Naeste generation

| foraedlingsprogrammet
for nordmannsgran

-

Figur 1. Kontrollerede
krydsninger med pollen-
miks ultimo april 2009. | alt
blev der pdsat over 150 af
de hvide poser medio april
2009, og disse blev fyldt
med pollenmiks to gange
ultimo april 2009.
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| artiklen beskrives fremstillingen af det fgrste 2. generations-
materiale for nordmannsgran baseret pa kontrollerede kryds-
ninger. De bedste kloner, udvalgt pa baggrund af feltforsgg, er
krydset sammen, sd& der fremkommer fuldsgskende-familier.
Her fra kan der udvelges de bedste juletraeer, som pa sigt kan
blive naste generation i klonfrgplantagerne. Pd kort sigt kan vi
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teste om, der er specifikke kombinationer (krydsninger) blandt
klonerne i fgrste generation, der giver sarligt gode juletreer.

Som beskrevet i forrige artikel af forfatterne om foraedlings-
programmet for nordmannsgran, sa kan fremtidens frgplanta-
ger tenkes at indeholde fa kloner. For at fa indblik i bestgv-
ningsforhold i sddanne frgplantager med et lille antal kloner,
samt mindske antallet af frgpartier, der skulle holdes styr p3,
er krydsningerne lavet ved hjelp af pollenmiks, hvori der ind-
gar pollen fra flere potentielle faedre. Hvilken af de potentielle
faeedre, som var succesrig, er efterfglgende identificeret med
DNA-markgrer. Viden om disse bestgvningsforhold kan anven-




des i design af nye frgplantager, hvor gevinsten for juletraesdyr-
kerne er endnu stgrre. Frgplantager med et lille antal kloner er
interessante, fordi man sa kan bruge de allerbedste plustraeer
—med hgjere udbytter til fglge. Samtidig opnds en indsnavring
af variationen, der ogsa drifts- og udbyttemaessigt kan vere
en fordel. Forsggene gav ydermere mulighed for at undersgge
sammenhange mellem frgveegt, spiringstid og vaekst i plante-
skolen.

Krydsningsforsgg med pollenmiks

Krydsningerne fremkom ved kontrollerede bestgvninger med
pollenmiks ultimo april 2009 i klonfrgplantagen FP.259 Silke-
borg Nordskov (figur 1 og 2). Hunblomster var forinden isoleret
medio april pa 14 kloner udvalgt pa baggrund af avlsverdier for
juletraeesegenskaber. Der blev lavet to forskellige krydsnings-
planer — sakaldte dialleler — se figur 3. Her ses, hvordan hver
mor (klonnumre ses i yderste kolonne) krydses med et pollen-
miks bestdaende af normalt fem fadre (pollendonorer — klon-
numre i gverste raekke). | enkelte tilfeelde var der dog kun fire
potentielle faedre (for eksembel i diallel 1 hvor henholdsvis klon
C55 og C72 optrader som mor) — dette skyldes, at der for en-
kelte kloner ikke var tilstreekkeligt med pollen. Nar der var fem
potentielle feedre i et pollenmiks var der altid samme mangde
pollen fra hver klon (20 % baseret pa vegt). Nar der kun var
fire potentielle faedre, var der dobbelt sa meget pollen fra én af
klonerne (40 % mod 20 % fra de tre andre).

Et"x”ikrydsningsplanen betyder, at der er tale om to forskellige
kloner, der potentielt krydses (udkrydsning). Et ”S” betyder, at
det potentielt er den samme klon, der bdde optraeder som mor
og far (selvbestgvning).

Frgspiring og planteproduktion

Frg fra krydsningerne blev hgstet september 2009. Frg fra hvert
enkelt pollenmiks-kryds blev holdt hver for sig, saledes at mo-
ren til frgene var kendt, mens der altsa var fem (i enkelte til-
feelde fire) potentielle faedre til frgene i hvert af de 14 frgpartier.

Februar 2010 blev frgene opfugtet i 24 timer og derefter sat i
kuldebehandling.

Partierne blev lgbende tjekket for spiring og frg med synlige
kimrgdder pa over 2 mm laengde blev sorteret ud fra hver kul-

Figur 2. En sdkaldt pollensprgjte der ved hjeelp af lufttryk (fra den
rgde ballon) puster pollen fra pollenglasset ind i poserne hvor hun-
blomsterne er isoleret.

Figur 3. SRitse der viser den krydsningsplan, der blev brugt til at lave
bestgvninger med pollenmiks. Ud for hver mor (klonnumre i yderste
venstre kolonne i hver af de to dialleler) er der fem (i enkelte tilfeelde
fire) enten krydser ("x") eller et "S”. Disse markerede feedre (Rlonnumre i
gverste rcekke i hver diallel) udger pollenmikset. | alt er der altsd lavet
14 pollenmiks-kryds med 14 forskellige pollenmiks. Tegnet * betyder,
at det pdgeeldende pollenmiks-kryds kun havde fire potentielle feedre.

Diallel 1
Far
C13 C39 C46 C55 C60 C72 C76 Pollenmiks-kryds
Mor[c13][ S x  x | x x| NGR_C13
C39 [s x x x x| NGR_C39
c46 [ s | x | x X NGR_C46
cs5| x [s x| [x NGR_C55*
c60| x S x  x NGR_C60
cr2| x [ s | «x NGR_C72*
c76| x x x| s NGR_C76
Diallel 2
Far
C11 C21 C31 C42 C47 C52 C54 Pollenmiks-kryds
Mor[ci1| S  x  x | x | x| NGR_C11
c21 [s x x x x| NGR_C21
c31 [s | x | x | x  «x NGR_C31
caz| x [s x x «x NGR_C42
car| x [s x  «x NGR_CA7*
cs2| x [ x | [ s  «x NGR_C52*
cs4l x  x  x x| s NGR_C54

debehandlingskasse. Hvert enkelt frg blev vejet, dateret og til-
delt et forsggslgbenummer.

Spiremetoden gav mulighed for at se pd sammenhange mellem
genetikken (krydsninger) og frgstgrrelse (friskvaegt ved spiring)
samt dybden af frgets hvile (tiden fra 18. februar til spiring i
dage) og i forhold til efterfglgende tilvaekst.

Umiddelbart efter udtagningen fra spirekasser og malingen af
frgets friskveaegt blev de nyspirede frg priklet i Jiffy 7 skovbriketter.

| sommeren 2010 blev planterne dyrket i veeksthus ved lang
daglengde, 20 timer/dag, og temperatur pa minimum 20 °C for
at sikre sa stor plantetilveekst, som muligt. Daglaengden blev
reduceret til normal laengde for sasonen sidst i august og alle
planter blev i september flyttet ud pa friland pa sandbed for
at sikre effektiv kuldebehandling af knopper vinteren over og
dermed normal knopbrydning og sasontilpasning. | maj 2011
blev planterne flyttet ind i veeksthus igen for videre vaekst under
samme betingelser som i 2010.

Malinger pa planter
| de to f@grste vaekstsasoner blev der malt en raekke egenskaber:

Udspring fordr 2011.

Diameter foraret 2011.
Diameter efterar 2011.

Hgjder: Kimstangelshgjde.
Hgjde efter fgrste vaekstsason.
Hgjde sommer anden sason.
Hgjde efterdr anden sason.
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Identifikation af feedre med DNA-markgrer

[ juni 2011, efter at planterne havde skudt i deres 2. vaekstsason,
blev der indsamlet naleprgver fra 104 planter fra hvert frgparti
(figur 4). DNA blev ekstraheret fra ndleprgverne og der blev la-
vet en DNA-profil med DNA-markgrer. Der blev ligeledes lavet
en DNA-profil for de potentielle faedre samt modertraeerne til
frgpartierne. Herved kunne det konstateres, hvilken af de fem
(eller fire) potentielle faedre i hvert pollenmiks, der rent faktisk
var far til hver enkelt af de i alt 1438 planter (717 i diallel 1; 721 i
diallel 2). Derved blev der skabt en raekke fuldsgskende-familier
(familier hvor individerne har samme mor og far).

Resultater

Identifikation af feedre med DNA-markgrer

Affigur 6 fremgar bestgvningssuccesen i diallel 2. Det ses at der
er stabilt darlige bestgvere sasom klon C52 og, i mindre grad,
C54 — disse kloner far altid feerre afkom end forventet ud fra
deres andel af pollen. Omvendt er klonerne C11 og C47 meget
succesrige bestgvere — dog ikke som selvbestgvere. Eneste klon
som synes at vekselvirke Lidt, dvs. have varierende bestgvnings-
succes afhangig af hvilken klon der optrader som mor, er klon
C42. Klon C42 er generelt intermediar, men den mest succes-
rige bestgver, nar klon C31 optraeder som mor.

| alle tilfeelde er bestgvningssuccesen mindre end forventet,
nar klonen optraeder bade som far og mor (selvbestgvning).
Gennemsnitligt var selvbestgvningsraten 11,6 % i diallel 1 og
7,2 % i diallel 2.

Ved at sammenligne forholdet mellem klonernes bestgvnings-
succes ndr de udkrydser med den succes, de har, ndr de ogsa
optraeder som mor (selvbestgver), kan man fa en ide om hvor
meget selektion, der erimod selvbestgvning. | diallel 1 varierede
forholdet fra 0,07 (klon C76) til 0,92 (klon C39) — hvor C76 altsa
har det meget darligt med selvbestgvning, mens C39

synes at veere nasten Lige sd god til selvbestgv-

Figur 4. Indsamling af
ndleprover ijuni 2011

til DNA-opresning fra

hvert enkelt af 104 treeer

i hvert pollenmiks-kryds.

Efter at 1-3 ndle er taget,
seettes planten omhyggelig
tilbage, — sdledes at treeerne
0gsd kunne mdles efter
afslutningen af veekstsesonen.
Pé det lille indsatte billede ses
prover fra otte planter. Ndlene klip-
pes i smd stykker for at lette knusnin-
gen, der indleder DNA-oprensningen.

Figur 5. Neerbillede af planterne i veeksthuset juni 2011.

ning som til udkrydsning. Det gennemsnitlige forhold var 0,36
i diallel 1. | diallel 2 var variationsspandet mindre — gdende fra
0,13 (klon C42) til 0,53 (C31) — med et gennemsnitligt forhold
pa 0,29.

Korrelation mellem egenskaber

Vurderes sammenhange mellem frgvaegt og de gvrige malte

egenskaber — vurderet pd basis af alle de madlte 1438 planter,

0g hvor der er taget hgjde for den genetiske komponent af mo-

deren, ses at:

B De tungeste frg har tendens til at give planter med den stgrste
kimstaengelhgjde, og stgrre hgjde efter to ar.

W Der er ingen sammenhang mellem frgvaegt og henholdsvis
spiretid for frget og senere udspring af planten.

M De senest spirede frg giver planter med den mindste hgjde
— hvilket kan skyldes at de sent spirede far en forholdsvis
kortere vaekstsason.

Effekt af selvbestpvning pd veekst i planteskolen

Selvbestgvning har ofte en negativ indflydelse pd vitalitet og
vaekst. Betydningen af selvbestgvning kan vurderes ved at sam-
menligne de udkrydsede individer i serien med de selvbestg-
vede. Dette er gjortitabel 1. Ud af de 1438 individer, der er valgt
til opggrelsen, er der 127 selvbestgvere — svarende til 8.8 %.
Da 20 % af det anvendte pollen er "eget”, ville man forvente en
andel selvbestgvere pa 20 %, men ser kun 8.8 % - det svarer til
en reduktion pa 56 % i evnen til at fa fyldte og spiredygtige frg.
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For gennemsnitlig spiringstid, frgvaegt og udspringstidspunkt
ses der praktisk taget ingen forskelle mellem selvbestgvere og
udkrydsede. Derimod er der konstateret en reduktion i vaeksten
blandt de selvbestgvede pa 10-13 % for hhv. hgjde og diameter-
vaekst efter to ar.

Plantemateriale til videre forsggsbrug og
froproduktion

| marts 2012 blev cirka 3000 planter — herunder de godt 1400
planter, hvor der er blevet lavet DNA-profil med DNA-markgrer
- overflyttet til Johansens Planteskole ved Bgrkop. Her vil de fa
yderligere et dri planteskole, hvorefter de forventes at blive plan-
tet ud hos Skovdyrkerne Fyn i efterdret 2013 eller fordret 2014.

Planterne, hvor bade mor og far kendes via DNA-markgrerne,
vil blive plantet separat i en blok, der vil udggre verdens fgr-
ste fuldsgskende afkomsforsgg med nordmannsgran. De gvrige
planter, hvor kun moderen kendes, kan der pd et senere tidspunkt
laves DNA-profiler for, hvis det gnskes, men ellers kan de vokse
op og blive en vaerdifuld frgkilde, ligesom fuldsgskende-forsgget.
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PM_CI1 PM_C31

Figur 6. Resultater fra krydsninger med pollenmiks i diallel 2. De sorte
sgjler angiver den observerede hyppighed (i %) af afkom, som er blevet
bestgvet af hver af de potentielle fcedre (fem eller fire i hvert kryds).
De stribede sgjler angiver den forventede hyppighed af afkom for hver
far — denne er lig med den relative andel af feedrene i pollenmiksene
(baseret pd veegt — se ogsd figur 3). Hvor der stdr "Selv” betyder det,
at afkom af den pdgeeldende far er resultat af selvbestgvning. "n” an-
giver antallet af planter i hvert kryds, hvor der er lavet DNA-profil.

Konklusioner

Ud fra de udfgrte pollenmiks-krydsninger kan vi konkludere
fglgende:

B Pollenmiks-krydsningerne viser, at selv nar man systematisk
med menneskelig kontrol forsgger at skabe et ensartet be-
stgvningsmgnster — altsa at alle potentielle faedre bestgver
lige meget — ja, sa lykkedes det ikke.

B En del af afvigelsen for en sddan lige fordeling af bestgvnin-
ger skyldes en selektion imod selvbestgvning. Selvbestgv-
ningen resulterer i tomme frg.

W Ved anlag af klonfrgplantager med fa kloner er selvbestgv-
ning ofte vurderet som et problem. Med vores pollenmiks -
med kun fem kloner —ser vi en andel af selvbestgvere pd 8,8 %
0g ikke 20 % som frygtet.

W Der er nogle kloner, som har forholdsvis flere selvbestgvere,
det vil sige, de tdler bedre selvbestgvning, og disse kan man
overveje at udelade i frgplantager med fa kloner.

B De selvbestgvede planter har i vores planteskole malinger
10-13 % mindre vaekstkraft end de udkrydsede.



Tabel 1. Gennemsnitlige resultater for henholdsvis udkrydsede og selvbestgvede planter — baseret pd resultater fra begge krydsningsserier. Overordnet

effekt af selvbestgvning — r@ middelveerdier.

Materiale Antal Frg- Spiretid Udspring Diameter kimstaengel Hgjde
planter vagt  gns. forar11 sommer 11 |sommer10 efterdr10 sommer1l efterarl1l
stk. g dage score mm mm mm mm mm mm
Udkrydsede 1311 0,146 69,1 3,0 2,9 6,1 34,2 50,3 110,4 111,5
Selvbestgvede 127 0,150 66,3 3,1 2,7 5,3 33,0 48,0 98,8 100,7
I alt 1438
Forhold selv/udkryds 0,10 1,02 0,96 1,03 0,93 0,87 0,96 0,96 0,90 0,90

B Forsggene identificerede nogle meget succesrige bestgvere
(for eksempel C11 i diallel 2).
M Der var en hgj grad af arvelighed for frgvaegt lige inden saning,
hvilket har en potentiel praktisk konsekvens. Sorteres tilsvarende
partier pa frgvaegt, men med ukendt genetisk bagrund — eksem-
pelvis for at fremme kvaliteten (stgrre frg) af frgpartiet — sorterer
man ogsa pa den genetiske sammensaetning af frgpartiet.
Projektet har frembragt et unikt plantemateriale af fuldsg-
skende mellem nogle af de bedste tidligere udvalgte plus-
treeer. Dette plantemateriale vil indeholde individer, hvis af-
kom er endnu bedre som juletraeer end afkom af de bedste
plustreeer i fgrste generation.
Materialet vil i fgrste omgang kunne bruges som forsggs-
materiale, hvor genetiske analyser kan identificere de bedste
juletraeskloner, og hvor der kan laves en selektion inden for
de bedste familier.
Hele materialet kan vokse op til en frgavlsbevoksning med
hgj kommerciel veerdi, og fra de bedste kan der tages pode-
kviste til 2. generations klonfrgplantager.
Projektets resultater med bestgvningssucces vil kunne an-
vendes til designet af disse.
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