DNA-markerer anvendt til undersogelse
af nordmannsgran freplantage

Af Ole K. Hansen, Afdeling for Vedplanters Genressourcer, Skov & Landskab, KVL

DNA-markerer er et eksempel pa hvor-
dan bioteknologi kan anvendes i forbin-
delse med produktion og forvaltning af
pyntegrent. I Ph.d.-projektet “Integra-
ting molecular genetic methods in seed
source management and breeding acti-
vities of Nordmann fir” er der udviklet
DNA-markeorer i nordmannsgran med
stotte fra bl.a. Produktionsafgiftsfonden
for Juletreer og Pyntegrent (PAF). De
udviklede DNA-markerer er sakaldte
mikrosatellitter, som er omrader i plan-
tens DNA, der ofte @®ndrer sig spontant
via mutationer. Derfor har forskellige
individer ofte forskelle i mikrosatellit-

terne, og mikrosatellitterne kan derfor
fungere som et genetisk fingeraftryk
for hvert enkelt tree. I denne artikel
gives et eksempel pa hvordan mikro-
satellitter kan bruges til at undersoge
pollenbidrag i en klonfreplantage.

Klonfreplantager og
deres funktion

Klonfrgplantager etableres ved at (plus)treeer
udvalgt for gode egenskaber som eksempel-
vis flot klippegrent, bliver podet op i mange
eksemplarer i en allerede etableret kultur.
Den etablerede kultur leverer dermed

grundstammer, dvs. den nederste del af
alle traeerne i klonfrgplantagen. De enkelte
plustreeer kaldes ogsa orteter, og de enkelte
individer fra hvert plustree kaldes rameter.
Tilsammen udger alle podninger fra hvert
plustree én klon, idet de jo har nejagtig ens
sammenseetning af DNA, dvs. samme geno-
type. Princippet i etableringen af en klon-
froplantage ses illustreret i figur 1 .

Ideen med klonfrgplantager er at plustree-
erne, der er udvalgt for gode egenskaber, far
mulighed for at producere et stort kvantum
fre via de mange rameter. Frget kan sa bru-
ges af juletreesdyrkeren som derved far gleede
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Figur 1. Princippet bag anlaggelse af en klonfreplantage (bla pile) og sidelobede afkomsforseg (sorte pile). Pd baggrund af af-
komsforsegene kan de kloner (plustraer) der giver de farreste og/eller ddrligste juletraer fjernes fra froplantagen (rede kryds).
Froplantagens formdl er at producere fre der giver mange gode juletrzer — illustreret ved den store pil yders til hgjre i figuren.
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Figur 2. Kort over klonfreplantagen FP224, Randbel. P4 kortet er indtegnet de 24 ra-
meter (3 fra hver af 8 kloner) hvorpd der blev hestet fre. Faderen til 10 fro fra hver
af de 24 rameter blev bestemt ved hjzelp af mikrosatellitter.

af de gode egenskaber ved plustraeerne.
Samtidig med afskeering af podekviste fra
plustreeerne til klonfreplantagen kan der
hestes fre, og freplanterne herfra kan plan-
tes ud i afkomsforseg (nederste venstre del
af figur 1). Derved kan der opnas flere ting:
1) De forskellige kloner (plustraeer) kan sam-
menlignes og rangordnes, hvilket ikke er
muligt hvis man kun betragter de oprin-
delige plustreeer, der jo kun bestar af ét
individ og som typisk vokser under vidt
forskellige forhold. De darligste treeer kan

da efterfolgende hugges veek fra klon-
froplantagen, sa kun de bedste tillades
at bidrage til frehesten. Med andre ord
foretages der en selektion.

2) Ud fra afkomsforsggene kan gevinsten ved
den ferneevnte selektion estimeres ved
beregninger. Jo flere af de lavest range-
rende kloner der hugges veek, jo sterre er
gevinsten. Beregningerne for selektionsge-
vinsten bygger pa nogle antagelser, bl.a. at
treeerne i afkomsforsegene er halvsaskende,
altsd samme mor, men forskellig far.

Undersogelse daf pollenbidraget
i klonfreplantagen FP224

For at undersoge hvem der rent faktisk er
feedre til frohesten i en dansk nordmanns-
granklonfreplantage hestedes kogler i freplan-
tagen FP224, Randbel Statsskovdistrikt, i efter-
aret 2002. Frgplantagen indeholder 13 kloner,
og har i alt ca. 350 rameter - se figur 2. Hver
klon er repraesenteret med mellem 26 og 30
rameter, pa ner to, som kun har 20 og 21 ra-
meter. Overordnet set er klonerne altsa meget
ligeligt repreesenteret i froplantagen.

De sporgsmdl som undersogelsen sogte at be-

svare var:

1) Afspejles klonernes ligelige repreesen-
tation i forhold til antal rameter ogsa i
hvem der rent faktisk bliver fedre til fro-
hesten? Eller er der nogle fa kloner der er
far til det meste frg?

2) I hvor hgj grad sker der selvbestevning i en
nordmannsgranfreplantage, og er der for-
skel i klonernes evne til at selvbestove?

3) Sker der en bestovning fra traeer der ikke
befinder sig i froplantagen - altsa er der
en udefra kommende pollenforurening'?

For at imgdekomme ovenstaende sporgsmal
blev der taget fro fra 3 rameter af hver 8
forskellige kloner - 24 traeer i alt. For 10 fro
fra hver af disse - 240 fro i alt - blev faderen
der havde bestovet hunkoglen bestemt ved
brug af mikrosatellitter (figur 2).

Udover at bestemme det genetiske fingeraf-
tryk og dermed faderskabet for froet, afprove-
des mikrosatellitterne ogsa som veerktej til at
bestemme klon-identiteten. Fra 49 rameter (3
eller 4 per klon) blev der ekstraheret DNA og
lavet mikrosatellitanalyse. Rameter fra samme

Tabel |I. Fordelingen af fadre mellem de 13 kloner, dvs. pollen-donorer, til froene fra de 8 kloner hvorpd der er indsamlet. Resulta-
terne er givet i procent. De skraverede tal angiver selv-bestovede individer.

kloner % rameter® C12-9? Cl14-9 C15-? C16- % C17-? C22-2  (C23-% C24-% Gns.
C12-8 57 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C13-8 8,5 6,7 6,7 00 0,0 0,0 71 0,0 0,0 2,6
C14-3& 59 0,0 0,0 00 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0
C15-38 74 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0
C16- 3 8,2 36,7 16,7 393 32,1 393 50,0 533 63,3 413
C17-3 76 0,0 33 71 3,6 0,0 3,6 0,0 33 2,6
C18-& 79 6,7 0,0 0,0 3,6 3,6 0,0 6,7 0,0 2,6
C19-8 8,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0.0 00 0,0 0,0 0,0
C20-3 8,5 0,0 0,0 36 0,0 3,6 00 0,0 0,0 09
C21-8 8,2 33 6,7 71 10,7 3,6 0,0 0,0 6,7 4.8
C22-8 8,2 13,3 26,7 10,7 28,6 250 10,7 10,0 16,7 17,7
C23-8 76 10,0 6,7 71 3,6 0,0 179 33 33 6,5
C24-38 79 233 26,7 214 14,3 179 3,6 233 33 16,7
Forureningt - 0,0 6,7 3,6 3,6 71 71 33 33 43
Sum 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

* Den procentvise andel som klonens rameter udger af det samlede antal rameter (=traeer) i klonfrgplantagen.
t Forurening = pollenforurening, dvs. pollen som er kommet ind i klonfrgplantagen udefra.
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klon skal have nejagtig samme genetiske fin-
geraftryk, forskellige fingeraftryk er tegn pa
at der er sket en fejl i podningen og/eller der
er sat et forkert skilt pa treeet. Mange fejl af
denne type vil veere uheldige nar der skal laves
de fornaevnte tyndinger, hvor de darligste klo-
ner hugges veek. Hvis skiltningen ikke stemmer
overens med virkeligheden risikerer man jo at
hugge de bedste kloner vaek og lade nogle rin-
gere blive staende til fraproduktion.

Resultater

Resultaterne af faderskabsanalysen er vist
i tabel 1. Pollenbidraget fra hver af de 13
kloner (altsa hvem de er far til) er her givet
som procent af det samlede antal fro fra de
8 kloner hvor der blev samlet fre. I yderste
kolonne ses hvor meget de 13 kloner bidra-
ger som feedre i den totale frehest. Hoved-
resultaterne er ogsa vist grafisk i figur 3. De
skraverede tal i tabel 1 angiver selv-beste-
vede individer, altsa hvor en klon er fader
til fro hestet pa dens egne rameter.

Det slaende billede fra tabel 1 og figur 3 er den
store ubalance mellem klonerne med hensyn
til deres andel som feedre i frohesten. Mest igj-
nefaldende er klon C16 som er fader til hele
41,3 % af samtlige undersogte fre, selvom den
kun udger 8,2 % af rameterne i freplantagen.
Anden- og trediesterste bidragsydere er klon
C22 (17,7 % af afkommet) og klon C24 (16,7 %
af afkommet). Samlet set star disse tre kloner
som feedre til over 75 % af frehesten, mens
de kun udger omkring 24 % af rameterne i
froplantagen. I den anden ende af dette uba-
lancerede spektrum er der 4 kloner som slet
ikke er feedre til noget afkom (C12, C14, C15
og C19) og de resterende 6 kloner bidrager kun
med mindre end 5 %, pa neer klon C23 med
6,5 % af afkommet.

Den hgjst ubalancerede fordeling af pollen-
bidrag er klart ugnsket for nordmannsgran,
hvor en oplagt mulighed er at anleegge klon-
freplantager med et lille antal kloner.

Selvbestevning blev observeret for 4 af 8
kloner hvorpa der blev hestet fro (tabel 1),
men de kloner hvor der ikke var selvbestov-
ning, C12, C14, C15 og C17, havde ikke no-
get afkom, og resultaterne siger derfor ikke
noget om nordmannsgranens evne til selv-
bestovning. Undersogelse af selvbestgvning
var kun mulig i de resterende 4 kloner.

Det generelle billede viste at procentdelen af
selvbestovere var lavere end den procentdel
som klonen bidrager med i den samlede hest.
Eksempelvis var klon C24 fader til 16,7 % af
det samlede freafkom, mens den kun var far til
3,3 % af freene hestet pa klon C24. Tendensen
til selvbestevning varierer dog ret meget mel-
lem klonerne, saledes er klon C16's andel af
selvbestevere, 32,1 %, ikke meget lavere end
dens samlede andel pa 41,3 % af afkommet.

En freplantage med kun 4-5 kloner skulle helst
ikke indeholde for mange kloner med samme
tendens til selvbestovning som C16, idet en
uforholdsmeessig stor andel af frehgsten sa
ville veere selvbestovede, med deraf folgende
risiko for darlig veekst pga. indavl. Det skal
understreges at effekten af indavl endnu ikke
er undersggt i nordmannsgran, men tidligere
udenlandske undersggelser pa andre arter
viser neesten altid en negativ effekt af selvbe-
stovning og indavl i naletreeer - se f.eks. Viden-
blade Pyntegrent nr. 3.2-9.

For 4,3 % af afkommet kunne der ikke fin-
des en fader blandt de 13 kloner i frgplanta-
gen, og pollen ma derfor veere kommet ind
fra de omgivende skove. Udenlandske underse-
gelser har ofte fundet en pollenforurening pa
over 50 % i klonfreplantager med naletreeer,
sa i den sammenhaeng lyder 4,3 % ikke af me-

get. Omvendt var det heller ikke forventet at
finde meget pollenforurening i FP224, idet der
ikke findes andre nordmannsgraner eller -ar-
ter som kan bestove nordmannsgran i skoven
hvor freplantagen befinder sig.

Kontrollen af klonidentitet pa de 49 udvalgte
rameter, inklusive de 24 rameter hvorpa der
blev hestet fre, viste ingen tilfeelde af forskel-
ligt genetisk fingeraftryk mellem rameter fra
den samme klon. Dermed kunne der altsa
ikke registreres nogen pode- eller skiltningsfejl
i denne stikprove, som udgjorde ca. 14 % af
alle treeer i plantagen (49 ud af 351).

Konklusion og diskussion

Mikrosatellitter viste sig at veere et yderst
nyttigt veerktej til at bestemme det fed-
rene ophav til frohgsten i en nordmanns-
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Figur 3. Pollenbidrag til afkom (morke sgjler) og klonernes andel af freplan-
tagens rameter (skraverede sgjler) — begge i procent. Klonerne er sorteret
med faldende rametantal. Forur.= pollenforurening, dvs. pollen som er kom-

met ind i klonfreplantagen udefra.

granklonfreplantage. Pollenbidraget fra de
13 potentielle faedre (kloner) var meget
ubalanceret, selvom de var naesten lige-

ligt repraesenteret med antal rameter. Tre
kloner var feedre til over 75 % af freet, og
fire kloner var slet ikke feedre. Forskellige

kloner viste sig at have forskellig tendens

Procentdel af treser i froplantagen ] til selvbestevning, og det er helt klart et

40 I Procentdel af afkom som klonen er far til emne der ikke kan ignoreres hvis man patzen-

ker at lave klonfreplantager med et lavt antal

. 354 Kloner (eks. 4-5 stykker). Udefra kommende
i 30 - pollen var et mindre problem i FP224.
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