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DNA-markorer hos trad

-verktyg som tidigt kan avsloja vardefulla egenskaper

* Med hjalp av ny DNA-teknik gar det att framstélla ett obegransat antal DNA-markorer for
genkartering. Markorerna kan anvandas for att identifiera gener som paverkar vardefulla
egenskaper hos barrtrad och kan underlatta foradlingsverksamhet.

* Kopplingsanalyser mellan vardefulla tradegenskaper och DNA-markorer gors genom att
studera sambandet mellan egenskaperna och markorerna hos avkomman frin kianda kors-
ningar.

* Med ett genkarteringsprogram gors berakningar av den mest sannolika ordningen for DNA-
markorerna pa genkartan och loci som paverkar de studerade egenskaperna (QTL).

® Metoden har anvints for att studera och testa regleringen av frosthirdighet hos tall.

FIGUR 1. DNA-markérer 1 tallbarr hos
29 avkommor fran en familj. Polymorfi,
dvs. mangformighet, for markéren dr
markerad med en pil. Det dr mojligt att
undersoka flera tusen DNA-markorer i
ett enda tallbarr.
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id foradling av barrtrdd har

ett av de mest svarlosta pro-

blemenvaritattkartlagga hur
kvantitativa egenskaper nedérvs. Sa-
dana egenskaper, t.ex. tillvaxt och
hardighet styrs av manga gener och
uppvisar darfér en kontinuerlig va-
riation.

Det senaste decenniet har dock mo-
dern DNA-teknik gjort det mojligt
attframstalla markorer (Fig. 1), med
vilkas hjalp dven dessa grupper av
gener kan lagesbestimmas och be-
skrivas .

Dennya tekniken 6ppnarspannande
mojligheter i foradlingsarbetet och
gor det majligt att tidigt testa egen-
skaper och vilja ut de basta triden.
Har presenterarvimetoden och egna
studier pa tallens koldhardighet.

Genkartering

En genkarta anger var pa kromo-
somerna de gener (arvsanlag) som
styr olika egenskaper ar belagna.
Genernas lage pa en kromosom kal-
las for loci. Gener som ar belagna pa
samma kromosom bildar kopp-

lingsgrupper (Fig. 2).

Hur starkt gener ar kopplade beror
pa deras inbordes avstand. Naralig-
gande gener ar starkare kopplade
till varandra dn sadana som ligger
langt ifran varandra.

Vid kénscelldelningen dras paren av
homologa kromosomer isar, en till
var och en av de nybildade cellerna.
Vid den processen sker 6verkorsning,
dvs. vissa delar av genmaterialet byts
ut mellan de bada kromosomerna
och nya genkombinationer uppstar.
Det giller framst kopplingsgrupper
som ligger néra varandra.

Genom att studera hur hog over-
korsningsfrekvensen ér, gar det att
faststalla genernasinbordeslige och
gora en genkarta over varje kromo-
som (Fig. 2).

Tva typer av nedéarvning

Genernas uttryck, dvs. egenskaper
hos en organism, kan vara av tva
olika slag, kvalitativa eller kvantita-
tiva. En kvalitativ egenskap styrs av
en (vid enkel neddrvning) eller ett
fatal gener (t.ex. 6gonfirgen hos
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FIGUR 2. RAPD-markorer hos tall,

placerade i en kopplingsgrupp. Pa
héger sida om kopplingsgruppen (i
detta fall nr: 7) visas markorens
beteckning och pa vdnster sida
avstandet © Centimorgan mellan
markorerna.

manniskan). En kvantitativegenskap
styrs av manga gener, vilket ger en
kontinuerlig (steglos) variation. Ex-
empel pd kvantitativa egenskaper ar
tillvixtformaga och koldhardighet
hos trad. Locisom kontrollerar kvan-
titativa egenskaper kallas "quanti-
tative trait loci” (QTL).

Markorer som hjalpmedel
Medan variationen i enstaka gener
ar latt att kartera, ar variationen i
kvantitativa egenskaper svarare att
bestimma, eftersom sa manga gener
ar inblandade.

Numera finns det dock en rad olika
DNA-baserade metoder som kan
anvandas for att framstalla molekyl-
ara markorer (som sjélva dr gener).
En av de mest anvinda metoderna
kallas RAPD (se ordlista). De fram-
tagna markorerna tillater undersok-
ning av ett obegransat antal gener
och ar till stor hjalp nar QTL:s lage
skall lokaliseras.

Dataprogram finner sambanden
Med hjilp av sofistikerade datapro-
gram kan genpositionerna for hun-
dra- eller tusentals egenskaper be-
stammas. Programmen bestammer
den mest sannolika ordningen mel-
lan markorerna och deras inbordes
avstand i kopplingskartan.

Analysen gar till sa att samband soks
mellan de nedarvdamarkérernaoch
den matbaravariationeni egenskap.
Analysen kan ocksd visa om en egen-
skap styrs av ett eller flera QTL.
Nyutvecklade dataprogram kan inte-
grera flera genkartor till en gemen-
sam.

Genkarteringen av loci for kvantita-
tiva egenskaper hos skogstrad tjanar
flera olika syften. Den ger okade
kunskaper om genernas organisation
och funktion men kan ocksa under-
latta tidiga tester i foradlingen ge-
nom urval baserat pa molekyldra
markorer (Marker Aided Selection).

Frosthardighet hos tall

Pa nordliga breddgrader, med de
kortavegetationsperiodersomrader,
ar formagan till tidig invintring pa
hosten av storsta vikt for tallens over-

FIGUR 3. Frystest utford pa en familj. Firgfordndringen hos plantorna visar
variationen i hdrdighet



FIGUR 4. Barr med varierande grad av fryskada

levnad. Invintringen initieras av
okande nattlingd pa sensommaren.
Tall fran nordliga breddgrader har
sedan den senaste istiden anpassats
till att paborja invintringen vid kor-
tare natt dn tall fran sydliga.

Skillnader i invintringsférlopp mel-
lan individer, familjer eller prove-
nienser kan studeras med hjalp av
frystester i programmerbara frys-
kamrar under sensommar/host. Ti-
diginvintring pavisas genom god har-
dighet och sen invintring genom
samre hardighet i frystest (Fig. 3).

Frystestning
I ett nyligen startat projekt forsoker
vi finna QTL som styr invintrings-

forloppethos tall. For detta andamal
har vi, baserat pa fyra nordliga klo-
ner fran latitud 67° N och fyra sydli-
gare kloner fran 62° N, framstallt
arton helsyskonfamiljer (100 plan-
tor per familj) av vardera nord x
nord, nord x syd och syd x syd.

Det varierande latitudursprunget
innebér att korsningsavkommorna
har varierande invintringsférlopp
ochfordelningvad galler hirdighets-
egenskaper.

I stéllet for att frystesta hela plantor
valde viatt utfora frystesterna palosa
barr som avskilts fran arsskottet ome-
delbart fore frystillfillet. Metoden
gor att plantorna inte forstors, utan

Ordforklaringar

Allel, ett locus pa en kromosom
kan vara site for olika gener, som
sags vara allela till varandra.

Enkel nedarvning, nir tvé alleler
ar involverade i nedirvningen.
RAPD-markorer bestar av tva alle-
ler, ofta bendmnda + resp - allel.
Genom, genuppsattningen hos en
individ eller en art.

Heterozygot, nir loci i de homo-
loga kromosomerna innehéller
olika anlag.

Homologa kromosomer, geno-
met hos de flesta organismer ar
organiserat i par av homologa (in-
bordes lika) kromosomer som se-
pareras vid konscelldelningen.
Homozygot, nir loci i de homo-
loga kromosomerna innehaller
samma anlag.
Kopplingsgrupper, markorersom
ligger pd samma kromosom tillhdr
samma kopplingsgrupp.
Kvantitativ egenskap, en egen-
skap som, pa grund av att den styrs
avflera olika gener, uppvisar konti-
nuerlig variation.

Locus/loci, plats pa en kromosom,
dér ett/flera arvsanlag ar belagna.

FAKTARUTA

Meiosrekombination, genernas
omgruppering via dverkorsning i
samband med konscelldelningen.
Molekylar markor, DNA-fragment
som forekommer i manga olika
former.

PCR (Polymerase Chain Reac-
tion), en metod att massféroka ett
bestimt segment av DNA-moleky-
ler.

QTL (Quantitative Trait Loci), loci
som styr kvantitativa egenskaper.
RAPD (Random Amplified Poly-
morphic DNA), specifika DNA-sek-
venser i hundratusentals identiska
kopior som tillverkats i en PCR-
maskin.

Utklyvning, uppkomsten av olika
kategorier av individer bland av-
komman fran en heterozygot indi-
vid, beroende pa att allelerna i
homologa kromosomer skiljs at
under konscelldelningen.
Overkorsning, segmentutbyte mel-
lan narliggande gener pa homo-
loga kromosomer. Overkorsnings-
procenten (frekvensen) avsegment-
utbyte mats i Centimorgan (cM).

attsamma plantor kan testas vid upp-
repade tillfillen och vid olika tempe-
raturer.

Frystestning utférdes genom succes-
siv nedkylning fran +10° C (5° C/
tim) till olika férutbestimda tempe-
raturer valda med hénsyn till den
aktuella graden av frosthirdighet.

Efter en och en halv timme vid aktu-
ellfrystemperatur atergick tempera-
turensuccessivt till utgangsliget. Frys-
skadorna (Fig. 4) registrerades visu-
elltien 10-gradig skala utifran mang-
den missfargad barrmassa efter tva
veckors forvaring av barren i hog
luftfuktighet.

Plantorna frystestades vid bade ett
och tva ars alder. Resultaten visade
férvantade skillnader i hardighet pa
hoésten mellan de tre familjegrup-
perna (Fig. 5): nord x nord (bast),
nord x syd (medel) och syd x syd
(samst) . Det fanns ocksa en bety-
dande variation mellan individer
inom familjer.

Bulkanalys (BSA)

Vid korsningar mellan nordliga och
sydligaklonerinnehalleravkomman
delsindivider vars hardighet motsva-
rar den nordliga fordldratypen och
dels individer som motsvarar den
sydliga foraldratypen. Man erhaller
en utklyvning i hardighetsegen-
skaper.

Tva typer av korsningar ar lampliga
for hardighetsstudier: korsningar
mellan foraldrar som ar Aa x Aa
(heterozygot x heterozygot) eller
Aa x aa (heterozygot x homozygot)
féor “major genes” (de gener som
paverkar en storre del avvariationen
i en egenskap)av QTL. I bada fallen
sker en utklyvning av egenskaper
bland avkomman fér "major gene”
som kan paverka hiardigheten.

Avkommor med extremt hog och
extremt lag héardighet véljs ut fran
varje korsningsfamilj och analyseras
med hundratals DNA-markorer en-
ligt "Bulk Segregation Analysis”
(BSA).

Metoden bygger pa antagandet att
DNA-allelen i ettlocus dr kopplat till
loci for hardighet nar samtliga plan-
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FIGUR 5. Olika korsningsfamiljer skiljer sig betrdffande frosthirdighet i
september, beroende pa att de hunnit olika langt i invintringsprocessen. Korre-
lationen mellan familjernas kritiska temperatur ar 1 och ar 2 var hég, r= 0,91.
Den Fkritiska temperaturen dr den vid vilken 50-procentiga skador pa barrvivna-

den upptrdder.

tor med hog hardighet har allelen,
medan de med lag hirdighet saknar
den.

Familjer som visar association mel-
lan hardighetsegenskaper och DNA-
markorer 1 BSA-analysen, kan mer
ingdende undersokas for kartlagg-
ning av QTL.

BSA har anvants hos manga organis-
mer for en snabb kartlaggning. Hos
t.ex. sockerbetor har metoden an-
vants for att kartlagga loci for nema-
todresistens och hos ris for urval av
resistens mot svampsjukdomar.

Nya mojligheter skapas i
foradlingsarbetet

Hos skogstrad ar det primara malet
med genkarteringattidentifiera QTL
for egenskaper som édr betydelsefulla
for foradlingen. Det kan galla saval
tillvixtegenskaper som fysiologiska
processer och motstandskraft mot
sjukdomar eller insektsangrepp.

Hos poppel (Salix - arter) har QTL
lokaliserats for volymtillvaxt, stam-
form, grenvinklar, knoppsprickning
pa varen och stam-och rotbildnings-

formaga under laboratorieférhal-
landen.

De gentekniska metoderna kommer
ocksa tillanvindning forattforbattra
vedens kvalitet. Hos radiatatallen
(Pinus radiata) har redan fyra DNA-
markorer hittats som visar samband
med vedens tiathet.

Hos radiatatallen har dessutom ett
samband mellan DNA-markoérer och
motstandskraft mot en typ av svamp-
angrepp pavisats.

Nasta steg efter QTL-kartliggning ar
att isolera QTL-gener for manipule-
ring. For narvarande pagar forsokaatt
isolera och karaktdrisera gener som
paverkar fysiologiska processer hos
trad. Det galler t.ex. ligninbiosyntes,
blomning, knoppsittning, tillvaxthas-
tighet, kottbildning, tradens respons
pa dagslangd, kvivetillganglighet,
skador, infektion, torka, ozonkénslig-
het och rotformering.
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