Herkomstkontrol af nordmannsgran-frekilder
via DNA-analyser — et pilotstudie

Af Ole K. Hansen & Erik D. Kjeer, Skov & Landskab, KU
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Figur 1. Navne pd og oprindelsen af de fire frekilder anvendt i projektet.

Der er lovende muligheder for at ud-
vikle et system til herkomstkontrol ba-
seret pa DNA-markerer. Fire kommer-
cielle fropartier fra forskellige dele af
nordmannsgranens naturlige udbredel-
sesomrade blev undersogt ved hjeelp
af DNA-markerer. Ud fra de testede
DNA-markerer var det muligt at skelne
mellem fire nordmannsgran-frapartier
baseret pa analyse af 40 fro per parti.

Behov for herkomstkontrol?

Den danske produktion af nordmannsgranju-
letraeer har i mange ar primeert veeret baseret
pa importeret frg fra Kaukasus, hvor frepar-
tier fra de to indsamlingsomrader Ambrolauri
og Borshomi i Georgien har veeret seerligt ef-
tertragtede. Selv om der her i efteraret 2009
for forste gang har veeret en stor frehest i
danske freplantager tilknyttet foraedlingspro-
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grammet for nordmannsgran i Danmark (se
Naledrys nr. 69), sa vil importeret frg ganske
givet ogsa spille en betydelig rolle i den frem-
tidige juletreesdyrkning i Danmark.

Forseg og praktiske erfaringer peger pa, at
nogle frg-indsamlingsomrader (provenienser),
har langt bedre potentiale for at frembringe
gode juletreeer end andre. Det er derfor
vigtigt at freet rent faktisk kommer fra den
proveniens som dyrkeren tror han keber.
Hvis ikke, kan der opsta ubehagelige over-
raskelser nar juletraeskulturen vokser op og
resultatet ikke er som forventet.

Problemstillingen vedrgrende herkomstkon-
trol af nordmannsgranfre har veeret central
i artier, og er relevant som aldrig fer set i
lyset af den politiske udvikling i Kaukasus-
regionen. Georgien er et land, hvor her-
komst kontrol er sveer at handhaeve for fro

der eksporteres. Visse dele af nordmanns-
granens naturlige udbredelsesomrade ligger
desuden i eller teet pa greenseregionen mel-
lem Rusland og Georgien, eller i den rebel-
ske region Abkhasien, der ikke anerkender
centralmagten i Thilisi (hovedstaden i Ge-
orgien). Danske juletraesdyrkere har derfor
i mange ar efterspurgt en objektiv viden-
skabelig metode til at eftervise herkomsten
af importeret fre.

Er det muligt i praksis?

I et projekt har vi undersegt potentialet for
at teste oprindelsen af nordmannsgranfre
ved hjeelp af DNA-markerer. Projektet blev
betalt af Produktionsafgiftsfonden for Jule-
treeer og Pyntegrent (PAF). Vi anvendte fem
DNA-markerer til at undersege fire udvalgte
provenienser fra nordmannsgranens natur-
lige udbredelsesomrade. Rent teknisk kort-
lagedes regionale forskelle i frekvensen af
de forskellige varianter/alleler, der findes i
DNA-markererne. Disse forskelle benyttes
til at afgere, hvor planterne i et givet parti
sandsynligvis stammer fra. Hvis forskellene
mellem frgkilderne er store vil en stor pro-
centdel af individerne kunne henfores til
den korrekte proveniens. Hvis forskellene
er sma vil det modsat vaere sveert at afgore,
hvor fre/planter i et givet parti kommer fra.

Testede provenienser

Vi valgte at bruge et lille antal provenien-
ser, som ligger geografisk relativt langt fra
hinanden. Til gengeeld kortlagde vi de geo-
grafiske forskelle ret omhyggeligt. Vi for-
modede, at eventuelle regionale forskelle
for de testede DNA-markerer lettest kunne
pavises med et sadan set-up. Fer man ken-
der den geografiske variation er det vigtigt
med store stikprever, det vil sige mange fro
per frgkilde fordi man forventer at finde
forskelle i frekvensen af DNA-marker-vari-
anter snarere end varianter der kun findes
i ét bestemt freindsamlingsomrade. Ideen
var, at hvis systemet viste sig at virke for de
fire provenienser ville det veere relevant at
prove med et storre forsog som fase 2.



Tabel I. Resultatet af assignment test udfert i programmet GeneClass2 pad dataszttet med de fire frekilder. Oprindelige popu-
lationer henforer til den frokilde som individet er taget fra, Potentielle populationer henforer til de frokilder hvortil individet er
blevet assignet (tildelt). % korrekt er den procentdel der er tildelt den korrekte frokilde.

Potentielle populationer
Ambrolauri Borshomi Savsat Zelenczuk Sum % korrekt
Oprindelige ~ Ambrolauri 23 7 : 5 5 40 575
populationer g, o 7 2 9 2 40 55
Savsat 5 8 | 2 3 40 60
Zelenczuk 2 3) 31 40 775
160 Gns. 62,5

Mindre pregver af kommercielle frepartier
blev leveret af Abies Fro ved Berge Clem-
mensen (nu en del af Levinsen & Abies A/S)
- navnene pa disse provenienser og deres
oprindelse er indtegnet pa figur 1.

DNA-analyse

Forst blev freene opfugtet, lagt til kulde-
behandling og efterfolgende spiring, og fra
de fremspirende kimplanter blev der ekstra-
heret DNA. I alt blev der ekstraheret DNA
fra 40 kimplanter per proveniens.

Selve DNA-analysen bestod i at bestemme
kimplanternes genotype for hver af fem af-
provede DNA-markerer udviklet specielt til
nordmannsgran (Hansen et al 2005). Denne
type DNA-markerer har ogsa veeret brugt til
at undersgge bestgvningsforhold i freplanta-
ger (Naledrys nr. 56 og nr. 64) samt hybridi-
sering mellem almindelig sedelgran og nord-
mannsgran (Naledrys nr. 60). I fernaevnte
undersegelser blev DNA-markererne brugt
til at finde individers sande feedre ud fra et
antal kendte mulige fedre. I neerveerende
projekt var en sadan faderskabsanalyse ikke
mulig, idet der jo er utallige ukendte poten-
tielle feedre og madre til freet, men data (ge-
notyperne) er af samme type.

Dataanalyse

Til at analysere data fra de 160 fre anvend-
tes en metode som pa engelsk benaevnes
"assignment tests”. Assignment kan oversaet-
tes som tildeling, og der findes ingen dansk
beskrivelse af denne teknik, hvorfor vi bibe-
holder den engelske terminologi. Assignment
tests er metoder til at bestemme, hvilken po-
pulation individer tilherer, og de baserer sig
pa en statistisk sandsynlighed beregnet ud
fra de genetiske data. Der findes en raekke
forskellige typer af assignment test, forskel-
len mellem disse er, hvordan beregningerne
laves rent teknisk. Vi har i projektet afprevet
8 typer, og de giver stort set samme resul-
tater for vores data. For enkelhedens skyld
viser vi derfor kun resultaterne for én type
af assignment test i neerveerende artikel.

I den anvendte assignment test, som er ud-
viklet af Paetkau et al. (1995), beregnes den
forventede frekvens af hvert individs geno-
type i hver af de potentielle populationer,
og dernaest tildeles (assignes) individerne til
den population, hvor deres genotype har den
hgjeste forventede sandsynlighed. Jo flere af
individerne, der bliver tildelt til den popula-
tion de rent faktisk stammer fra, jo bedre er
vores molekyleere markerer til at adskille po-
pulationerne. I den forbindelse skal det naev-
nes, at det jo er lettere at fa en hej korrekt
tildelings-procent jo feerre populationer man
underseger. Nar vi underseger fire popula-
tioner skulle 25% af individerne fra en given
population jo rent faktisk tildeles korrekt,
hvis man blot tildelte individerne tilfaeldigt
feks. ved at sla med en terning!

Resultater

I tabel 1 ses resultaterne af en assignment
test baseret pa data fra de genetiske ana-
lyser og udfert i programmet GeneClass2
(Piry et al. 2004). Samme resultater er afbil-

det i figur 2. En meget stor andel af indivi-
derne blev tildelt den rigtige population (fre-
kilde) - gennemsnitligt er der tale om 62,5 %
af individerne som assignes korrekt. Zelenc-
zuk er den population, hvor flest individer
bliver korrekt klassificeret - hele 77,5 % blev
her tildelt den rigtige population. Nar man
ser pa figur 2 er man ikke i tvivl om, hvilke
populationer de enkelte froprever stammer
fra. Det er altid den rigtige proveniens som
skiller sig ud med en hej andel (diagonalen i
henholdsvis tabel 1 og figur 2).

Resultaterne betyder, at hvis man star med
et enkelt fro eller en enkelt plante, kan man
med rimelig god sandsynlighed afgere, hvor
den kommer fra. Men der er stadig en ret
stor risiko for, at man tildeler den en forkert
oprindelse. Nar 77,5 % af individerne fra
Zelenczuk tildeles den rigtige oprindelse,
betyder det jo samtidig at 22,5 % tildeles
forkert oprindelse. Metoden er imidlertid
anderledes staerk, hvis ikke der skal testes
pa ét enkelt individ, men derimod pa et
helt parti frg eller planter. I vores analyse
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er det jo meget tydeligt, hvor hver af de
fire partier stammer fra, fordi individerne
i partiet fra Ambrolauri primeert tildeles
Ambrolauri, individerne i Borshomi-partiet
overvejende tildeles Borshomi osv. For de
fire provenienser testet i dette studium kan
vi altsa i alle tilfeelde finde den korrekte op-
rindelse ud af fire mulige.

I den virkelige verden er der jo mange flere
end fire mulige provenienser. Selvom stu-
diet viste, at analysen baseret pa DNA-mar-
kererne afslgrede den korrekte oprindelse,
kan vi ikke vide om dette stadig vil veere
tilfeeldet, hvis vi udvider undersegelsen til
et meget sterre antal provenienser. Dette
aspekt ville imidlertid veere oplagt at un-
dersege som opfelgning pa de meget posi-
tive resultater fra dette studium.

Afrunding og perspektiver

Vi var overraskede over de meget positive
resultater. Set i forhold til mange andre un-
dersogte treearter har nordmannsgran et ret
begreenset udbredelsesomrade. Ydermere
er den type DNA-markerer som er anvendt
sakaldte neutrale markerer, det vil sige de
antages ikke at have nogen indflydelse pa
tilpasning til lokale forhold, men afspejler
kun hvor meget genetisk udveksling (gen-
flow), der er mellem de forskellige popula-
tioner. Nordmannsgran er vindbestevet og
pollen flyver langt sd man kunne tro, at
der er meget gen-flow og derfor lille forskel
mellem populationerne. Vi forventede sale-
des, at forskellene mellem frgkilderne i for-
hold til DNA-markererne ikke var ret store.
Desto mere overraskende var det, at DNA-
markererne rent faktisk ser ud til at kunne
skelne effektivt mellem provenienserne.

Nerveerende projekt har undersegt poten-
tialet i forhold til at kunne teste oprindelsen
af nordmannsgranfre fra artens naturlige
udbredelse. Den overordnede konklusion er,
med de behgrige forbehold, at det virker mu-

1 Ye-del individer
tildedlt til
potentielle
populationer

o,

Populationer hvortil
indviderne kan tildeles

Figur 2. Resultatet af Paetkau et al. (1995)’s assignment test udfort i programmet
GeneClass2 — samme tal som i tabel |- blot her udtrykt i procent. Oprindelige po-
pulationer (opr.) henferer til den frokilde som individet er taget fra, potentielle po-
pulationer henforer til de frekilder hvortil individet er blevet assignet (tildelt).

ligt at udvikle et DNA-baseret kontrolsystem
af herkomsten. Yderligere forskning i emnet
ber inkludere et storre antal frekilder. Poten-
tialet er udvikling af en effektiv, objektiv og
hurtigt test for geografisk oprindelse. Dette
vil styrke juletraesdyrkernes produktionssik-
kerhed. Desveerre er perspektiverne for at
fa finansiering til sa anvendelsesorienteret
forskning pa det seneste blevet veesentligt
forringet, og pt. er det derfor usikkert om
der er basis for at lave en opfelgning.

Tak

Tak til Berge Clemmensen for uden
beregning at have leveret de undersagte
frepartier.
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En tak til Produktionsafgiftsfonden for
Juletreer og Pyntegrent (PAF), der har
stottet projektet gkonomisk. Laborant Lena
Byrgesen har givet kompetent assistance
med udskeering af kimplanter og efterfol-
gende oprensning af DNA.
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