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Milséttning

Sverige har forbundit sig att, inom det nationella programmet Programmet for Odlad
Mangfald (POM), bevara och hallbart nyttja bland annat de svenska kulturrosorna.
Riksomfattande inventeringar for kulturrosor paborjades 2005 och arbetet planeras fortsitta
atminstone till och med 2010. En av POMs malséttningar dr att bevara storsta mdjliga
biologiska mangfald av dessa kulturrosor i en eller flera genbanker.

Inom det aktuella projektet dr mélséttningen att:
1) underldtta identifierings- och klassificeringsarbetet av okénda kulturrosor i den
nationella rosinventeringen
2) studera den genetiska variationen i det insamlade materialet for att fa vdgledning kring
hur urvalet bést skall goras angdende hur manga och vilka rosor som bor inga i den
slutliga nationella genbanken.

Inledning

Redan under inventeringens forsta ar visade det sig att manga av de funna genotyperna var
nist intill omojliga att sortbestimma enbart med hjilp av morfologiska karaktdrer. Fran och
med hosten 2006 planteras pad en provodling pd Fredriksdals friluftsmuseum, Helsingborg,
darfor kontinuerligt rotskott frdn de genotyper som inte kunnat identifieras vid
inventeringarna. Hir kommer de att studeras ingdende under samma klimat- och
véxtbetingelser. Genom det aktuella SJV-finansierade projektet (Dnr: 25-10198/06, 25-
10893/07) inleddes 2007 ett samarbete med POM for att som ovan nidmnts bland annat
underlitta identifieringen av dessa okidnda genotyper.

Under projektets forsta verksamhetsar (2007) paborjades forsta steget av projektet vilket
innebér att DNA-profiler tas fram for olika kdnda sorter och sortgrupper av éldre kulturrosor.
For detta arbete anvénds sa kallade mikrosatellit-markorer. Dessa robusta och 1 hog grad
polymorfa markdrer har pad senare &ar utvecklats till ett allt viktigare verktyg for
sortidentifiering och kartering av referenssamlingar av olika organismer. Detta dr anledningen
till att just denna teknik valdes for att ta fram DNA-profiler for rosorna. Den vunna
kunskapen samlas i en referenssamling — en DNA-databas. I dag finns dnnu ingen allmént
tillgénglig databas for rosor vare sig nationellt eller internationellt. De nu framtagna DNA-
profilerna dr dérfor ett forsta steg i uppbyggnaden av en storre nationell databas for dldre
kulturrosor. Genom att anvinda samma mikrosatellit-markdrer som anvénds av internationella



forskare finns d&ven mojligheter till ett framtida internationellt samarbete och jimforelser med
sorter i en framtida europeisk databas for dldre kulturrosor.

I referenssamlingen ingér olika speciellt betydelsefulla sorter i kulturrosornas slékttrdd och
malsdttningen ir att sorterna skall fungera som referenser till de okénda sorter som samlas in
vid inventeringen samtidigt som sldktskapet mellan de olika genotyperna skall kunna
kartliggas i mojligaste man. Mgjligheten finns dven att karteringsarbetet kan resultera i
upptackten av DNA-markorer unika for nagon eller ndgra av de viktigaste sortgrupperna av
rosor (till exempel Alba-, Bourbon-, Centifolie-, Damascener- och Gallica-rosor). En sadan
upptickt skulle bli ett mycket virdefullt verktyg och ett komplement till traditionella
morfologiska studier for att avgora var granserna mellan enskilda sortgrupper gar.

Under 2008 startade projektets andra fas som innebédr att samma mikrosatellit-markorer som
anvints till referenssamlingen anvinds for att analysera de genotyper som i inventeringen
visat sig omdjliga att artbestimma enbart med hjilp av morfologiska karaktirer. Genom att ta
fram DNA-profiler for dessa genotyper och gora jamforelser med DNA-profilerna i
referensdatabasen frdn 2007 ars arbete kommer klassificeringsarbetet att underlittas.
Malsittningen ar att flertalet av de okdnda genotyperna skall kunna bestimmas till sort eller
4tminstone till sortgrupp. Aven i de manga fall diir de morfologiska skillnaderna mellan olika
inventerade genotyper dr sma, kommer DNA-data fran enskilda plantor att vara till god hjélp
vid sortidentifieringen. De samlade resultaten kommer samtidigt att vid projektets slut, nér
samtliga okdnda genotyper analyserats, ge en god bild av den genetiska variationen i
materialet. Med utgédngspunkt fran dessa resultat kan vérdefull information ges om hur en
eller flera framtida nationella genbanker skall utformas for att diversiteten i de svenska
kulturrosorna pa bésta sitt skall kunna bevaras. Resultaten kommer &ven att vara védgledande
vid urvalet av de framtida mandatsorterna for rosor.

Material och metoder

2007
I samrdd med Lars-Ake Gustavsson och POMs inventeringssekretariat bestimdes vilka
arter/sorter som skulle inga i referenssamlingen.

Unga spédda blad utan synliga angrepp av insekter eller svampar samlades in sommaren 2007
frdn de 160 utvalda genotyperna. Flertalet genotyper samlades in pa Fredriksdals rosarium
och de genotyper som saknades dér plockades fran olika lokaler i Skane samt pa Cedergrens
plantskola, R44. Bladen forvarades kallt i kylvéska tills de kunde placeras i kylskap (cirka +
5-7 °C ). DNA extraherades fran bladen med hjilp av ”eZNA Plant DNA Kit”. Extraktionerna
gjordes inom 2-3 dygn fran insamlingstillfallet.

Tio olika holldndska primer-par, speciellt utvecklade for rosor, anvéndes sedan for att genom
PCR-teknik amplifiera specifika mikrosatellit-sekvenser i DNAt. Storleken pa dessa
mikrosatellit-fragment for respektive primer-par och genotyp bestimdes dérefter med hjélp av
kapillar-elektrofores (kopt tjianst, Swegene, Malmo).

Genom varje genotyps specifika uppsittning av mikrosatellit-fragment for de tio olika primer-
paren togs en DNA-profil fram for respektive genotyp. Detta gjordes med hjdlp av
dataprogrammet ”GeneMapper”.



Genom att konstruera en binédr databas utifran forekomst (1) eller avsaknad (0) av de olika
forekommande fragmentlingderna har dven ett dendrogram (slékttrdd) for dessa kénda
genotyper konstruerats med hjélp av metoden UPGMA (unweighted pair-group method of
arithmetic averages) i statistikprogrammet ”SPSS”.

2008

Vixtmaterialet for 2008 ars arbete inom projektet hamtades fran provodlingarna pé
Fredriksdals rosarium, Helsingborg. Som ndmndes ovan planteras dir sedan hosten 2006
rotskott frdn de genotyper som visat sig svaridentifierade vid inventeringarna runt om i landet.
Rosor som inte ar villiga att skjuta rotskott vid den ursprungliga véixtplatsen okuleras istéllet.
Planteringen pd Fredriksdal kommer att fortlopa efterhand som inventeringen ute i landet
pagar.

Under sommaren 2008 samlades blad fran de forsta 220 genotyperna in pd samma sétt som
beskrevs ovan for 2007 ars bladinsamlingar. Denna géng placerades dock proverna i -80 °C
istdllet for i kylskap. Extraktion av DNA gjordes darefter fortlopande under sensommaren.
Dock utfordes denna géng extraktionerna med hjilp av ”Qiagen DNeasy Plant Mini Kit”
istéllet for med "eZNA Plant DNA Kit” som anvéndes vid 2007 &rs extraktioner. Anledningen
till detta ar att DNA-kvalitén alternativt koncentrationen pa flera av proverna vid 2007 ars
extraktioner visade sig vara allt for 14g for att fungera tillfredsstéllande for ndgra av primer-
paren.

For att kunna jamfora dessa okidnda genotyper med de arter/sorter som ingédr i
referenssamlingen har samma tio primer-par anvints for att genom PCR-teknik amplifiera
specifika mikrosatellit-sekvenser i DNAt. Aven denna ging har de resulterande fragmenten
storleksbestdmts genom kapilldr-elektrofores av Swegene, Malmo. Resultaten har sedan
analyserats pa Balsgird med hjélp av programmet "GeneMapper”.

De morfologiskt svartbestimda genotypernas DNA-profiler jimfors darefter med de i DNA-
databasen redan befintliga profilerna fran 2007 ars undersdkningar for en identifiering till sort
eller dtminstone till sortgrupp. Jimforelserna gors framfor allt genom att studera var de
okdnda rosorna placerar sig 1 ett dendrogram tillsammans med genotyperna i
referenssamlingen. Detta dendrogram konstrueras liksom tidigare med hjdlp av metoden
UPGMA (unweighted pair-group method of arithmetic averages) i statistikprogrammet
”SPSS”.

Resultat och diskussion

2007

Redan resultaten fran 2007 ars studier av de 160 kiinda genotyperna i referenssamlingen visar
en tydlig genetisk variation bland de olika genotyperna nir de tio olika primer-paren anvénds.
Detta gor det mojligt att ta fram unika DNA-profiler for flertalet av arterna/sorterna. Samtliga
160 genotyper har i nuldget analyserats med alla tio primer-paren. Preliminéra tolkningar,
gjorda tillsammans med Lars-Ake Gustavsson, av resultaten frin studierna av
referenssamlingen rapporterades i ”’Sakredovisning, 2007

Av de genotyper dir inget resultat kunde fds for ndgot av de tio primer-paren vid 2007 ars
analyser insamlades nytt vixtmaterial under sommaren 2008 och nytt DNA extraherades med
”Qiagen DNeasy Plant Mini Kit”. Fortfarande finns dock tyvérr enstaka genotyper som inte



fungerat tillfredsstdllande for en eller ett av par primer-paren och dir foljaktligen resultat
saknas for att en fullstindig DNA-profil skall kunna tas fram. Vi kommer att analysera om
dem ytterligare en gang under varen 2009, da med hogre koncentration pa DNAL.

2008

DNA frn samtliga 220 genotyper fran 2008 &rs insamling har i nuldget amplifierats med
samtliga tio primer-par. Alla proverna har ocksa storleksbestimts med hjdlp av kapillér-
elektrofores. Liksom vid 2007 ars analyser har vissa av genotyperna inte gett tillfredsstillande
resultat i kombination med ett par av primer-paren. Tyvérr har vi inte inom ramen for 2008
ars projekttid hunnit upprepa dessa korningar for att se om bittre resultat kan erhéllas
exempelvis vid hogre DNA-koncentration. Detta kommer att dock att goras snarast mojligt
och det dr vir maélséttning att dessa resultat skall vara klara i god tid fore starten av
inventerarnas insamlingsarbete sdsongen 2009. Det har ocksé visat sig att en del av resultaten
fran storleksbestimningen dr mycket svértolkade delvis beroende pad rosornas varierande
ploidital. Arbetet med att ta fram det slutliga dendrogrammet baserat pa samtliga tio primer-
par och 160+220 genotyper har dérfor forsenats men kommer ocksa att fardigstéllas under
véren.

Preliminéra resultat

Vid rosinventerarnas hosttraff i Vardsnds, 25-26 oktober 2008, redogjordes tillsammans med
Lars-Ake Gustavsson for projektet och de dittills uppnidda resultaten. Dessa baseras pa de
fyra primer-par som &r littast att tolka och de genotyper som fungerat utan tveksamheter.
Intresset fran &horarna var mycket stort och det var tydligt att man ser fram emot en
fortsdttning pa projektet dir ytterligare okdnda genotyper frdn inventeringen kommer att
analyseras pa samma sétt. De resultat som presenterades vid triffen bifogas i ett dendrogram i
Bilaga C 1-6.

Aven om dessa resultat baserades pi enbart fyra av de tio primer-paren kunde virdefulla
resultat noteras. De hittills erhdllna resultaten foranleder omedelbara forindringar i de
kommande &rens inventeringsstrategi. De vunna kunskaperna far darfor praktisk betydelse for
det fortsatta inventeringsarbetet och senare for etableringen av POMs genbank av svenska
kulturrosor. Enligt Lars-Ake Gustavsson har POMs genetiska studier redan gett helt ny
kunskap om de éldre kulturrosornas variation och sliktskap, vilket pd sikt — nédr hela
rosinventeringen avslutats och utvirderats — kommer att medfora att delar av rosornas
slakttrad maste skrivas om.

Ingen enda av de under inventeringen funna kulturrosorna dr i de prelimindra resultaten
genetiskt identisk med ndgon av de 160 handelssorter och arter fran vér tid som undersoktes
under 2007. De tidigare undersokta 160 arterna och sorterna, som odlas pa Fredriksdal, har
inkopts 1 tvéd plantskolor, Cedergrens pd Raa och Valdemar Petersens plantskola pé Sjéilland.
Detta synnerligen anmérkningsvérda resultat vicker en rad intressanta fragor inom skilda
omraden. En aspekt ror de funna kulturrosorna historia i Sverige och deras introduktion i
svenska tridgérdar. Varifran kom vért lands funna kulturrosor och nir introducerades de i
Sverige? Varfor skiljer sig de funna POM-rosorna sig sa markant fran dagens sortiment i
svenska plantskolor?

I den f6ljande texten rapporteras om nagra sérskilt intressanta resultat som dragits fran det
prelimindra dendrogrammet. Tvé studerade insamlingar av albarosor ar klart genetiskt skilda
fran vad projektet med stor sannolikhet anser ar ’Alba Maxima’ respektive "Maiden’s Blush’.
Resultatet indikerar att albarosorna &r mer genetiskt variabla dn vad som hittills varit ként,



vilket stods av de morfologiska skillnader som ofta diskuteras mellan inventerarna och
rosarianer Over hela jordklotet. Det ska i det fortsatta arbetet bli intressant att se om
"POM147” och "POM148” kommer att forbli genetiskt identiska eller visa sig vara tvé skilda
kloner som inventeraren angett.

Sorten ’Aimable Amie’ i Gallica-gruppen skiljer sig genetiskt markant frdn ménga fynd som
vid inventeringarna identifierats som rosor av ’Aimable Amie’-typ. Nagon genetisk skillnad
mellan olika fynd som klassificerats som gallicarosor av ’Aimable Amie’-typ har inte kunnat
pavisas. Morfologiska data antyder dock att det finns minst tva distinkta kloner av ’Aimable
Amie’-typ. Finns det ett vedertaget sortnamn for de funna ’Aimable Amie’-typerna? Fragan
kan inte besvaras i dag.

Resultaten av de minga "POM-rosorna” som redovisas pa dendrogrammets andra och tredje
sidor klargér en mycket stor genetisk variation som ocksa aterspeglas av dessa rosors
morfologi. Rosorna pa andra sidan dr morfologiskt svéra att fora till en vedertagen sortgrupp
och bestér uppenbarligen till storsta delen av sorter med ursprung i bade Gallica-gruppen och
Damascena-gruppen. I detta material faller enskilda kloner inom négra f4 undergrupper och
det finns atskilliga genetiskt identiska plantor. En liten intressant iakttagelse i detta material,
rosen "POM3” frdn Vrigstad i Sméland &r identisk med en ros som pétriffades i Sigtuna,
”POM33”, dir den bar namnet ”Vrigstadrosen”.

En mycket distinkt grupp om tre rosor, "POM6”, "POM9” och "POM36”, har av inventerarna
klassificerats som albarosor. De é&r wuppenbarligen hybrider mellan ursprungliga,
vitblommande albarosor och rosablommande sorter i andra sortgrupper.

Fran de nedre sorterna pa andra sidan i dendrogrammet till och med "POM113” nedanfor
mitten pa tredje sidan utgdrs de funna rosorna av distinkta och typiska rosor i Gallica-
gruppen. De fordelar sig i nigra f4& mindre undergrupper, som pa den analyserade nivan,
innehaller flera genetiskt identiska plantor. Utdver de ovan kommenterade ’Aimable Amie’-
typerna ska hér framhallas att den genetiska variationen inom vad inventerarna bendmnt
»Zinnia-gallican”, "POMS8”-"POM129” #r ovintat stor. Aven i detta material finns nigra
dublettplantor.

Négot nedom mitten pa tredje sidan visar de hittills genomforda analyserna att nagra rosor
som inventerarna identifierat som centifoliarosor mycket vl ansluter till ndgra kénda och 1
handeln férekommande centifoliarosor.

Tvé funna bourbonrosor, "POM60” och "POM78”, uppvisar slidktskap med den kénda sorten
"Parkzierde’ 1 Bourbon-gruppen. P4 morfologiska grunder har inventerarna hittills ansett att
de tvd funna bourbonrosorna har ett nira slédktskap med ’Great Western’. Dess placering i
dendrogrammet, lingst ned pa forsta sidan, talar dock emot detta antagande.

Analyserna av inventeringens sorter i Spinosissima-gruppen grupperar sig vél blandade med
de i handeln forekommande sorterna (se dendrogrammets femte sida). Fa dublettplantor
forekommer inom sortgruppen. Intressant dr att tvd gulblommiga sorter, "POM35” och
”POM41”, faller inom dendrogrammets fortecknade sorter som hor till Spinosissima-gruppen.
Gulblommiga hybrider mellan sorter 1 Spinosissima-gruppen och Foetida-gruppen
klassificeras av tradition i Foetida-gruppen. Det erhdllna resultatet visar dock att de tva
nimnda POM-plantorna inte dr identiska med nagon undersokt sort i Foetida-gruppen, vilket
inventerarna antagit, och att en placering av dem i Spinosissima-gruppen vore mera relevant.



Slutligen ska framhéllas att de undersokta plantorna med tydliga Rugosa-karaktirer, vilket for
ovrigt géller bdde kidnda handelssorter och funna POM-rosor, faller inom tva vil skilda
undergrupper i dendrogrammet. En aterfinns pa dendrogrammets femte sida (ndgot nedom
mitten) medan den andra &terfinns pd sista sidan, fran ’Hansa’ till ’Roseraie de 1'Hay’.
Resultatet dr ovintat och behover ytterligare studeras.



