Genetiske markgrer muligggr

certificering af forskellige provenienser
af Nordmannsgran fra herkomstomrader
i Kaukasus og Tyrkiet

Af BERGMANN, F. og J. MATSCHKE
Oversattelse af Helle O. Thomsen og Jens Sggaard Jacobsen

Nedenstdaende artikel beskriver, hvorle-
des det er lykkedes at udvikle et system,
der kan skelne mellem de forskellige pro-
venienser af nordmannsgran, som har
veeret hyppigst anvendt gennem de sene-
ste ar. Der er hermed udviklet et redskab,
som vil kunne bruges i bestreebelserne pd
at give stgrre provenienssikkerhed for
Juletreesproducenterne.
Den ene af forfatterne, J. Matschke vil
veere leeserne bekendt, idet han tidligere
har offentliggjort artikler her i bladet
bl.a. om de skadelige virkninger af her-
bicider pa kulturtreearterne.

Jens Spgaard Jacobsen

1. Indledning

Nordmannsgranen (Abies nordmannia-
na) har i de senere ar vundet stadig stgrre
betydning for dyrkning af juletraer. For
tiden udviser juletreskulturer i forskelli-
ge europ@iske lande imidlertid betydeli-
ge variationer i deres fanotype, deres
udspringsforhold og i deres modstands-
dygtighed overfor belastninger. Disse
kvalitative forskelle skyldes ikke kun
utilstreekkelig pleje af kulturerne, men er

Herkomstomrade Kaukasus | NN (m.o.h.) Materiale
Ambrolauri-Lemaneori- 1 1.300 enkelttraeer
Ambrolauri-Lemaneori-2 1.340 bevoksningsprgve
Ambrolauri-Lemaneori-3 1.440 enkelttreer
Ambrolauri-Schartali 1.100 bevoksningsprgve + enkelttreer
Ambrolauri-Zazalike 1.620 bevoksningsprgve + enkelttreer
Ambrolauri-Zazalike 1.585 enkelttreer
Ambrolauri-Zazalike 1.445 bevoksningsprgve
Ambrolauri-Agara 1.400 bevoksningsprgve
Ambrolauri-Skardisi 1.200 bevoksningsprgve
Adigeni-Zarsma 1.500 enkelttraer

Beshumi 1.760 enkelttreer

Bordjomi-Zagire 1.200 enkelttreer
Bordjomi-Bakuriani-Z. 1.100 enkelttreer
Bordjomi-Bakuriani-Zib. 1.280 bevoksningsprgve + enkelttraer
Herkomstomrader i Tyrkiet

Artvin bevoksningsprgve

Giimiishane bevoksningsprgve

Savsat bevoksningsprgve

Tabel 1: Herkomster af Nordmannsgran fra det Store og Lille Kaukasus og udlg-

bere i Tyrkiet.

frem for alt betinget af forskellige valg af
herkomst og blandinger.
Sammenligninger af kulturer har vist, at
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Figur 1: Nordmannsgranens herkomstomrader i det Store og Lille Kaukasus,

Tyrkiet og i oplandet til Ambrolauri.
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en del af herkomster fra Store og Lille
Kaukasus giver juletreer af god kvalitet.
Hidtil er det fortrinsvist frgpartier fra
regionerne omkring Ambrolauri-Tlugi,
sjeldnere omkring Bordjomi (=Borsho-
mi) og nogle omrader i Tyrkiet, der er
blevet inddraget i undersggelserne.

For frostudsatte lokaliteter med gode
boniteter og store nedbgrsmangder er de
tidligt udspringende herkomster med
lengere internodier fra Tyrkiet mindre
egnede. Dette gelder ogsa herkomster
fra de gstlige udlgbere af Ponto- og
Lazistanbjergene omkring Artvin og
Savsat i modsatning til dem fra mindre
og begrensede oplandsomrader og hgj-
der < 1.400 m.o.h. omkring Ambrolauri,
Bordjomi, Bakuriani og Adigeni.

Da de forskellige provenienser ikke kan
skelnes ud fra selve frgene eller frgplan-
terne, og da juletresdyrkere pa den
anden side ma have en vis sikkerhed med
hensyn til det erhvervede plantemateriale
- ombytning eller opblanding af frgene
kan ikke udelukkes - blev det testet, om
de forskellige provenienser lader sig



adskille fra hinanden pa baggrund af Iso-
enzym-genmarkgrer.

Da kvantitative forskelle i form af hyp-
pighedsforskydninger af enkelte Isoen-
zym-mgnstre ikke er sa sikre som kvali-
tative pa grund af afh@ngigheden af stik-
prgvens stgrrelse, blev det undersggt, om
der optraeder forskelle mellem typerne
for de forskellige provenienser af Nord-
mannsgran.

2. Materiale og metoder

Til den fglgende undersggelse blev der
dyrket frg, som forfatterne selv havde
hgstet, fra enkelttreeer og fra bevoksnin-
ger fra det Store og det Lille Kaukasus
og fra tilgreensende udlgbere (MATSCH-
KE og MOSER 1996).

I tilleg til tidligere undersggelser (HUS-
SENDOREFER et al. 1995; AMENDA et
al. 1996) blev de sikre herkomster som
vist i tabel 1 taget med i sammenlignin-
gerne.

Analysen af isoenzym-genmarkgrer til
Nordmannsgran skete pa basis af meto-
der, som blev udarbejdet af HUSSEN-
DORFER et al. (1995) til Alm. @delgran
(Abies alba). Syv enzym-systemer i
Nordmannsgranens frg blev testet detal-
jeret.

Til bestemmelse af de enkelte treers
genotype (ved frg fra enkelte traeer), blev
der analyseret seks frghvider (haploidt
vaev af makrogametophyten) for hver. Til
bevis for de genetiske strukturer i prgver
fra bevoksninger blev der undersggt 30-
70 frghvider. De syv ovenn@vnte enzym-
systemers isoenzymmgnstre blev analy-
seret ved hjelp af stivelsesgel-zoneelek-
trophorese (12%-gel), hvorved del-buf-
fersystemerne Ashton- (pH 8.1) og
TRIS-Citrat-buffer (pH 7.4) blev an-
vendt.

3. Resultater

a) Anvendte isoenzym-genmarkgrer

Efter forundersggelser af forskellige
frgprgver fra Nordmannsgran blev det
konstateret, at nogle enzymsystemer
(f.eks. AAP/LAP, Zone A ved IDH, lige-
som zone B og C ved MDH, se tabel 2),
ikke udviser nogen variation og besidder
de samme isoenzymvarianter i proveni-
enserne. Derfor blev de i fgrste omgang
ikke taget i betragtning til narmere
undersggelse.

I modsatning til tidligere undersggelser
(AMENDA et al. 1996) og under hen-
syntagen til det mulige tab af isonenzym-
aktivitet hos aldre frg, kunne der ved fri-
ske frg af nogle af provenienserne, som
vi selv havde samlet, findes forskellige
variationer i isoenzymzonerne GOT-A, -
B, -C, PGI-A, -B, GDH-A, IDH-B og
MDH-A, som blev ligestillet med tilsva-
rende genloci hos Alm. @delgran (Tabel
2). Analogien i den genetiske kontrol af

Enzymsystemer Forkortelse | Genloci for Alm. adelgran
Aminopeptidaser AAP/LAP | AAP-A, AAP-B
Glutamatoxalacetat-Transaminaser | GOT GOT-A, -B, -C
Phosphoglucose-Isomeraser PGI PGI-A, -B
Phosphogluco-Mutaser PGM PGM-A, -B
Glutamat-Dehydrogenaser GDH GDH-A
Isocitrat-Dehydrogenaser IDH IDH-A, -B
Malat-Dehydrogenaser MDH MDH-A, MDH-B, -C

Tabel 2: Enzymsystemer og isoenzym-genloci

disse isoenzympolymorfismer er for sa
vidt retfeerdiggjort, som de elektrophore-
tiske isoenzym-zoner pa den ene side
stemmer helt overens og alloenzymty-
perne stemmer delvist overens og pa den
anden side alle mellem-, syd- og sydgst-
europeiske @delgranarter skal vare op-
staet fra en oprindelig @delgranpopulati-
on i Middelhavsomradet.

b) Genetiske strukturer i de

polymorfe isoenzym-genloci

De forhandenverende Nordmannsgran
enkelttreeers genotyper blev bestemt ved
de ovennavnte otte isoenzym-genloci.
Ud fra genotyperne blev allel-hyppighe-
derne beregnet, da parametrene synes
egnede til sammenligning af de to prove-
nienser, der er ekstremt fjernt fra hinan-
den. Genotype-hyppighederne er frem
for alt afhengig af de pageldende be-
stgvningsforhold og kan endre sig fra
sted til sted og fra generation til genera-
tion.

Ved siden af allellerne og deres hyppig-
hed i enkelttre-kollektiver blev allel-
hyppighederne bestemt i bevoksnings-
préverne fra de forskellige arealer (Tabel
2).

Mens der blev analyseret op til 30 frg fra
hver bevoksningsprgve fra Kaukasus, -
da der for de fleste ogsa blev anvendt
data fra enkeltrae-kollektiver, - blev der

fra de tyrkiske herkomster undersggt 60-
70 frg.

Hermed er det sikret, at ogsa sjeldnere
allel-typer kan eftervises, hvilket er af
betydning for den palidelige skelnen
mellem provenienser, der er meget fjernt
fra hinanden.

Ved sammenligningen af alle data viste
det sig, at allel-typerne og deres hyppig-
heder ved isoenzym-genlociene GOT-A,
PGI-A, -B, IDH-B og MDH-A ikke
adskiller sig vaesentligt mellem proveni-
enserne, hvorfor disse verdier ikke blev
taget videre i betragtning.

I modsatning hertil kunne konstateres
herkomstspecifikke forskelle ved Genlo-
ci GOT-B, BOT-C og GDH-A.

c¢) Kvantitative og kvalitative forskelle
mellem provenienserne

Mens der ved genlocus GOT-C kun kan
eftervises kvantitative forskelle mellem
de kaukasiske og de tyrkiske provenien-
ser, kan der sagar identificeres kvalitati-
ve forskelle i genlociene GOT-B og
GDH-A.

Ved GOT-C viser allel-type C1 sig med
hyppigheder mellem 10% og 35% i
prgverne fra Kaukasus, mens den kun
optraeder med 6 til 9% i de tyrkiske her-
komstprgver (Tabel 3).

Ved genlociene GOT-B og GDH-A kun-
ne der - i det mindste ved det forhanden-

Herkunft GOT-B GOT-C GDH-A
a1 A7 c1 v (] Al Az

Kaukasus
L -Leman. 1 am 080 oas a40 (a ] - 1.0
ALaman 2 a.08 oE2 (15 ] Q.60 aie . 10
fu.Leman, 5 1,06 oAl (L] 058 aan F 1.0
f-Scharall a,1% 065 oS a0 o038 . 1.0
M- Faraihe F .o (o] (8 [1] a.60 04D s 1.0
A-Fazaikn 4 a8 (. ] o2a 048 o.as . 1.0
A Agar a.0e oa1 IR F ] .68 on . 1o
A -Skardmi a,0e oAt (rir ] .41 ity - 1.0
Hordjami-Basutar-fb = 1.0 (e d} atn 020 i 1.0

Tiikal 'l
Artvin - 14 005 086 020 .03 .97
Senragt - 1.1 Loy .64 028 Loy 0653
Clrfdishane - 1.4 00 .71 020 LEutY .86

Tabel 3: Eksempler pa allel-hyppigheder for tre diskriminerende isoenzym-gen-
loci GOT-B, GOT-C og GDH-A i froprover fra bevoksninger i Kaukasus og Tyrkiet.
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Figur 2: Forskelle i isoenzym-monstre
for froprover af Abies nordmanniana
fra Kaukasus og Tyrkiet.

varende materiale - eftervises kvalitative
forskelle mellem provenienserne (Figur
2).

Derved adskiller disse to isoenzym-gen-
loci sig, for sa vidt som GOT-B er fikse-
ret for B2 i de tyrkiske prgver, mens
allellet B1 endnu forekommer i prgverne
fra Kaukasus (undtagelse proveniens:
Bordjomi-Bukuriane-Zib.), mens GDH-
A er fikseret for A2 i prgverne fra Kau-
kasus, mens Al endnu viser sig i de tyr-
kiske prgver, om end sjeldent (3 til 7%),
(Tabel 3).

d) Eksempel pd mulig certificering af
froprover fra Kaukasus

Antages det, at de undersggte prgver fra
omradet Ambrolauri har en vis repre-
sentativitet for Nordmannsgranerne dér,
og at herkomsterne fra det nordgstlige
Tyrkiet er repraesentative for dette udbre-
delsesomrade, skulle der uden tvivl kun-
ne skelnes mellem provenienserne.
Sammenholder man de tre markgr-loci
GOT-B, GOT-C og GDH-A, sa skulle
det vaere muligt, ogsa at certificere Nord-
mannsgran-prgverne  fra  forskellige
omrader. Disse prgver skulle udvise beg-
ge alleller ved genlocus GOT-B, vare
fikseret for A2 ved genlocus GDH-A
ligesom de skulle besidde C1 med relativ
stor hyppighed ved GOT-C. Sidstn@vnte
kriterium skal dog tillegges den ringeste
betydning.

De genetiske forskelle mellem proveni-
enserne mht. disse tre genloci lader sig
fremstille grafisk i form af et dendro-
gram (figur 3).

Forbindelseslinierne tydeligggr, hvilke
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Figur 3: Eksempel pa et UPGMA-dendrogram, der er baseret pa genpool-afstan-
de (gennemsnitsveerdier over markor-lociene) mellem 12 analyserede prover af

Nordmannsgran.

herkomster der star hinanden nermest og
hvilke der n@rmere indtager en mellem-
position.

For eksempel viser prgverne fra bevoks-
ningen Tlugi-Lemaneori, Tlugi-Zazalike
og Tlugi-Skardasi et felles mgnster,
mens herkomsten fra bevoksningen Tlu-
gi-Agara danner en overgang.
Overraskende stemmer mgnstrene i

préven fra Bordjomi-Bakuriani nasten
mere overens med prgverne fra oplandet

omkring Artvin, Savsat og Giimiishane
(Figur 3).

Nar en ukendt eller tvivlsom frgprgve
skal bedgmmes, sd kunne man bestemme
allellerne og deres hyppigheder ved de
tre markgr-loci og udarbejde et siadant
dendrogram med de andre foreliggende
data.

Pa grundlag af forbindelseslinierne kan
man aflese, hvor en sddan prgve skal
placeres. P4 samme made kan “falske”
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Figur 4: Artiklens undersogelsesresultater viser, at det er muligt at teste nord-

mannsgran fros oprindelse. Der er fundet markarer, som gor det muligt at skel-
ne en raekke forskellige provenienser fra Georgien og Tyrkiet. Dette dbner man-
ge muligheder for savel en mere sikker certificering som for genveje i proveni-
ensforskningen. (Arkivfoto)



herkomstangivelser for Alm. adelgran
ogsa tilbagevises (HOSIUS et al. 1996).

Sammenfatning

For at dyrke kvalitetsjuletreer er det en
foruds@tning at have genetisk verdifulde
frg fra egnede og begransede herkomst-
omrader en forudsatning savel som en
belastningsfri og optimal dyrkning af
frgplanterne.

Da certificering af frgpartier af Nord-
mannsgran hidtil ikke har vaeret mulig (I
Tyskland og kun med visse begransnin-
ger muligt i Danmark, oversett.), og
eftersom genetiske markgrer til eftervis-
ning af proveniensforskelle for denne art
manglede, udarbejdede forfatterne en
metode, som sikrer dette.

Dertil blev frg fra enkelttreer og bevoks-
ninger hgstet direkte pa stedet og ved
hjelp af de fundne genetiske isoenzym-
markgrer blev de eksisterende proveni-
ensforskelle tydelige.

Ved hjelp af markgr-loci GOT-B, GOT-
C og GDJ-A er det muligt at certificere
préver fra forskellige Nordmannsgran-
herkomstomrader og at skelne herkom-
ster fra Kaukasus fra tyrkiske herkom-
ster. Séaledes skal prgver fra Kaukasus
udvise begge alleller (B1, B2) ved genlo-
cus GOT-B, vare fikseret for A2 ved
genlocus GDH-A og besidde allel Cl
med relativ stor hyppighed ved genlocus
GOT-C.

De genetiske forskelle mellem proveni-

y § PETER SCHJﬂTTS Planteskole

S Hedegardvej 5, 7361 Ejstrupholm, tIf. 75 77 25 52, fax 75 77 31 34

Planter til: Pyntegreont & juletraeer, skov, lae & vildt

Vi har Nordmannsgran, 2/2 og 2/1S,
Ambrolauri og Borshomi og
fine Nobilis 2/1S i gode danske provenienser

enserne mht. de tre genloci lader sig
fremstille i et dendrogram. Derved kan
man ved hjelp af allellernes mgnstre og
deres hyppighed sammenligne afstande-
ne for herkomsterne.
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