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Ratt namn pa paronen med hjalp av DNA-markorer

HiLpe NYBOM, JaSNA SEHIC OCH LARISA GARKAVA-GUSTAVSSON

Manga linder har numera inrittat program
for att samla in, bevara och karaktdirisera ge-
netiska resurser av viktiga nyttovixter. Har de
intressanta egenskaper, kan de ju komma till
anvindning i framtiden, antingen som de dr
eller som forildrar i ett korsningsprogram inom
vixtforidlingen. I Sverige bevarar man darfor
‘mandatsorter’ av exempelvis frukt och bdr,
dvs sorter som uppkommit i Sverige eller som
har haft en lang och viktig odlingshistoria har.
Hittills har 57 olika pdronsorter fdtt status av
mandatsort. Flertalet av dessa bevaras i ndagot
av de 11 klonarkiven runt om i landet. Den
storsta samlingen av pdronsorter finns dock pa
Balsgard-SLU, med drygt ett 100-tal namn-
givna sorter varav 30 mandatsorter. For manga
av de dldre sorterna dr ursprunget okdnt, och
man vet ibland inte ens vilket land de kom-
mit fran.

DNA-baserade fingeravtryck

Dessvirre ir det inte bara ursprunget till
paronsorterna som 4r daligt kint — ibland
kan dven den pomologiskt baserade sort-
bestimningen vara osiker, sarskilt nir det
giller gamla trid av ovanliga sorter. Nu-
mera anvinder man alltmer ofta DNA-
markdrer for att forse olika sorter med
en individ-baserad streckkod (se t.ex.
Garkava-Gustavsson och Nybom, 2004;
Gustavsson och Mattisson, 2005; Gar-

Genetisk terminologi

Fig. 1. Att skilja pa pdronsorter dr inte sa litt..

kava-Gustavsson, 2006; Nybom, 2009;
Nybom m.fl., 2009). Medan vanliga, po-
mologiska karaktirer kanske kan pavisa
5% fteletiketteringar i en sortsamling, sd
har de betydligt kinsligare DNA-mar-
korerna i typiska fall kunnat pavisa upp
till 30% fel (Nybom och Weising, 2010).

For sortidentifiering anvinds oftast
mikrosatellit-DNA-markorer, som ana-
lyseras med hjilp av speciella primerpar;
dvs korta, syntetiskt framstillda DNA-
sekvenser. Med dessas hjilp kan man
skapa ett DNA-fingeravtryck for en viss
sort. Detta DNA-fingeravtryck kan se-
dan anvindas for jimforelse med andra

. har har vi Conference till vinster och en dottersort, Concorde, till higer.

sorter. DNA-fingeravtrycket siger dire-
mot inget alls om vilka egenskaper sor-
ten har, utan kan snarare jimstillas med
en streckkod pa en varuhusartikel.

Ett antal pirongenbanker har redan
borjat utnyttja DNA-markorernas for-
delar. Silunda har alla 500 pironsorterna
1 National Fruit Collection pa Brogdale
Farm i England analyserats (Fernandez-
Fernindez, 2010) med 12 olika primer-
par (amplifierar en viss bit av DNA-sek-
vensen). Dessa primerpar har utformats si
att de amplifierar (férmerar) DNA 1 ett
mikrosatellit-DINA locus, dvs en liten bit
av. DNA-molekylen som ofta muterar

De flesta paronsorter ar diploida och har 34 kromosomer som bildar 17 par. P4 kromosomerna sitter ett stort antal gener.
Den plats pa en kromosom dir gener for ett visst arvsanlag huserar kallas ett locus (loci’1 plural). Gener som ‘bor’ i samma
locus hos ett visst kromosompar kallas ofta alleler, eftersom de egentligen bara utgor olika varianter av samma ursprungliga
gen. En diploid pironsort kan ha en allel (de tvi kromosomerna i ett par har di samma allel) eller tvd olika alleler (de
tvd kromosomerna 1 ett par har olika alleler) 1 ett visst locus. En triploid sort (sammanlagt 54 kromosomer som bildar 17
tripletter) kan pa motsvarande sitt ha upp till tre olika alleler 1 samma locus.

I en mikrosatellit-DNA-analys amplifierar (férmerar) varje primerpar en bit av DNA-molekylen som dai kallas for ett
locus trots att vi egentligen inte vet om just denna bit av DNA-molekylen har betydelse for nagot arvsanlag. I varje sadant
locus kan en vanlig, diploid pironsort alltsa ha tva alleler. Triploida sorter kan istallet ha tre olika alleler i samma locus.
Olika alleler skiljer sig ofta at i antalet baspar som bygger upp DNA-molekylen, och det 4r dessa skillnader som vi miter

1 vara analyser.
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Fig. 2. For Balsgardssorten Carola kunde vi med
DNA-markérernas hjélp kontrollera att den uppgivna
hérstamningen stammer, dvs_Johantorp x Comice.

och som dirfor ir lamplig for sortiden-
tifiering. Primerpar for analys av just pa-
ron har valts ut inom ECPGR (European
Community for Plant Genetic Resources;
Evans m.fl., 2009), och malsittningen ir
att alla erhdllna DNA-resultat ska matas in
i en gemensam databas, som sedan kan ut-
gora referens for olika nationella sortsam-
lingar runt om 1 virlden (EMR, 2012).

Det svenska paronprojektet
Forskarna pa Balsgird fick anslag under
2008 och 2009 frin Jordbruksverket for
att utfora en DNA-baserad identifiering
av mandatsorterna av piron i Sverige.
Malsittningen var att alla dessa skulle
forses med ett DNA-fingeravtryck.
Bladprover samlades in frin trid av
mandatsorter bade pa Balsgard och 1 de
olika klonarkiven. For denna undersok-
ning rekvirerade vi 4ven bladprover frin
itta referenstrid pa Brogdale 1 England.
Ytterligare en handfull sorter av speciellt
intresse togs med, som exempelvis den
synnerligen paronpest-resistenta sorten
Hessle (Przybyla m.fl., 2012). Alla dessa
sorter analyserades 1 DNA-laboratoriet
pa Balsgard. Vi anvinde 12 olika mikro-
satellit-DNA primerpar men tvd av dem
gav opilitliga resultat, och uteslots dirfor
fran foljande berikningar. Ovriga 10 pri-
merpar producerade tydliga bandmonster.

Fig. 3. For Fritjof, som foridlats fram i ett samarbete mellan
Balsgdrd och Njos (ddvarande Planteforsk numera Grami-
nor, Noige) dr hdrstamningen Clapps Favorit x Conference.
Foto Stein-Harald Hjeltnes, Graminor Njos, Norge.

De flesta pironsorterna ir diploida, och
har di maximalt tvd alleler 1 varje mik-
rosatellit-DNA-locus, dvs tva urskiljbara
band. Sedan tidigare kinda triploida sor-
ter 1 vir undersokning 4r Filip, Grpiron,
Kejsarinnepiron och Moltke. Genom
flodescytometeri (miter mingden DNA
1 cellkirnorna) kunde vi dven faststilla att
Hovridspiron och Ingeborg ir triploida.
I DNA-undersokningen visade det sig,
som vintat, att samtliga dessa sorter hade
upp till tre alleler i vissa loci.

Slaktskapsforhallanden
I tre fall kunde vi jamfora en sort med
sina forildrar; Carola (Johantorp x Co-
mice; Fig. 2), Fritjof (Clapps Favorit x
Conference; Fig. 3) och Ingeborg (Con-
ference x Bonne Louise; Fig. 4). I varje
locus har avkommesorten irvt en al-
lel frin modern och en fran fadern nir
det giller de diploida sorterna Carola
och Fritjof. Den triploida sorten Inge-
borg har diremot uppstitt genom att
en diploid iggcell av Conference blivit
befruktad av en haploid pollencell av
Bonne Louise. Detta syns tydligt 1 exem-
pelvis locus CHO1f07a, dir Ingeborg har
tre olika alleler; allelerna 182 och 193
dterfinns hos Conference medan allel
209 terfinns hos Bonne Louise.

Vi riknade dven ut parvisa likheter

Fig. 4. Den triploida sorten Ingeborg ur samma foridling-
sprogram som Fritjof, har enligt DNA-markérerna upp-

kommit genom att en diploid dggcell av Conference blivit
befruktad av en haploid pollencell av Bonne Louise. Foto
Stein-Harald Hjeltnes, Graminor Njos, Noige.

mellan 54 sorter som forefaller vara kor-
rekt identifierade, och anvinde sedan
dessa data for att gora ett dendrogram,
som visar hur lika de olika sorterna ir
(Fig. 5). Tre av referenssorterna tillhor
“exotiska’ arter (P calleryana, P pyrifolia och
P salicifolia) och skiljde sig tydligt fran alla
andra sorter, vilka istillet representerar det
vanliga europeiska pironet P communis.

Sortidentifiering

Med hjilp av vira DNA-profiler och
de jimtorelser vi har gjort med profiler
for motsvarande sorter i genbanken pa
Brogdale, har vi kunnat dra en hel del
slutsatser rorande det undersokta sort-
materialet, se tabellen. Pa ’kopet’ fick vi
ocksa klarlagt en del synonymer mellan
namnen pa vara undersokta sorter och de
namn samma sorter har utomlands.

Av de paronsorter som representerades
av ett enda DNA-prov, hade 19 en unik
DNA-profil. Pi samma sitt hade 17 av de
sorter, som representerades av minst tva
DNA-prov, en unik DNA-profil. Samtliga
dessa 36 sorter kan alltsd vara korrekt eti-
ketterade men bor forstds dven kontrolleras
av pomologisk expertis. Tva fall av forvin-
tade synonymer hittades ocksa; Blodpiron
och Rodkéttigt paron var identiska, liksom
ocksd vanlig Clapps favorit och den roda

mutationen av samma sort.
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Tabell. Analyserade péronsorter (S: troligen svenskt ursprung, U: utlindskt ursprung, 3x: ChAsE 0 B 0 5 20 25
triploid) samt vixtplats (ALT Alntorps O, B Balsgérd, BE Bergianska tridgdrden, BR rabet fum
Brunstorps gird, BROG Brogdale, CA Capellagdrden, FR Fredriksdal, JU Julita, LH Ingeborg B °
. I . . . ) Conference B 29
Linnés Hammarby, MU 1V[1mkqgardsgymna51€t, SK Skalb%/ kungsgdrd, VPOfnermm mierre Cormeille B 44
vadstenense). For tvd sorter (Tysk nationalbergamott och Windsor), togs material fran tvi Fritiof B 4
olika trid pa Balsgard. Klass anger hur DNA-profilen stimmer med tridets etikett; 1: ett Clapp’s Favorit B 27
. . . ) Williams Brog 53
prov med en, unik DNA profil, 2: tvd eller fler prov mled samma sortnamn och samma, Gansols bergamott 5 34
unika DNA profil, 3: synonymer dvs tva prov med olika namn men samma, unika Hovradsparon B 39
DNA profil, 4: uppenbara fall av feletikettering (samma namn men olika DNA profiler, Bonne Louise B 26
. A » . T Clara Frijs B 28 F
e/ler‘ olika namn men samma DNA-profil); inom parentes anges vilken sortsamling som Paermiron R s
troligen har det korrekta tridet. Filip B 32 — T
* anger att identifieringen styrks av jimforelser med DNA-data for trid i "National Greve Moltke B 43
Fruit Collection’ pd Brogdale, England (www.nationalfruitcollection.org.uk/). Szzi:ecgassa"e Breg i(l) ]
Sort Sortsamling Klass Esperens Herre B st
Aspa hushéllspiron S ALT 1 Hostbergamott B 24 I
Augustipdron (Experimentalfiltets augustipéron) S BE 1 Goteborgs diamant B 36 ||
Bergamott U SK 4 fiofstaparon B e
= = Lybeckerbergamott B 42 -
Blodpiron (Franskt blodpéron) U BR 3 .
. : - Sédermanlandspéron B 18 i
Bonne Louise (Louise Bonne of Jersey) U B+V 4 (B+V) Skanskt sockerp. FR 16
Carola S B+BR 2 Nisseparon B 16
Cecilia S? B+JU 4 Herzogin Elsa B 37 ]
Clapps Favorit U BR 3* Sollerdparon GS 17 —
Clapps Favorit, r6d U B 3 Vingakers kanel JU 21 [ -
Clara Frijs U B+CA 2% Alebyparon JU 23
Comice (Doyenné du Comice) U B (+BROG) 2% Grannaparon B 7
Conference U B (+BROG) 2% Gernandtsparon FR 6 I
Esperens herre (Seigneur d’Esperen) U B+V 2% Lindhults paron MU 13
Filip (Doyenné Boussoch) U, 3x B+BR 2% Svanhalsar ALT 47 I —
Fritiof S B+ALT 4 (B)* Abbé fetel Brog 48
Fullerdpiron S LH 1 Carola B 3 —
Furstligt gront taffelparon (Fiirstliche Tafelbirne) U B+FR 2 Johantorp B 40
Gansels bergamott U B+FR 2% Klockhamnarsp. ALT 2;
Gernandtspiron S FR 1 Zezs}e N R o ]
Grépiron (Jut) U, 3x B+SK 4 (B)* A;jaizzhwsp . .
Griinnapéron S B+BR 2 emdstrome 1h s [
Goéteborgs diamant U B+MU 2 Tedapéiron JU 19
Herzogin Elsa U B+CA 2% Furstligt taffelp. B 33 I ),
Hessle (Hasselpéron, Hazel pear) U B 1* Blodpiron BR 25
Holldndskt fikonpdron (Calbas musqué) U B+BR 4 Kejsarinnepiron B 1 I
Hovradspdron (Marechal de Cour) U, 3x B+ALT 2% Augustipiron BE 2
Hovsta S B+JU 2 Trogsta JU 20 | —
Hostbergamott (Bergamotte ronde d’automne) U B+BE 4 (B)* Wennstrémsparon LH 22
Ingeborg S, 3x B 1* Fullerdpiron LH 5
Johantorp U B 1 Leabo langparon BR 12 I
Kanelpéron fran Jédrnboas S ALT 1 Munkpéron ALT 15 )7
Kanelpéron fran Vadstena S ALT 1 Kanelp. Vadstena ALT 10
Kejsarinnepiron (Epargne, Jargonelle) U, 3x B+LH+BR 2% P. salicifolia Brog 52
Klockhammarspéron S JU+ALT 4 (ALT) P. calleryana Brog 49
Leabo langpéron S BR 1 P. pyrifolia Brog =0
Lindhults péron S MU 1 . . T . .
Lundstroms bonchrétion S LH 1 th 5: Demfrogmml som VISdT(QTadelfl m/‘ ge:netts/e likhet mellan olika péronsorter.
Lybeckerbergamott (Liibecker Sommerbergamotte) U B+LH 4(B) Atergiven fran Sehic m.fl., manuskript insint.
Moltke (Grev Moltke) U, 3x B+FR 2
Munkpéron S? ALTHU+V 4 (ALTHV)
Nisse (selektion frén Balsgérd) S B 1 Problematiska bestimningar involverade
Pierre Corneille U B+CA 2% . ) N B
Paskpiiron (Doyenné d hiver, Easter Beurré) U FR 1* inte mindre in 14 av de undersokta sor-
Rodkottigt paron U B 3 t ; g ;
erna som tagits u 4 mandatsortlistan
Skanskt sockerpéron (Sapin) U FR 1 g pp p ’
Sollerpiron S B 1 dvs 28%. I vissa fall kan man enkelt fast-
Svanhalsar U ALT 1 . - : . s 2
Sodermanlandsparon S BILEA0 5 stalla en fel.etlkettermg, Fritjof f1r4an Aln-
Tedapiiron S U 1 torps O ir istillet Ingeborg. P3 liknande
Trogsta augustipdron S JU 1 . . o .
Tysk nationalbergamott (Deutscher Nationalbergamotte) U | B (2363 +2364) | 4 vis torde Klockhammarsp dron frin J ulita
Unknown pear BR egentligen vara Vingikers kanel, medan
Vingékers kanel S JU+ALT 4 JU+ALT) Grapi f ° Sklb K o d . l
Wennstromspéron S LH 1 raparon fran alby ungsgar istal-
Windsor U B (2365 +2666) |4 let tycks vara Bonne Louise. Innan man
Alebypiron S JU 1

Referenser frian Brogdale, England

Abbé Fétel U BROG 1951-105
P. calleryana Chantecler U BROG 1996-106
Comice U BROG 1973-200

Conference U

BROG 1973-199

P. pyrifolia Housui U

BROG 1985-003

Passe crassane U

BROG 1975-195

P. salicifolia Pendula U

BROG 1996-105

Williams U

BROG 2001-099

skyltar om triaden, bér man dock kom-
plettera med en pomologisk kontroll ef-
tersom man inte kan utesluta att felen
uppstitt senare 1 kedjan, dvs vid skord
och etikettering av vixtmaterial eller pa
laboratoriet.
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Nir samma sortnamn representeras av
minst tvi DNA-profiler, som inte liknar
profilerna frin nigon annan sort, ir det
fOrstds svarare att siga vilket trid som ar
det korrekta. Detta giller Cecilia, Hol-
lindskt fikonpiron, Munkpiron och
‘Windsor. Jimforelser med DNA-data frin
Brogdale visade dock att bida Windsor-
triden pa Balsgird ir feletiketterade, och
att det ena dr identiskt med Liegel’s But-
terbirne/Virgoloso pa Brogdale!

En dnnu mer komplicerad situation
involverar fyra av sorterna inom ber-
gamott-gruppen. Hostbergamott fran
Bergianska samt Lybeckerbergamott och
Tysk nationalbergamott frain Balsgard
hade identiska DNA-profiler; troligen
ska Lybeckerbergamott vara korrekt en-
ligt pomologisk expertis (L.-O. Rosen-
strom). En annan DNA-profil patriffa-
des hos bade Hostbergamott (Balsgird)
och Bergamott (Skilby Kungsgird), och
denna stimmer med Autumn bergamott
pa Brogdale. Slutligen finns det ytterli-
gare en DNA-profil for Lybeckerberga-

mott frin Linnés Hammarby.

Spelar det nagon roll?

Om dagens genbanker ska ha nigon
verklig betydelse for framtida forskning
och vixtforidling, maste vi kunna koppla
all information om genbankssorterna till
ett korrekt bestimt och vil karaktiriserat
sortmaterial. Eftersom det ir speciellt dyr-
bart att bevara sorter av storvuxna, ling-
livade, och vegetativt forokade vaxtslag
som ipple och piron, vill man dessutom
forstas undvika att bevara onddigt mate-
rial, som dubletter och/eller felbestaim-
ningar. Slutligen mdiste man iven tinka

pa att direkta brukare av materialet (dvs
personer som vill anvinda de befintliga
sorterna) mdste kunna garanteras att det
vixtmaterial de rekvirerar verkligen re-
presenterar den avsedda sorten.

Totalt 36 av de 50 analyserade man-
datsorterna kan ha varit helt korrekt be-
stimda.Vira DNA-profiler bor dock helst
jamforas med motsvarande data framtag-
na 1 andra genbanker (kan bli svirt for de
genuint nordiska sorterna som knappast
undersokts ndgon annanstans!) och sedan
verifieras med en pomologisk kontroll.
For 6vriga 14 sorter dr det mera proble-
matiskt. I vissa fall tycks det bara handla
om felskyltade trid men man kan fOrstis
inte utesluta att felen uppstatt senare 1
kedjan, dvs vid skord och etikettering av
vixtmaterial eller pa laboratoriet.

Tack

Vi vill tacka alla klonarkivsvardar som
stallt vixtmaterial till forfogande, Brog-
dale/East Malling 1 England som bidrog
med bidde material av referenssorterna
och med en datafil med alla sina DNA-
resultat, samt Lars-Olov Rosenstrom
och hans pomolog-kollegor som har un-
dersokt materialet 1 Balsgards samlingar
samt i en del av klonarkiven.
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