Projekttitel: DNA-kartlaggning av svenska mandatsorter av apple

Sammanfattning

Under ar 2008 fortsatte vi paborjat ar 2007 arbete med DNA-kartlaggning av
applesortsamlingar i flera klonarkiv. Analyserna utfordes pa Balsgard och pa Malmo
akademiska sjukhuset. Alla upptéckta alleler ar avlasta och dokumenterade (se Bilaga, Tabell

I).

Apple ar ett vegetativt forokat véaxtslag och darfor alla trad av samma sort ska ha identiska
DNA-bandmonster. I de fall, dar det fanns samma sort i flera olika klonarkiv, har vi tagit prov
pa alla stallen. Vi har aven fortsatt att jamfora DNA-profiler av mandatsorter fran Balsgards
samling (framtagna tidigare) med DNA-profiler av samma sorter fran klonarkiven. Aven om
for manga sorter stamde DNA-profiler val overens i olika klonarkiv och pa Balsgard, har vi
genom dessa jamforelser hittat flera fall dar trad med olika namn hade identiska DNA-profiler
eller dar trad med samma namn hade olika DNA-bandmonster. Alla dessa fall ar beskrivna
nedan och maste belysas och diskuteras under klonarkivsvardstraffar.

Vara resultat pekar pa att det behovs en djupare diskussion mellan forskare, POM,
klonarkivsvardar och pomologer for att korrekt faststalla sorternas identitet.

Motivering och mal

Forskare och genbankskuratorer, som 4r involverade i utvardering och bevarande av genetiska
resurser, har ofta papekat vikten av noggrann och stabil identifiering av genotyper i en
genbankskollektion, sarskilt for sadana vaxtslag som apple (Guilford, 1997; Hokansson et
al.,1998; Goulao & Oliviera, 2001; Guarino & al., 2006). Eftersom apple 4r ett vegetativt
forokat viaxtslag, forvantar vi oss att alla individer av en och samma sort ar genetiskt
identiska, sa nar som pa smarre mutationer vilka kan ge upphov till exempelvis olika
fruktskalsfarger. Felbestamningar kan orsaka stora problem inom forskning och vaxtforadling.
Felbestamda sorter och ej upptickta dubbletter belastar dessutom genbankerna med onodiga
kostnader; appletrad ar stora, tar mycket plats och kostnaderna for underhall ar hoga. Tyvarr
rader det fortfarande oklarhet om manga sorters ursprung, och dessutom innehaller manga
genbanker gamla trad, som forokats fran okant utgangsmaterial. Foljdaktligen finns det en hel
del tveksamma bestimningar av sortmaterialet i de olika dpplesamlingarna i Sverige.

I Sverige finns det ca 220 applesorter, som ar definierade som mandatsorter och ar avsedda
for bevarande i olika klonarkiv runt om i landet. Vart overgripande mal med projektet var att
analysera alla dessa sorter med DNA-markorer for att forse dem med sédkra DNA-profiler,
faststalla deras identitet och sortakthet, hitta synonymer och salla ut dubbletter och mutanter
samt berdkna grad av genetisk diversitet och genetiskt sléktskap.

Under 2007 har vi analyserat ca 100 trad av mandatsorterna som vaxer pa Fredriksdal (FR),
Munkagardsgymnasiet (MU), Brunstorps gard (BR), sortsamlingen pa Elitplantstationen
(EPS) och pa Julita (JU). DNA-profiler av dessa trad jamfordes dven med framtagna tidigare
DNA-profiler av traden fran Balsgards sortsamling. Under 2008 fortsatte vi att analysera trad
fran Julita samt har utfort analyser pa mandatsorter fran Bergianska tradgarden (BE),
Capellagarden (CA), Ekebyhov (EBH), Genbanken Alntorps 6 (ALT), von Echstedska
garden (ECH). Under projektets lopp amnade jag aven att hjalpa klonarkivsvardarna och
pomologerna att belysa de problem med identifieringar, vilka man inte kan klara av med
enbart morfologiska egenskaper. Nar projektet genomfordes under ar 2007 upptackte vi flera
fall nar traden i olika klonarkiv var markta med samma namn, men hade olika DNA-



bandmonster och i nagra fall kunde vi peka ut det korrekta sortnamnet. I vissa av dessa fall
hade klonarkivsvardarna misstankar om felmarkningar, men manga av vara upptackter var
helt oanade. Darfor beslutade vi att det var vardefullt att samla in och analysera material fran
samma sorter fran flera olika kéllor och aven fortsatta att jamfora dessa med tidigare
analyserade traden fran Balsgard.

Metodik och arbetssatt

Klonarkivsvardarna klippte kvistar (5-10 st per sort) med blad under maj - borjan pa juni
2008 och skickade de till Balsgard, dar bladen frystes in i — 80 C. Pa Balsgard utfordes DNA-
extraktionerna och PCR-reaktioner. PCR-fragment analyserades och storlekbestamdes under
en kapillar-elektrofores pa Swegene i Malmo. I projektet anvande vi oss av 8 primer-par, som
ingar i ’Standard set’ rekommenderat av den europeiska arbetsgruppen for genetiska resurser
hos dpple (Guarino et al., 2006). Vi anvande oss dven av ytterliggare 3 primer-par, som
tidigare visade sig vara anvandbara pa vart laboratorium. Dessa 11 primer-par amplifierade
totalt 12 lokus.

Apple ar ett vegetativt forokat vaxtslag och alla trad av samma sort maste vara genetiskt
identiska, vilket betyder att de ska ha identiska DNA-bandmonster. Man kan misstianka en
mutation om DNA-profiler skiljer sig i t.ex. en allel. Om DNA-profiler av samma sort inte
stammer Overens, tyder detta pa en felmarkning.

Erhallet resultat

DNA-profiler av alla analyserade sorter ar presenterade i Tabell 1 (se bilaga), som 1 sig 4r en
utokad Tabell 1 fran 2007. Arets resultat och dven arets jamforelser med Balsgards trad ar
markerade med *08’ 1 kolumn 1. Elva SSR primer-par amplifierade alleler i 12 lokus. Varje
analyserad mandatsort fick ett s.k. molekylart passport, som kan vara ytterliggare ett steg mot
uppbyggnad av en databas, vilken i framtiden kan anvéndas som 'facit' vid problematiska
sortbestamningar. Nar alla aterstaende mandatsorter kommer att bli analyserade under 2009,
ska DNA-profiler anvandas i vidare undersokningar for att fa fram ett dendrogram, vilket
illustrerar genetiskt sldktskap mellan sorterna.

Vid jamforelser av DNA-bandmonster fran trad av samma sort, som vaxer i olika klonarkiv
och pa Balsgard, har vi fatt nedan beskrivna resultat.

Traden av sorterna Aspa, Josefiner, Hedenlunda, Norrstack, Staringe Karin, Sparreholm pa
Julita hade, som vantat, identiska DNA-profiler med traden med motsvarande sortnamn pa
Balsgard. DNA-bandmonster av Staringe Karin stamde overens aven med bandmonster av
Staringe Karin pa Alntorps 0. DNA-profiler av Fager6 fran Julita, Alntorps 6 och Balsgard
var identiska sig emellan och det finns skillnad i en allel med Gragylling (det analyserade
tradet vaxer pa Balsgard). Sort Fagero ar, som bekant, en fargmutant av Gragylling.

Identiska DNA-profiler i olika sortsamlingar hade traden av sorterna: Arreskov (Brunstorps
gard och Bergianska tradgarden); Gyllenkroks Astrakan (Bergianska, Elitplantstationen,
Balsgard); Stor Klar Astrakan (Ekebyhov, Julita, Balsgard); Vit Astrakan (Bergianska
tradgarden, Fredriksdal, Julita, men inte Finland); Rod Astrakan (Bergianska tradgarden,
Balsgard); Bergianaiapple (Bergianska tradgarden, Ekebyhov); Birgit Bonnier (Ekebyhov,
Balsgard, Elitplantstationen); Brita Horn (Alntorps 6, Ekebyhov); Charlamovsky (Bergianska
tradgarden, Balsgard); Eldrott duvapple (Bergianska tradgarden, Elitplantstationen); Filippa
(Capellagarden, Balsgard, Elitplantstationen); Frosaker (Alntorps 0, Balsgard); Fullero



(Alntorps 0, Balsgard); Gravensteiner och Rod Gravensteiner (Capellagarden, Balsgard,
Elitplantstationen); Hampus (Bergianska tradgarden, Brunstorps gard); Holmserud (Alntorps
0, von Echstedska garden); Katja (Capellagarden, Elitplantstationen, Balsgard); Kavlas
(Bergianska tradgarden, Balsgard); Kim (Capellagarden, Balsgard); Melon och Rod Melon
(Bergianska tradgarden, Alntorps 0, Brunstorps gard, Balsgard); Maglemer ( Capellagarden,
Balsgard); Rossvik (Julita, Ekebyhov); Signe Tillisch (Capellagarden, Elitplantstationen,
Balsgard); Skoldinge (Julita, Alntorps 0); Snovit (Bergianska tradgarden, Balsgard); Stenbock
(von Echstedska garden, Brunstorps gard, Fredriksdal); Sylvia Capellagarden, Balsgard);
Savstaholm och P.J. Bergius (Ekebyhov, Bergianska tradgarden, Elitplantstationen, Balsgard);
Sarso (Ekebyhov, Balsgard); Tegnersapple (Bergianska tradgarden, Fredriksdal);
Transparente blanche (Alntorps 0, Elitplantstationen, Balsgard); Trogsta (Alntorps 0,
Balsgard); Varmlands sotapple (von Echstedska garden, Balsgard); Akerd (Alntorps 0, Julita,
Elitplantstationen, Balsgard); Okna lokapple (Bergianska tradgarden, Balsgard); Olands
kungsapple (Capellagarden, Fredriksdal). Vi forvantar oss att alla dessa trad ar korrekt
bestamda och DNA-profiler for dessa sorter kan redan nu registreras i en databas, som
kommer att anvandas vid problematiska sortbestimningar i framtiden.

Vi har upptackt nagra fall, dar traden med samma sortnamn hade olika DNA-profiler i
olika samlingar: pa Julita och Balsgard — Drakenberg, Gul hostkalvill, Menigasker, Malsaker;
pa Julita och Alntorps 0: Klockhammarapple, Sickelsjo vinapple; pa Alntorps 6 och
Ekebyhov: Viksapple. DNA-bandmonster av Gronso fran Julita stimde overens med
bandmonstret av Gronso fran Alntorps 0, men inte med bandmonstret av tradet, markt som
Gronso pa Ekebyhov. DNA-analyser avslojade aven att traden av Varmlands paradisapple ar
identiska pa Alntorps 6 och Ekebyhov, men ar olika det, som vaxer i klonarkiv pa
Munkagardsgymnasiet. Traden av Silva ar korrekta pa von Echstedska och Elitplantstationen,
men tradet pa Balsgard ar, troligtvis, felmarkt.

Antonovka pa Ekebyhov var identisk med Antonovka Kamenichka pa Balsgard och med
Antonovka, som vi har fatt fran Ukraina, men inte med Antonovka pa Bergianska tradgarden
och Julita, vilka stamde Overens sig emellan och med Antonovka Pamtorutka pa Balsgard.

Tradet av Lecko Astrakan pa Munkagardsgymnasiet ansags vara felmarkt och skulle vara
Iglabo stott i stallet. I undersokningen ar 2007 har vi hittat skillnaden i en allel, som skulle
foljas upp 1 projektets nasta steg for att vi skulle kunna dra en korrekt slutsats. Skillnaden
visade sig vara ett experimentfel och darmed anses traden markta som Leck0 Astrakan och
Iglabo stott pa Munkagardsgymnasiet vara identiska. Vidare, var DNA-bandmonster av Lecko
Astrakan fran Munkagardsgymnasiet identiskt med bandmonstret av Leckod Astrakan fran
Alntorps 0, men inte med Lecko Astrakan fran Julita. I sin tur stimde DNA-profil av Lecko
Astrakan fran Julita med DNA-profil av Arnmans gula hostkalvill fran Brunstorps gard. Aven
DNA-profiler av Iglabo stott var olika hos traden pa Munkagardsgymnasiet och Julita.

Forslaget till nasta steg ar att diskutera dessa fall under nasta klonarkivsvardstraff, dar man
har mojlighet att aven jamfora frukt fran alla berorda trad och jamfora de med pomologiska
beskrivningar.

Vi har aven upptackt nagra fall, dar trad med olika sortnamn hade identiska DNA-
badmonster, t.ex, tradet, markt som Gimmersta pa Julita ar identisk med Vit Astrakan pa
Julita och Fredriksdal och dessutom ar identisk med Arvidsapple pa Balsgard. Tistads
vaxgylling pa Julita ar identisk med Transparente Blansche pa Elitplantstationen.
Horningsholm pa Julita 4ar identisk med Norrviken fran Fredriksdal och Balsgard.



Frosvidalsapple pa Julita ar identisk med Frosvidals rodsota pa Alntorps 6. Kristinaapple och
Nadig frun pa Brunstorp ar ocksa identiska. Identiska DNA-bandmonster hade aven Gislaved
pa Brunstorp och Hagbyberga pa Julita, Sjoholmsapple och Stor klar Astrakan pa Julita, A2
och Bjornegardsapple pa Munkagard.

Har kravs det ocksa en djupare diskussion med klonarkivsvardarna och pomologerna.

Vi har hittat tva tydliga fall av felmarkning: tradet, méarkt som Hornsberg pa Fredriksdal ar ett
trad av Hanaskog och tradet, markt som Eva-Lotta pa Capellagarden ar ett trad av Alice.

Vi har fatt indikation pa poliploidi (tre alleler i ett lokus) hos flera av analyserade sorter:
Borgherre (Balsgard), Ullstromsapple (von Echstedska garden), Skoldinge (Alntorps 0).
Triploider ar daliga pollinatorer, och darfor kan informationen om sorternas ploidital vara av
varde for intressenterna. Alla sorter, som visade indikation pa triploidi, men inte ar hittills
kanda som triploider, maste undersokas vidare. Blad av fyra tankbara triploida sorter, som
upptacktes under tidigare undersokningar (2007) analyserades med flodes-cytometri pa ett
laboratorium i Holland och triploidin blev pa sa viss bekraftad for Skoldinge, Rossvik,
Sodermanlands kalvill fran Julita och Urshults kungsapple fran Fredriksdal.
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