uM
var primer, 0,2 mM var dNTP and 0.5 pl DNA extrakt. Temperaturcykling gjordes med 3
min initial denaturatureing vid 94°C, 35 cykler vid 94°C i 30 s, 52°C i 30 s och 72°C i 30 s
samt ett sluligt elongeringssteg vid 72°C i 5 min. Amplifieringsprodukterna analyserades
med gelelktrofores pa 1,2% agarose /TBE geler och DNAt visualiserades med
etidiumbromidfirgning och UVljus.

Sliktskapsanalys av drtsorter

DNA fran de 48 drtsorterna (tabell 1) analyserades mha 14 mikrosatellitmarkorer enligt
Loridon et al., (2005). Markorerna var AD73, AD147, AB71, AD83, AA200, AB109, AC58,
AD79, AB141, AA278, AB128, AB122, AB130 och AD186. PCR utférdes enligt Loridon m
fl. (2005) med semi-nestade primers dér den nestade primern var inmérkt med fluoroforer,
FAM eller HEX. Produkterna analyserades med kapilirelektrofores och konfokal
laserscanning pa en MegaBACE 500 (Amersham Biosciences). Som intern storleksmarkorer
anvindes en 400 bp stege inmirkt med fluoroforen ROX. Storleksbestimning gjordes med
mjukvaran MegaB ACE Fragment Profiler 1.2. Beridkning av genetisk diversitet (Nei’s genetic
distances) och konstruktion av dendrogram genom UPGMA gjordes med mjukvaran
POPGENE version 1.31 (http://www.ualberta.ca/~fyeh/).




Tabell 1. Ingaende értsorter i genetisk sliktskapsanalys med 14 SSR markorer. Forkortningar
i accessionsnummer uttyds POM=material fran Frouppropet inom Programmet for odlad
mangfald, JIC=material fran John Innes Institute, Norwich, UK, NGB=material fran Nordiska
genbanken, KSLA=material fran KSLAs historiska frosamling.

Namn | Acc nr | Alder pa fré
Biskopen POM!1 Farskt
Nusnas POM100 Féarskt
Finas fina POM103 Farskt
Orshult POM104 Farskt
Demans POM129 Farskt
Alunda POM138 Farskt
Hilda POM152.1  Férskt
Mors stora POM153 Farskt
Karra POM184.1  Farskt
Stina POM2 Farskt
Boaryd POM26 Farskt
Mormor Hannas POM31 Farskt
Svartbjérsbyn POM33 Farskt
Pjatteryd POM34 Farskt
Vallagarden POM37 Farskt
Nybyggerud POM43 Farskt
Norrhult POM47 Farskt
Edsas POM48 Féarskt
Saga POM69 Farskt
Farmor POM78.2 Farskt
Bolum POM78.6 Farskt

Champion of England  JIC1144 Farskt
Henderson’s first of all JIC2247 Farskt

Gradus JIC303 Farskt
Rapid JIC662 Farskt
Fenomen NGB101332 Féarskt
Gra Kapuciner NGB102084 Farskt
Victoria NGB102201 Férskt

Buxbom de Grace NGB102765 Farskt
Kelvedon Wonder NGB102773 Férskt

Stensért NGB102775 Farskt
Kungsart NGB13148 Farskt
Gron stal KSLA1215 1896
Ragart KSLA1217 1896
Lolldandska Rosiner KSLA1281 1896
Blagrén engelsk KSLA1293 1896
Tysk moss KSLA1294 1896
Gra, Bohuslan KSLA1383 1896
Kapital Il KSLA1518 1918
Svalbvs gropart KSLA1523 1918
Furst Bismarck KSLA1537 1918
Fairbeards Nonpareil ~KSLA1541 1918
Non plus ultra KSLA1548 1918
Engelsk Sabel KSLA1551 1918
Witham Wonder KSLA1555 1918
Golden Drop KSLA1836 1865
Kron-arter KSLA2316 1877

Daniel O'Rourkes KSLA2335 1877




Resultat

DNAextraktion fran gammalt fromaterial

Tva kommersiella kit for DNA extraktion fran vixtmaterial testades. Ingen skillnad kiten
emellan kunde noteras. Viktigare for utbyte av kvalitet och méngd DNA var metodval f6r
sonderdelning och lysering av fromaterialet. Tre faktorer maste sérskilt beaktas vid
sonderdelning av vixtmaterialet: 1) Tillrdcklig finfordelning, 2) Minimerad risk for
kontamination av och mellan prov, 3) Tideffektivitet for att mojliggora storskalig analys. De
olika testade metoderna sammanfattas i tabell 2. Dyrast, men ocksa Gverliagset effektivast ér
finférdelning med FastPrep och Lysis Matrix.

Tabell 2. Jamforande analys av olika metoder att sondela gammalt fromaterial infor DNA-

analys.

Finfordelning Kontaminationsrisk ~ Tidseffektivitet Kostnad
Krossning mellan Délig medel Miattlig lag
papper
Mortling i flytande  Bra medel Dalig lag
kvive
Uppmjukning + Mattlig Lag Mattlig lag
"Blue tip’
FastPrep mycket bra lag Hog hog

Utbyte och kvalitet av DNA fran de olika proven varierade stort. Alder pa proven inom det
undersokta spannet (1862-1918) hade hérvid mindre betydelse utan storst skillnader noterades
emellan de olika arterna. Art gav storst utbyte med hogst andel hogmolekylirt DNA. Aven
vicker gav stort utbyte DNA som var mattligt degraderat. Klover och raps/kalrot gav litet
utbyte och tamligen degraderat DNA. Spannmalsslagen och timotej gav litet utbyte och
mycket degraderat DNA. Beta gav sdmst utbyte DNA som dessutom var mycket degraderat.
Exempel pa gelelektrofores diar DNA fran farska och gamla froprov jamfors ges i figur 2A.
Fran ett par delprov, alla fran en delsamling donerad av Vilmorin et Andrieux 1908, kunde
inget DNA detekterats. Dessa prov har antagligen vid nagot tillfalle virmebehandlats eller
behandlats med kemikalier vilket totalt forstort DNAt.

Trots den stora andelen mycket fragmenterat DNA i proverna var det mojligt att specifikt
uppforoka delar av DNA med PCR i det stora flertalet prov. Figur 2B visar exempel pa PCR-
produkter uppforokade fran samma prov som visas i figur 2A. Pa grund av den laga DNA-
kvaliteten (lagt kopietal och hog fragmenteringsgrad) kan dock PCRanalyser kriva sérskild
omsorg. Ett par faktorer kunde i synnerhet identifieras sasom viktiga: 1) Extra nogrannhet for
att undvika kontanination i pre-PCR stegen inklusiva negativa kontroller i alla steg, 2)
Primers bor designas med sirskild avsikt for att undvika formering av primerdimer”. 3)
Individuell anpassning av méngd templatDNA i reaktionerna fran olika prov for att balansera
mellan tillricklig mdngd DNA och tillrdckligt lite PCRinhibitorer. Sammanfattningsvis maste
dnda materialet i KSLAs frosamling betraktas ha mycket hog kvalitet for sin alder. T ex
visade en liknande studie av fron i motsvarande alder fran USA pa avsevirt siamre
DNAKkvalitet (Walters m fl., 2006).
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Figur 2. DNAkvalitet i farska och gamla froprov A) Gelelktrofores av DNA. B)
Gelelektrofores av PCR-produkter efter uppforokning med primers ITS2+ITSS5. Samma prov

som i A). Uppforokning var hir mojlig i alla fall utom for vicker, troligen p g a for mycket
PCRinhibitorer i provet.

Genetiskt sliktskap mellan drtsorter

For att utvdardera om material fran frosamlingen kan anvindas som referensmaterial i
genetiska sliktskapsanalyser med material med annat ursprung genomfordes en analys av
drtsorter. Art var den art som hittades i storst utstrickning inom POM’s “fréupprop” och
darfor av sérskilt intresse. 21 sorter fran ”Frouppropet” med édldst dokumenterad
odlingshistoria valdes ut for analysen. De flesta av dessa sorter finns beskrivna av Nygards
(2005, 2007). Vidare medtogs 11 identifierade sorter som bevarats vid NGB eller John Innes
Institute. Dessa sorter valdes pa bas av forekomst i frokataloger dldre dn 1920 (Svensson,
2004). Sluligen medtogs 16 sorter fran KSLAs frosamling. Frosamlingen upptar mestadels
sorter som odlats inom lantbruket, sérskild vikt lades dock hér pa att vilja sorter som odlats i
tradgardar da dessa bittre motsvarar materialet frain POM. Sorterna fran frésamlingen finns

inte representerade i NGBs eller John Innes samlingar och ar dérfor i de flesta fall troligen
utdoda.

Mikrosatelliter analyserades fran 14 loci och ett dendrogram for genetisk likhet konstruerades
(figur 3). Analysen kommer att kompletteras i ett par fall varfor dendrogramet &dnnu &r
preliminirt. Studien visade pa stor variation mellan ingaende sorter fran alla tre grupper av
sortmaterial. Sorterna fran de tre grupperna &r ocksa jamt fordelade i dendrogramet och darfor
inte ndrmre besldktade med varandra inom grupperna dn i 6vrigt. De ingaende sorterna fran
Frouppropet ér sinsemellan mestadels genetiskt olika. Detta bekriftar resultaten fran den
tidigare molekyléra analysen av értor fran Frouppropet (Kolodinska Brantestam m fl., 2006)
och kan i nagra fall ytterligare skilja eventuella duplikat at. Vidare dr de flesta sorter sakert
atskiljbara fran dldre sorter bevarade i NGB och John Innes Institute. Sammanfattningsvis
tyder detta pa att sortmaterialet av drt insamlat i Frouppropet ér unikt och representerar delar
av vad som troligen varit en narmast ofattbar sortrikedom for runt 100 ar sedan.
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Figur 3. Dendrogram baserat pa preliminira resultat fran mikrosatellitanalyser.



I nagra fall hittas ndrmare sldktskap mellan sorter. T.ex sa aterfinns flera gradrter respektive
maérgirter eller spritirter i samma kluster. Sérskilt intressanta dr sorterna *Bolum’ fran
Frouppropet och *Non plus ultra’ fran KSLAs frosamling sm &r genetiskt identiska. Bigge
dessa dr hogvuxna mérgértor och det dr troligt att Bolum dr synonym med Non plus ultra.
Sorten *Vallagarden’ fran Frouppropet dr huvudsakligen genetiskt identisk med sorten “Daniel
O“Rourkes”. Skillnaden hér beror pa tre markorer som inte kunnat faststéllas i det mycket
degraderade DNAt fran den sistnimnda sorten. For de 6vriga markorena &r de tva
acessionerna identiska. Vallagarden och Daniel O Rourkes dr biagge hogvuxna spritértor och
nya analyser av saknade markorer kommer forhoppningsvis kunna faststilla om sorterna ir
synonyma.

Slutsatser

Fromaterialet i KSLAs frosamling utgor en virdefull resurs som genetiskt refensmaterial.
Trots att sorterna dr ddda och har kraftigt degraderat DNA é&r det mgjligt att med PCR
anvinda materialet i genetiska sldktskapsundersokningar. Materialets natur gér dock att
sirskild omsorg vid extraktion och uppférokning dr nédvindig. Pilotstudien av drtsorterna
visar dels pa att materialet fran Froppropet dr genetiskt sérskiljbart och dérfor potentiellt
virdefullt som genetisk resurs, dels pa att det gar att identifiera formodat utdoda historiska
sorter i frouppropsmaterialet med hjélp av det historiska vixtmaterialet fran frosamlingen som
referens.
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