Skattning av brukbar diversitet hos Svenska mandatsorter av apple

Backgrund och mal

| Sverige har ca 220 applesorter fatt mandatstatus och &r avsedda for framtida langsiktigt
bevarande. Dessa sorter har under 2007-2009 har blivit kartlagda med SSR-markérer och
numera har vi tillgang till val identifierat vaxtmaterial. Detta ar sarskilt viktigt nu, nar vi
fortsatter med néasta steg, dvs screeningar av detta vardefulla vaxtmaterial for sddana viktiga
egenskaper som sjalvsterilitet, fruktkonsistens och lagringsduglighet. Kunskaper om sorternas
egenskaper ar en viktig forutsattning for att de ska kunna anvandas for framgangsrik
forskning och véxtféradling.

Svenska odlare efterfragar hogavkastande sorter. Avkastningen hos &pple beror i stor
utstrackning pa att det finns lampliga pollinatorer pa néara avstand eftersom dpplesorterna &r
sjalvsterila. Vilka sorter som kan pollinera varandra (dvs ar korskompatibla) bestdms av en
uppsattning alleler i ett s.k. S-lokus. Varje diploid applesort har tva olika S-alleler. Om tva
samplanterade sorter har exakt samma S-alleler, &r de inkompatibla och traden kommer bara
att satta nagra enstaka frukter. Samplanterade dpplesorter, som bara har en gemensam S-allel,
har battre fruktséttning men nar anda inte upp till sin fulla produktionsformaga (Schneider et
al., 2005).

Traditionellt har korskompatibilitet respektive inkompatibilitet undersokts genom
pollineringsforsék, som ar mycket tidskravande och dessutom kan det vara svart att skilja fullt
kompatibla sorter fran delvis kompatibla. Utveckling av molekylara markarer ger mojlighet
till snabbare och noggrannare undersokningar av inkompatibilitet. Under de senaste 10-15
aren har flera allel-specifika DNA-markdrer utvecklats och anvénts (Janssens et al., 1995;
Matsumoto et al., 1999; van Nerum et al., 2001; Kitahara and Matsumoto, 2002; Broothaerts,
2003). Pa Balsgard har vi tidigare analyserat S-alleler hos 103 applesorter, varav 76 ar
mandatsorter (Nybom et al., 2007a; Nybom et al., 2007b; Nybom et al., 2008a). Information
om olika sorters S-alleler har stor betydelse inte bara vid praktisk odling utan ocksa for val av
foraldrasorter ndr man planerar att gora korsningar i ett vaxtforadlingsprogram.

Aven om avkastningen ar en av de viktigaste parametrarna ur odlarens synpunkt, maste man
ocksa ta hansyn till handelns och konsumenternas dnskemal. Dagens konsumenter efterfragar
krispiga och lagringsdugliga &pplen, som fortfarande har bra konsistens nar de kommer ut till
konsumenten. Fasta och krispiga dpplen har blivit ett av de viktigaste foradlingsmalen i
manga lander. For att kvantifiera dessa parametrar anvands i regel mekaniska tester, t.ex.
trycktest med penetrometer, eller avsmakningstester (Jonsson och Nybom 2007). Hoga poéng
for *fast fruktkott’ och *krispig konsistens’ innebar oftast att konsumenterna tycker om en
applesort (Hampson et al., 2000; King et al., 2001).

Fruktmognaden &r en komplex biokemisk och fysiologisk process dér flera gener &r
inblandade. Molekyldra markorer har Oppnat nya mojligheter for att identifiera *quantitative
trait loci’ (QTL), dvs kvantitativt nedérvda gener som ansvarar for komplexa egenskaper som
fruktens fasthet vid skordetidpunkt och efter lagring (King et al., 2000; 2001).

De mest undersokta generna med dokumenterade effekter pa fruktens konsistens och
lagringsbarhet &r Md-ACS1, Md-ACO1, Md-Exp7 och PG1 (Sunako et al., 1999; Harada et al.,
2000; Zhu and Barritt, 2008; Costa et al., 2005; Costa et al., 2008; Costa et al., 2010). Gen
Md-ACS1 kodar for enzymet 1-aminocyclopropan-1-karboxylassyntas och styr ethylenhalten i
frukten, vilket i sin tur paverkar fruktens lagringsduglighet. Md-ACO1 kodar for enzymet 1-
aminocyclopropan-1-carboxylat-oxydas som ocksa styr ethylenhalten i frukten. Md-Exp7
kodar for ett enzym ur gruppen expansiner som anses vara mycket viktiga for
mognadsprocessen och lagringsduglighet av dpple. Md-Exp7 anses vara viktigare &n Md-
ACS1 vad galler forlust av fruktfasthet. Md-PG1 &r en av gener, som kodar fér enzymet



polygalakturonas. Enzymet ar involverad i nedbrytning av pektin. Genen styr forlust av
fruktfasthet under mognaden och dess uttryck &r ethylen-beroende.

Generna Md-ACS1, Md-ACO1, Md-Exp7 har undersokts i tre stora sortsamlingar:
appleforadlingsprogrammet i Washington State University (USA), ’National Fruit Collection i
Brogdale’ i Kent, UK och "USDA-ARS National Plant Germplasm System Malus collection’
i Geneva, NY, USA (Peace, 2008). Pa Balsgard har vi ocksa tidigare undersokt
allelsammanséttningen i etylenproduktionsgenen Md-ACS1 hos 137 dpplesorter, av vilka 94 ar
mandatsorter. Vi upptéckte att den 6nskvarda allelen som ar kopplad till 1ag etylenproduktion
och krispigt fruktkétt, endast aterfinns hos ett fatal av de dldre mandatsorterna (Nybom et al.,
2008b). Vi har ocksa tidigare undersokt allelerna i Md-Exp7 locus (Nybom et al., under
tryckning). En SSR allel pa 198 bp har tidigare angivits som markér for bra fruktfasthet och
bra lagringsduglighet och allel pa 202 bp skulle vara kopplad till samre fruktfasthet och
lagringsduglighet. Men i vara undersékningar blev det tvartom, allel 202 visade sig vara
kopplad till hogre fruktfasthet och mindre forlust av fruktfasthet under lagring.

Projekt
Medel fran SJV/POM har erhallits under 2011 for att for att faststalla allelsammanséattningen i
S-lokus i de mandatsorter av dpple (totalt 97) som inte har tidigare analyserats med hjalp av
allelspecifika DNA-markorer. Pa samma satt anvande vi oss av DNA-markérer for
mognadsgenerna Md-ACO1, Md-ACSL1 for att analysera 63 mandatsorter. Pga av att i nulége
rader det en viss oklarhet kring markorerna i lokuset Md-Exp7 och att projektmedlen blev
kraftigt neddragna, beslutade vi att i stéllet analysera allelsammansattningen i locuset PGI.

Projektansvarig har varit Larisa Gustavsson och DNA-analyserna har utforts av Jasna
Sehic och Anna Zborowska.

Material och metoder

DNA analyser

Vi anvéande oss av materialet och DNA som anvandes ocksa i flera andra projekt pa Balsgard
(synnergi effekt).

For att fa fram DNA-band for varje S-allel, anvéande vi oss av 10 allelspecifika primer
par, publicerade av Broothaerts (2003), Matsumoto et al. (1999), Matsumoto (2002) och som
redan anvandes i undersokningar pa Balsgard (Nybom et al., 2008a). DNA-band for varje
allel amplifierades med hjalp av PCR-teknik. For att sérskilja S-allelerna S4, S16 och Sy,
kravdes det ocksa klyvning av ett DNA-band som vi fick fram under PCR med ett s.k.
klyvningsenzym, tagl. Vi anvande oss av primersekvenserna, beskrivna i Broothaerts (2003),
forutom primers for Ss, publicerad i Matsumoto et al. (1999). PCR-reaktionerna utférdes som
i Nybom et al. (2008a). DNA-band storlekbestamdes pa en agarosgel och varje sort fick sin
egen S-allel profil. PCR-reaktionerna utfordes som i Nybom et al. (2008a).

For att kunna sarskilja de tva allelerna i Md-ACS1-genen anvande vi samma metodik
som tidigare anvandes pa Balsgard (Nybom et al., 2008b). Som kontroll anvande vi sorterna
"Wealthy Red’ och ’Elstar’, som har den 6nskade allelen 2. Forekomsten av olika alleler for
genen Md-ACOL1 analyserades enligt Costa et al. (2005). Som kontroll anvandes sorterna
"Wealthy Red’ och "Rosen crab’. Allelerna for lokus PGI bestdmdes enligt V. Keulemans
(pers. komm.). Aven for denna lokus anvéandes Elstar’ som kontrol.

Allelfrekvenserna for varje S-allel berdknades som procent av alla identifierade alleler.



Resultat och diskussion

Undersokning av sjalvsterilitetsgener

| var undersokning av de olika mandatsorterna kunde vi identifiera tolv olika S-alleler:
S1, S2, S3, 4, S5, S7, S9, S10, S16, S22, S24, S28 (Tabell 1). Under forutsattningen att alla
sorter ar heterozygota i S-lokus, férvantar vi oss 2 olika S-alleler hos de diploida sorterna, 3
alleler hos de triploida och fyra alleler hos de tetraploida. Totalt forvantade vi oss att faststalla
205 alleler. Generellt sétt, kunde vi hitta tva eller farre alleler hos diploida sorter och tre eller
farre hos tri- och tetraploida, sammanlagt 121 alleler (59% av det totala antalet av alleler). For
28 diploida sorter och 1 triploid sort kunde vi faststalla komplett uppsattning av S-alleler, och
for 44 diploida och 3 triploida sorter - bara en av genvarianterna per sort. Hos 6 triploida
sorter kunde vi faststélla 2 alleler per sort och en tetraploid sort *Alfa’ uppvisade 3 alleler.
Tyvaérr, 14 sorter kunde vi inte faststalla nagon S-allel alls. Detta kan bero pa att de har S-
alleler som ar mycket ovanliga i de sorterna som anvéndes vid framtagning av DNA-markorer
och darfor saknar de markorer for tillfallet.

I denna undersokningen var de vanligaste S-allel varianten S;, som ar 31.4 % av alla
detekterade alleler. Sammanlagt 38 sorter, 39.2% av alla analyserade, hade denna allel. Detta
stammer vl 6verens med var tidigare undersokning, dar S; allelen var ocksa den vanligaste,
aven om allelfrekvensen var lagre (18.0 %) (Nybom et al., 2008a). Denna allel var den nést
vanligaste (14%) ocksa i en studie om S-genotypning av gamla dpplesorter fran Karpaterna
(Halasz et al., 2011). Den nast vanligaste allel var Sy, (16.5% av alla detekterade alleler)
hittades hos 20 sorter (21%). Denna allel var ganska vanlig dven i de tidigare undersdkningar:
11% (Nybom et al, 2008a) och 10% (Halasz et al., 2011). De mest ovanliga varianterna var Sy
(3.3%), aterfanns hos 4 sorter, Sy, (2.24%), aterfanns hos 3 sorter och Sy (1.6 %) aterfanns
hos 2 sorter. Till skillnad fran denna studie, var S, rétt sa vanlig i undersokningen av Halasz
et al. (2011). Vad galler Sy, sa hade bara en av sorterna denna allel i Halasz et al. (2011). S-
allelfrekvenserna och antal sorter som hade specifika S-alleler presenteras i Fig. 1 och 2.
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Fig. 1 Frekvenser for var och en av 12 identifierade S-alleler.
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Fig. 2. Antal sorter, som hade var och en av S-allelerna.

Undersokning av mognadsgener

Det finns tva olika varianter av Md-ACS1-genen, som styr ethylenhalten i frukten.
Genvariant 1 resulterar i hogre etylenhalt och snabbare eftermognad, medan genvariant 2 ger
lagre etylenhalt. Darmed far frukten béttre forutsattningar att bibehalla sin fasta konsistens.
Olika applesorter kan ha nagon av tre olika genuppsattningar, 1-1, 1-2 eller 2-2. En av
kontrollerna, "Wealthy Red’, hade bada allelvarianterna, 1 och 2 och den andra, ’Elstar’, hade
bara den efterfragade varianten, 2. Vara analyserade sorter uppvisar tva av dessa
genuppséttningar, ndmligen 1-1 och 1-2 och saknar darmed den mest eftertraktade varianten
2-2. Den sistnamnda aterfinns bland de nyare utlandska sorterna som ’Discovery’, *Gloster’,
"Rubinola’ och’Elise’, vilka alla har fast, krispigt fruktkott (Nybom et al., 2008b). Dessvarre,
bara tre av vara sorter, *Algott’(icke-mandat), *Granatapple, Kungsbhacka’ och
’Melonkalvill’(mandat) har den férdelaktiga alleluppséattningen, 1-2.

Genen Md-ACO1 har ocksa tva olika genvarianter, dar variant 1 ger lagre etylenhalt
medan variant 2 ger hogre halt. Kontrollerna, *Wealthy Red’ och *Rosen Crab’ hade
alleluppséttningen 1-2. Alla, utom 2 analyserade sorter (’Guldparmén’ och ’Silva’), hade den
oOnskade genuppséttningen 2-2 (Tabell 2). Den mest eftertraktade varianten, 1-1 kunde tyvérr
inte hittas hos nagon av mandatsorterna, men har tidigare noterats hos nyare utlandska sorter
som ’Elstar’ och *Rubin’ (Costa et al., 2005).

Aven genen PGI har tva olika varianter, dar den odnskade varianten, 1- samre
fruktfasthet, och den Onskade varianten, 2 - bra fruktfasthet. Frutom kontrollen *Elstar’, bara
tva av de analyserade sorterna, Granatapple, Kungsbacka’ och *John- Georg’ hade den
eftertraktade allelen, 2, &ven som heterozygot.

Fruktfasthet och lagringsduglighet r viktiga appleféradlingsmal i hela varlden. Aven
om det gar framat vad galler kunskapen om mognadsgener, sa ar den genetiska bilden av
denna egenskap langt ifran fullstandig. Tyvarr, ar de 6nskvarda allelerna &r mycket sallsynta
bland gamla sorter. Detta kan bero pa att sddana egenskaper som fruktkonsistens inte ansags
vara lika viktigt tidigare som den har blivit pd senare ar. Dock sorten *Granatapple,
Kungsbacka’, som &r heterozygot for énskade alleler i tva lokusar, Md-ACS1 och PG1, kan
vara intressant som foralder om man amnar att forbéattra fruktfasthet och lagringsduglighet.
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