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SAMMANFATTNING

Trots att Sverige inte &r ett land som &r sdrskilt rikt pa egna genresurser har odlingen av
kulturvixter en lang historia. Som ett led i att bevara och héllbart nyttja vara
kulturvaxtresurser startade ar 1999 det nationella Programmet for Odlad Mangfald (POM).
POM ir ett av de storre projekt som Centrum for Biologisk Méangfald (CBM) koordinerar.
Eftersom kunskapen om svenska genresurser generellt & mycket liten behdvs en
kunskapsuppbyggnad vad géller exempelvis arters genetiska och morfologiska variation.

Detta examensarbete dr en del av ett projekt om narcisser som koordineras av POM.
Materialet skickades in av ménniskor fran sex landskap i sédra Sverige, efter en uppmaning i
TV-programmet “Gréna rum”, varen 2000. For att studera paskliljornas (Narcissus
pseudonarcissus) genetiska variation anvidndes den molekyldra markortekniken Amplified
Fragment Length Polymorfism (AFLP). Metoden visade sig fungera bra nér det géller de sma,
enkla, ofta forvildade paskliljor som ingick i detta examensarbete. De flesta narcisskollekterna
visade sig vara genetiskt mycket lika, och 36 av de 43 kollekterna grupperade sig
tillsammans. De rena arterna Narcissus pseudonarcissus och N. lobularis var med som
jamforelse i unders6kningen och dessa bildade en egen grupp. De 6vriga kollekterna var
ensamma i sina grupper. Den kollekt som avvek mest visade sig vid blomningen vara N. x
incomparabilis, en hybrid mellan pask- och pingstlilja (N. poeticus). Detta visar att metoden
kunde skilja ut de rena arterna samt hybridarten fran de 6vriga kollekterna.

Nér dven den morfologiska variationen hos kollekterna undersoktes, indelade de sig i sex
huvudgrupper. Korrelationen mellan den genetiska och den morfologiska grupperingen var
med nagra fa undantag dalig. Da de enkla, sma paskliljorna dr genetiskt mycket lika 4r den
lampligaste metoden att skilja dessa at, de morfologiska karaktirerna. For att kunna bevara sa
mycket genetisk variation som mojligt hos ett fatal kollekter bor fler individer fran samma
population undersokas vad géller inomvariationen, sa att tillrackligt stort individantal bevaras.






SUMMARY

Although Sweden is not particularly rich in genetic resources, plant cultivation has a long
history. As a means of preserving and allowing sustainable use of our cultivated plant
resources, the National Programme for Diversity of Cultivated Plants (Programmet fér Odlad
Mangfald, POM) was started in 1999. POM is one of the major projects coordinated by the
Swedish Biodiversity Center (Centrum for Biologisk Mangfald, CBM). Knowledge of
Swedish genetic resources is generally quite scarce and increased knowledge is needed in
areas such as genetic and morphological variation within species.

This thesis is one element of the narcissus project coordinated by POM. In response to a
request aired in spring 2000 in the television program ’Gréna rum’, material from old
narcissus plantings was acquired from private individuals in six provinces of southern
Sweden. To study the genetic variation of the Lent lilies (Narcissus pseudonarcissus), the
molecular marker technique Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) was used.
The method functioned well on the small, single-blooming, often wild Lent lilies included in
this study. Most of the Lent lilies proved to be genetically very uniform, out of 43 accessions
36 were grouped together. The pure wild species Narcissus pseudonarcissus and N. lobularis
were also included in this study as a comparison and they formed one group. The remaining
accessions were alone in their groups. The accession that differed most proved to be a N. x
incomparabilis, a hybrid between a Lent lily and a Pheasant’s eye (N. poeticus), when it
bloomed. This demonstrates that this method could separate the two pure species and the
hybrid from the other accessions. Morphological variation among the accessions was also
studied and they were grouped into six main groups. The correlation between the genetic and
the morphological grouping was, with a few exceptions, poor. As the single-blooming, small
Lent lilies are genetically very uniform the best method to separate them is with the help of
morphological characteristics. The goal is to preserve the broadest genetic diversity possible
in a limited number of accessions. Due to the variation within the accessions and the need to
assure that a sufficient number of individuals will be preserved, further studies of accessions
from the same populations are required.






INLEDNING

Det dr de facto en naturlig process att arter dor ut och att nya arter utvecklas. Men de senaste
tre hundra aren dor antalet arter ut med ca 1 000 ganger hogre frekvens dn under tidigare
tidsperioder (Bothmer, 1996). Den 14/7 1992 i Rio de Janeiro, Brasilien, beslutades det om en
internationell konvention om biologisk méngfald. Enligt konventionen &r den nuvarande
minskningen i biodiversitet i stort ett resultat av ménsklig aktivitet och representerar ett
allvarligt hot mot den ménskliga utvecklingen (www.biodiv.org, 020522). Som ett led i detta
har Sverige utarbetat ett nationellt program for vixtgenetiska resurser. Arbetet leds av
Jordbruksverket och koordineras av Centrum for Biologisk Mangfald (CBM) vilket bildades
ar 1994 efter ett beslut fran regeringen. Malséttningen &r att forverkliga Rio-konventionens
innehall d.v.s. bevara och hallbart nyttja den biologiska méangfalden. Ett av de storre projekten
som CBM koordinerar dr Programmet fér Odlad Méngfald (POM) som startade 1999. POM’s
syfte dr att bevara och héllbart nyttja vara odlade véxter.

Den genetiska variationen dr avgorande for artens formaga att anpassa sig till férdndringar i
miljon. Eftersom det dr svart att veta vilka egenskaper eller arter som kommer att behévas i
framtiden sa maste representativa prov av hela genetiska materialet bevaras. Mot den
bakgrunden #r det viktigt att bevara vixtgenetiskt material, for nir en art vél &r utrotad sa ar
den férsvunnen for all framtid.

For att bedoma den genetiska variationen kan nu den traditionella morfologiska bedémningen
kompletteras med molekyldra markortekniker. Darmed fas dven kunskap om hur stora
populationer som bor bevaras. Om den genetiska variationen dr liten behover bara ett fatal
populationer och/eller accessioner bevaras langsiktigt. Ar den genetiska variationen diremot
stor bor ett stort antal populationer och/eller accessioner bevaras. Dessa kunskaper ér dérfor
direkt kopplade till langsiktiga ekonomiska ataganden. Det material som skall bevaras skall
vara vil dokumenterat och denna information skall vara fritt tillgédnglig.

Under ar 2000 startade POM ett pilotprojekt, dir tre grupper av folkkdra och vilkidnda
kulturvixter provinventerades i mindre skala. De tre véxtgrupperna som ingick var dldre
sortmaterial, lantsorter och tidigt inforda pask- och pingstliljor (Narcissus L.), rosor (Rosa L.)
och rovor (Brassica rapa L. ssp. rapa). Da prydnadsvixternas genetiska resurser ar daligt
kénda prioriterades denna grupp av vixter. Delprojektet Narcissus #ar fokuserat pa den
genetiska diversiteten vilken skall karaktériseras med hjilp av molekyldra metoder. Materialet
skall d&ven dokumenteras morfologiskt med hjdlp av ett trettiotal deskriptorer. Med hjélp av de
erhallna resultaten skall man kunna peka ut adekvata strategier for bevarande och
dokumentation for framtiden.

Narcisserna har en lang odlingshistoria i vart land. N. poeticus L. (pingstlilja) finns angiven i
dansk litteratur fran 1530 och troligen innefattas dven N. pseudonarcissus L. (pasklilja)
(Lange, 1994). Att den har funnits i Danmark vid den tiden gor det troligt att paskliljan dven
fanns 1 de sodra delarna av Sverige som vid den tiden tillhérde Danmark. De 4r perenna,
oftast friska och langlivade 16kvéxter. De sprider sig ldtt och finns naturaliserade pa en del
platser i de sodra delarna av landet. Da vissa har vuxit i vart land dnda sedan i borjan av 1700-
talet (Wallenquist, 2000) kan de bdra pa manga virdefulla egenskaper. Detta géller till
exempel resistensgener mot olika sjukdomar.

Detta examensarbete dr en del av Narcissprojektet. Arbetet har inneburit att underséka den
genetiska variationen hos de sma, enkla, ofta forvildade paskliljorna med hjélp av den






molekyldra markortekniken Amplified Fragment Length Polymorfism (AFLP). De i arbetet
ingdende narcisserna dr en del av det stora antalet narcisslékar som folk fran sex landskap
skickade in till de botaniska tridgardarna i Lund och Goéteborg efter ett upprop i tv-
programmet “Gréna rum”, varen 2000. Det insamlade materialet har undersokts av Karin
Persson, vad géller den morfologiska variationen. Dessutom har ytterligare ett examensarbete
utforts, dar den genetiska variationen hos en del av materialet har undersokts med hjilp av
DNA-markortekniken Randomly Amplified Polymorfism (RAPD) (Wallin, 2002).
Anledningen till att AFLP valdes till detta arbete dr att AFLP ar sdkrare och att det ger en
hogre upplosning d&n RAPD, vilket dr onskvirt da de sma, enkla, ofta forvildade paskliljorna
utseendemdssigt d4r mycket lika varandra.

Syfte

Syftet med detta examensarbete var att undersoka om den genetiska markortekniken
Amplified Fragment Length Polymorfism (AFLP) &r anvéndbar for att méta den genetiska
variationen hos paskliljor (Narcissus pseudonarcissus) genom att undersoka den genetiska
variationen hos é&ldre, svenska, forvildade, enkla paskliljor. Dessutom jamfordes den
genetiska och den morfologiska variationen hos de i undersokningen ingaende kollekterna.

Narcissus pseudonarcissus - pasklilja

Narcissus pseudonarcissus L. dr paskliljans vetenskapliga namn och den dr en hirdig och
perenn 10kvixt. Den &r en monokotyledon véxt som tillhor familjen Amaryllidaceae
(amaryllisvaxter; Dahlgren et al., 1983). Till den familjen hor exempelvis dven Amaryllis L.
(amaryllis), Leucojum L. (snoklocka) och Galanthus L. (snédroppe) (Aldén et al., 1998).

Pa engelska heter arten Lent lily och i Tyskland har den tva namn, Trompetennarzisse och
Osterglocke. Det finns atminstone tva forklaringar till varfor den har fatt sitt vetenskapliga
namn, N. pseudonarcissus. En forklaring &r att sldktnamnet Narcissus troligen kommer av det
grekiska ordet narkissos som kan vara en ombildning av narke, som betyder bedévning,
forlamning och det skulle kunna syfta pda blommans bedévande doft. Det grekiska namnet
anvindes redan av Hippocrates (Bryan, 1989). Han ses som ldkekonstens fader och han levde
ca 460-377 f. Kr. (Larousse de poche, 1954). Den andra forklaringen och den mer troliga dr
att namnet syftar pa att vixten innehéller &mnen som i tillrdckligt stor dos &dr forlamande.
Senare har myten om Narkissos kommit till, vilken beridttar om den grekiska ynglingen
Narkissos som blev sa fordlskad i sin egen spegelbild som han sag i en kélla, att han forsékte
fanga den. Da han inte lyckades med detta, blev han sa fortvivlad att han tog sitt liv. Gudarna
forvandlade da honom till en blomma, en narciss. Artepitetet pseudonarcissus kommer av
pseudo som betyder falsk, odkta (Mansson & Johanson, 2000).

Utbredning och standort

De vilda paskliljorna finns i Spanien och Portugal och utbredningen striacker sig in i Frankrike
over Pyrenéerna och norrut till Storbritannien. I Belgien och i Skandinavien finns det
populationer som anses vara ett resultat av naturalisering (Jefferson-Brown, 1991). Den véxer
i skogar, dngar och steniga marker. Da den har odlats under ldng tid har den blivit
naturaliserad pa manga platser (Bryan, 1989). Paskliljor tolererar eller foredrar jord som inte
torkar ut pa sommaren (Blanchard, 1990). De klarar de flesta vildrinerade jordar bara de inte
ar for torra och magra. De vill vdxa i soliga eller ldtt skuggiga ldgen och deras
konkurrensformaga mot ogris varierar mellan olika sorter (Mansson & Johanson, 2000).






Klassificering

Som ett resultat av att forddlingen av paskliljor paborjades i storre skala pa 1850-talet, 6kade
antalet nya sorter enormt och det blev da mycket svart att halla reda pa dessa. J. G. Baker
klassificerade 1888 narcisserna i tre grupper efter petalernas (kronbladen) och bikronans
langd (Baker, 1888. cit. fran Jefferson-Brown, 1991). 1908 antog The Royal Horticultural
Society (RHS) “Narcissus Classification Committee” en forenklad klassificering. Paskliljorna
delades da in i sju grupper men eftersom denna Kklassificering inte blev helt accepterad,
utokades klassificeringen ar 1910 till att omfatta elva grupper. Detta system var efter nagra
sma dndringar i bruk till 1950. Darefter reviderades klassificeringssystemet sé att det skulle
bli mer logiskt, mer lttforstaeligt och lattare att tillimpa. Da introducerades bl.a. firgkoder,
som anger kalkbladens och bikronans farg. I princip dr detta klassificeringssystem fortfarande
basen for det system som reviderades 1998 och som nu é&r i bruk.

Idag delas narcisserna in i 13 olika grupper eller divisioner (Tabell 1) som baseras pa
blommans proportioner. Grupp 1-12 bestar endast av kulturformer. (www.rhs.org, 011217).
For att ytterligare beskriva plantan anges blommans férg/firger med en bokstavskod.
Exempelvis anges en blomma med gula kalkblad och vit bikrona som YW (yellow, white).
Bokstdverna tas fran den forsta bokstaven i firgens engelska namn. Den officiella
klassificeringen skéts av RHS och den baseras pa den beskrivning av sorten som personen
som vill registrera den ldmnar (Jefferson-Brown, 1991; www.rhs.org, 011217).

Tabell 1. Klassificering av Narcissus enligt RHS (Royal Horticultural Society)
Grupp Gruppens namn

Langkroniga

Storkroniga

Smakroniga

Fylldblommiga

Triandrus

Cyclaminus

Jonquilla

Tazzeta

Pingstliljor

Bulbocodium

Flikkroniga

Ovriga som inte passar in i nigon av de dvriga grupperna

Vilda arter och naturliga hybrider, t.ex. N. poeticus, N. pseudonarcissus,
N. x incomparabilis (stjarnnarciss), N. lobularis (pasklilja)

—
SO RO NP W

ok ok
W N =

Enligt Flora Europaea finns det 26 europeiska narcissarter samt 4 hybridarter. N.
pseudonarcissus bestar av sju underarter (Tutin et al., 1980). Da arterna latt korsar sig med
varandra &r det svart att dra en gréns for vad som dr en art och vad som &r en hybridart. Detta
medfor en viss svarighet vid bestimningen av antalet narcissarter.

Livscykel

Varje 16k gar igenom en karakteristisk utvecklingscykel som borjar med dess initiering som
ett meristem och slutar med blomning och eventuell frosdttning. Utvecklingscykeln bestar av






tva faser, en vegetativ och en reproduktiv fas. Den vegetativa fasen innebir att den lilla 16ken
tillvixer tills den dr stor nog att orka blomma samt att 16ken néar sin maximala vikt. Den
reproduktiva fasen foljer ddrefter och innebir att blomning induceras och initieras, blommans
olika delar differentieras, blomskottet tillvixer och slutligen sker anthesis (blomning). Ibland
forekommer dven froséttning (Hartmann et al., 1997). Paskliljan har en perenn 16k i motsats
till exempelvis tulpanen, som #r anuell. Paskliljans blommor utvecklas fran axilldra knoppar
vilket medfor att den apikala knoppen kan bilda blad ar fran ar (Capon, 1997). Paskliljan
fortsitter att vixa fran centrum av 1oken ar fran ar och den producerar dotterl6kar vilka kan
sitta forankrade vid moderloken i flera ar innan de lossnar. Dotterlokarna maste na en viss
storlek innan de kan initiera blomanlag. Blomstorleken och kvaliteten pa blomman &r direkt
relaterad till I6kens storlek (Hartmann et al., 1997).

Morfologi

Loken ér ett specialiserat underjordiskt organ som ytterst bestar av en tunika, 16kskal som &r
torra och membrandsa. Tunikan skyddar 16ken mot uttorkning och mekanisk skada. Innanfor
tunikan finns tjocka lokskal som dels fungerar som néringslager for 16ken, dels omger
tillvaxtpunkten. Lokskalen dr vid sin bas forankrade i en mycket kort tilltryckt stamdel. Hos
den vilande 16ken finns adventivrotanlag vilka sitter pa stamdelens basala del. Adventivrotter
utvecklas forst nér 16ken planteras vid rétt tidpunkt och under rétt forhallanden (Hartmann et
al., 1997). De manga och odelade adventivrétterna borjar oftast tillvixa i augusti eller senare
om jorden &r mycket torr (Blanchard, 1990).

Antalet blad varierar oftast mellan ett och sex
(Blanchard, 1990). Bladens léingd varierar mellan R
10-50 ¢m och bredden ca 0,5-2 cm (Bryan, L 7y Kalkblad
1989). Vanligast &r att de dr utvecklade nér 16ken % A
blommar. Bladen fortsétter att véxa efter att
blomningen &r over och fortsétter en bit in pa
sommaren att fotosyntetisera for att 16ken
aterigen ska lagras med niring sa att den kan
fortleva (Blanchard, 1990). Aven nista ars
blomma anlédggs efter blomningen. Det &r dérfor
viktigt att lata bladen vissna ner av sig sjdlva och
inte ta bort dem i fortid.

Standare
och pistill

Paskliljornas blomstjélk saknar alltid blad och
den dr ogrenad. Den dr mer eller mindre upprétt-
vixande (Blanchard, 1990). Figur 1. Paskliljans olika delar.

Blomman bestar av sex kalkblad (tepaler) vilka egentligen &r tre foderblad (sepaler) och tre
kronblad (petaler) (Figur 1). De dubbla formerna har fler &n sex kalkblad. Kalkbladens
position kan variera mellan rakt utstaende, lutande och bakatbdjda. Bikronan dr rérformig
eller en tvdr kon dir den yttre kanten ofta dr vidgad och ofta delad i sex lober. Hos manga
paskliljor dr bikronan ldngre &n kalkbladen. Innan blomman slar ut omges blomknoppen av
holsterbladet. Standarnas knapp 4r antingen vit eller gul, standarna dr lika langa och pistillens
marke dr tredelat. Paskliljans blomma &r epigyn, d.v.s. kalkbladen sitter ovanfor fruktdmnet.
Da blommorna dr doftande, 4r det troligt att de pollineras av insekter (Blanchard, 1990).
Férgen pa blommorna &r olika gula nyanser samt vit (Méansson & Johanson, 2000). Det &r






dven ként att firgen pa en sort kan variera beroende pa klimat, vider och vixtférhallanden
(www.rhs.org, 011217).

Forokning

Forutom att forokning sker genom fron kan N. pseudonarcissus forokas vegetativt, vilket kan
ske pa flera olika sitt, t.ex. att bildade dotterlokar séras ifran moderloken eller genom
stamsticklingar. Aven sjilva loken kan delas och ge upphov till flera nya 16kar. Slutligen kan
odling av 16kar ske med hjilp av vivnadskulturer (Hartmann, 1997). Genom att odla véxtens
meristem i vdvnadskultur kan plantor fria fran virussjukdomar produceras (Bryan, 1989;
Hartmann, 1997). Pa sa sitt rensas materialet och kvaliteten pa 16karna blir den bésta mojliga
eftersom virus paverkar 16ken negativt.

Svampsjukdomar, virus och insektsangrepp

Det dr framforallt tvA svampar som kan stilla till problem nir det géller Narcissus sp.
Narcissgramogel (Botrytis narcissicola) dr en réta som oftast borjar i rothalsen. Angrepp
resulterar i att I6karna inte véxer alls eller att bladen blir forvridna och delvis bruna. For att
undvika angrepp bor lokarna forvaras pa en plats med god luftcirkulation. Den andra
svampsjukdomen é&r narcissfusarios eller 16krota (Fusarium oxysporum f.sp. narcissi) vilken
ger upphov till en mjuk och blot r6ta som ofta borjar i rotvalken. I vérsta fall ruttnar 16ken
innan den har planterats, i annat fall ses gulaktiga och daligt utvecklade blad och daliga
blommor.

Narcisser kan angripas av minst 15 olika virus och detta ses ofta som mosaik, strimmor och
flickar pa bladen. Symptomen kan maskeras vid hog temperatur. Bladloss dr vektorer for
vissa virus medan andra virus kan 6verforas mekaniskt. Problemet med virusangrepp ér att det
nedsétter vixtens vitalitet.

Stjdlknematoden (Ditylenchus dipsaci) gor att plantorna ofta blir korta och missbildade. De
inre 16kfjédllen brunfirgas vilket kan ses vid tvirgenomskérning av 16ken. Nematoderna sprids
med smittade 16kar, jord, redskap och vatten som kommit i kontakt med sjuka plantor.

Narcisskvalster (Steneotarsonemus laticeps) &r en annan ekonomiskt betydelsefull
skadegorare. Bladen skadas redan ndr de befinner sig i 16ken, ndr de kommer fram dr de
gulflickiga och ofta sneda och trasiga. Blomknoppar och blommor dr mer eller mindre
forstorda. Biologisk bekdmpning med tripsrovkvalstret Amblyseius cucumeris, kemisk
bekdmpning med spinnpreparat eller varmvattenbehandling vid 43 °C i tva timmar é&r olika
sétt som kan anvindas for att forséka komma till rétta med problemet. Narcissflugans larver
(Merodon equestris) forstor narcisslokarna, for att komma ifran detta kan I6ken
varmvattenbehandlas enligt ovan (Pettersson & Akesson, 1998). I hemtridgarden brukar
sjukdomar och insektsangrepp inte vara nagot problem utan narcisser uppfattas som friska och
langlivade, ddremot forekommer angrepp i kommersiell odling.

Molekyléira markortekniker

Traditionellt har morfologiska karaktidrer anvénts for att méta diversitet (Karp et al., 1996).
Under de senaste aren har emellertid DNA-baserade tekniker gjort sitt intdg och dédrmed har
det blivit mojligt att méita diversiteten pa genniva. Dessa tekniker har en fordel da de
synliggoér en ofantlig méngd karaktérer (Karp et al., 1996). De olika molekyldra teknikerna






har olika forutséttningar vad géller t.ex. kostnader, tillforlitlighet, reproducerbarhet, teknisk
svarighet, vilken DNA-méingd som krdvs och antal loci som kan detekteras. Nedan f6ljer en
kort beskrivning av nagra av de olika teknikerna samt deras for- och nackdelar.

Restriction Fragment Length Polymorfism (RFLP) innebér att DNA klipps i bitar med hjélp
av restriktionsenzymer. De erhallna fragmenten separeras med hjdlp av gelelektrofores och
fors sedan over till ett filter ddr en DNA-probe far hybridisera med DNA-fragmenten (Karp et
al., 1996; Brandén, 1997). Metoden har god reproducerbarhet och dr codominant d.v.s. det ar
mojligt att upptécka heterozygota former. Metoden dr dock tids- och kostnadskrdvande och
stora mingder (ug) DNA krévs (Karp et al., 1996).

Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) bygger pa att det spritt i genomet, hos hogre
organismer, finns hypervariabla regioner, som bestar av DNA-sekvenser som upprepas ett
olikt antal ganger. De delas in i tva klasser beroende pa hur manga baspar den repeterade
DNA-sekvensen bestar av. Microsatelliter eller Simple Sequence Repeat (SSR) har sekvenser
med en lingd av 2-8 baspar medan minisatelliter har ldngre repetitiva sekvenser, 16-100
baspar. Genom att lata en probe hybridisera med dessa DNA-sekvenser kan variationer i
antalet upprepningar urskiljas. Metoden har god reproducerbarhet och &r codominant men
utvecklingskostnaderna dr hoga (Karp et al., 1997).

I och med Polymeras Chain Reaction (PCR) teknikens intdg, vilken gjorde det mojligt att
uppforéka DNA, utvecklades ett flertal nya metoder som baseras pa denna teknik.
Nackdelarna &r att dessa metoder dr mycket kénsliga for reaktionsforhallandena, DNA-
kvaliteten samt PCR-metodens temperaturprofil (Vos et al., 1995).

Randomly Amplified Polymorfism (RAPD) innebér att primrar far hybridisera med DNA.
PCR kors for att uppforoka detta DNA och dérefter separeras de olika fragmenten med
agarosgelelektrofores. Denna teknik dr snabb, enkel och forhallandevis billig. En nackdel &r
den daliga reproducerbarheten. Det 4r en dominant markor, d.v.s. heterozygota former kan
inte urskiljas (Karp et al., 1997).

Amplified Fragment Length Polymorfism (AFLP) metodens fordelar &r att den detekterar ett
stort antal loci (50-100), den har hog reproducerbarhet men ddremot dr metoden tekniskt
krdvande. Mot bakgrund av bl.a. dessa fordelar valdes &nda denna metod ut till detta
examensarbete. Under rubriken AFLP-teknologi beskrivs tekniken mer ingaende.

AFLP-teknologi

Med hjéilp av AFLP-tekniken kan DNA-polymorfism visuellt pavisas mellan olika prov.
Metoden ér relativt ny och den utvecklades av Pieter Vos m.fl. och den beskrevs i en artikel
1995 (Vos et al., 1995).

Utgangsmaterialet for denna teknik d4r DNA som extraherats ur de vixter som skall
undersokas. Det forsta steget ar att restriktionsenzymer tillsétts, vilka kdnner igen en specifik
sekvens i DNA (restriction site) och nér sa sker, klipper DNA i bitar. Det bésta resultatet fas
om tva olika restriktionsenzymer anvénds. I det redovisade arbetet anvidnds EcoR I som
klipper av DNA nér en kombination av sex baspar patriffas. Da chansen att traffa pa just
denna kombination av baspar dr ganska liten sker detta inte speciellt ofta. Denna typ kallas
dérfor for “rare cutter”. Det andra restriktionsenzymet Mse I kdnner igen en sekvens som dr
fyra baspar lang, vilket medfor en storre chans att finna just den ritta sekvensen. Darmed






kommer detta enzym att klippa oftare och denna typ kallas for “frequent cutter”. Denna
kombination av enzymer ger upphov till sma DNA-fragment som storleksméssigt lampar sig
for uppforékning och senare separering pa polyakrylamidgel (Gibco BRL®; Karp et al.,
1997).

Nésta steg innebdr att dubbelstringade adaptrar med kédnda sekvenser sitts till de av
restriktionsenzymerna klippta DNA-fragmentens bada dndar (Vos et al., 1995). Dessa
adaptrar ligeras (sétts pa plats) med hjdlp av enzymet T4 DNA-ligas. Adaptrar dr nédvéndiga
for att de primrar som sedan skall anvéndas skall kunna kopplas pa DNA-fragmenten. Hirnést
sker en sd kallad Preamplification Reaction vilket innebdr att DNA uppforokas (Gibco
BRL®). Detta sker med hjélp av tekniken PCR (Polymeras Chain Reaction) som uppfanns
1984 av Kary Mulles (Lehninger et al., 1993). Infér PCR-1 sitts till provet en primer,
byggstenar i form av ANTP (deoxinukleosidtrifosfat) och Tag DNA-polymeras. Primerns
funktion &r att inkorporeras (bindas) till den kidnda adaptorsekvensen samt till ytterligare ett
baspar (selektiv nukleotid). Uppforokningen sker endast hos de fragment dér primern bundit
bade till adaptorn och till den selektiva nukleotiden. For att flera DNA-fragment skall kunna
bildas krdavs byggstenar i form av dNTP dér N 4r en av de fyra kvidvebaserna Adenin, Cytosin,
Guanin eller Tymin. For att dessa skall kunna kopplas ihop till en ny DNA-string krivs
enzymet Tag DNA-polymeras (Gibco BRL®). Tag DNA-polymeras r ett termostabilt enzym
som kommer fran bakterien Thermus aquaticus vilken lever i heta Kkéllor. Just dess
termostabilitet gér den mycket ldmpad eftersom den klarar de hoga temperaturer som anvénds
i PCR-tekniken (Winter et al., 1998).

Proverna placeras i en PCR-maskin som enkelt kan beskrivas som ett virmeblock vilket kan
programmeras och mycket snabbt fas att dndra temperatur. Forsta steget &r att proverna virms
till 94 °C under 30 sekunder, vilket gor att de dubbelstringade DNA-fragmenten sérar pa sig
och blir enkelstringade. Temperaturen sdnks sedan snabbt till 56 °C under 60 sekunder och
under denna fas bindes primern till de enkelstringade DNA-fragmenten utan att DNA
dubbelstrangen aterbildas. Temperaturen hojs till 72 °C under 60 sekunder. Vid denna
temperatur dr Taq DNA-polymeras som mest aktivt och det &r under detta steg som det
enkelstringade DNA-fragmentet kopieras. Enzymet ser till att byggstenarna kopplas ihop till
strangar som dr komplementéra till de enkelstringade DNA-fragmenten. Pa s& sétt blir DNA-
fragmenten aterigen dubbelstrdngade. Dessa tre steg aterupprepas 20 ganger och nér sa skett
har det erhéllits en stor mdngd DNA-fragment eftersom antalet 6kar exponentiellt (Winter et
al., 1998).

Av detta prov gors en spadning till vilken tva olika primrar tillsdtts. Det som Onskas &r
primerpar som ger lampligt antal band (inte for manga men inte heller for fa) och dér en
variation mellan de olika proverna kan ses. Aterigen gérs en PCR-kérning (PCR-2). Till
proverna sétts de tva primrarna vilka i detta steg har tre selektiva nukleotider samt ANTP och
Tag DNA-polymeras. Genom att nu anvinda sig av tre selektiva nukleotider kopplade till
primern gor att den passar till fairre DNA-fragment. Podngen med att primern passar till férre
fragment 4r att det &r bara dessa fragment som uppforokas under PCR korningen (Gibco
BRL®). For varje tilldgg av en selektiv nukleotid till primern, minskar antalet band ungefar
fyrfaldigt (Vos et al., 1995). Om man far fér manga olika fragment kan inte enskilda band
urskiljas pa den efterf6ljande polyakrylamidgelen. Ett antal av 50 till 100 band &4r Onskvért
och det dr vad som kan forvéntas enligt denna metod. Programmet for PCR-korningen skiljer
sig nagot fran den foregdende men processerna som sker 4r desamma.






Efter detta steg tillsdtts loading buffert till proven som aterigen sitts i PCR-maskinen dér de
viarms upp till 90°C under tre minuter for att DNA-fragmenten skall bli enkelstrdngade.
Proverna appliceras dérefter pa en polyakrylamidgel och far med hjilp av en palagd spanning
vandra ldngs gelen (Gibco BRL®). Loading bufferten innehaller tva firgpigment som vandrar
olika fort. Bromfenolblatt vandrar snabbast och 15 minuter efter att den har vandrat ut fran
gelen avslutas elektroforesen. Xylen cyanol har vid den tidpunkten natt drygt halvvigs.
Forutom att visa hur langt elektroforesen har natt, hjdlper den proverna att ligga sig i
brunnens botten. Principen for att olika band ska ses &r att ju stérre fragment desto kortare bit
pa gelen vandrar de, medan sma fragment vandrar snabbare och kommer att patriaffas ldngre
ifran provets appliceringsstille.
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Tabell 2. Sammanstillning av de i arbetet ingdende kollekternas odlingsplats, id-nummer,
insamlingsplats samt det artal fran vilket de vixt pa platsen och standort i de fall dir det
angivits. L = Lund, G = Go6teborg, A = Alnarp, N = Nirke, H = Halland, Sk = Skane, Sm =
Smaland, V = Vistergotland, N ./ = N. lobularis, N. p = N. pseudonarcissus, SO = sydost,

SV = sydvist, ? = oklara uppgifter.

Plats Nummer Landskap Ort Angivet artal _ Standort

L N.1 Belgien ->Smaéland Gamleby

G H 14 Halland Fagered vild i trddgard
G H 115 Halland Fagered beteshage

G H 129 Halland Grimeton

G H78 Halland Géllared

G H 177 Halland Harplinge

G H20 Halland Krogsered slutet av 1800

G H 121 Halland Kullavik?

G H 189 Halland Kungsbacka

G H 192 Halland Koinge 1900

G H75 Halland Oskarstrom 1930

G H 220 Halland Rolfstorp sandjord

G H 83 Halland Sloinge <1946

G H 208 Halland Steninge-Ugglarp 1920 dngsmark

G H 158 Halland Veddinge <1898

G H 69 Halland Veinge vild i tradgard
L N 223 Nérke Bo 1700-talet magert

A N.p Skane Alnarp stenparti

L Sk 191 Skane Ballingslov 1850-1900

L Sk 119 Skane Héssleholm 1920

L Sk 26 Skane Lonsholma 1907 ?

L Sk 39 Skane Vittsjo 1900-1965 sluttning, mo-mull
L Sm 121  Smaland Ballabo

L Sm 35 Smaland Hallaryd <1950 angsmark

L Sm 55 Smaland Halltorp <1860 vild vid a

L Sm 210  Smaéland Markaryd <1900 grismatta, mossa
L Sm 172  Smaéland Reftele SO.sluttning
L Sm 118  Smaéland S Unnaryd fuktigt/torrt
L Sm 52 Smaland Soderakra <1920

L Sm 51 Smaland Tenhult 1920 ?

G Sm 41 Smaland Torsas <1950

L Sm 126 ~ Smaland Almhult 1900

L Sm 187  Smaland Onnabo 1900 griasmark

G V103 Vistergttland Bjorketorp slutet av 1800

G V59 Vistergotland Boras

G V 147 Vistergotland Herrljunga 1950

G V 63 Vistergotland Horred

G V 225 Vistergotland Holsljunga

G V 226 Vistergotland Mjéback

G V102 Vistergotland Skene

G V119 Vistergotland Skene-Orby 1860 SV.sluttning
G V111 Vistergotland Ubbhult stenrds

G V178 Vistergotland Vedum 1930 matjord, sand
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Morfologisk faktainsamling

For att undersoka den morfologiska variationen anvéindes ett trettiotal deskriptorer (Tabell 3).
Kollekternas morfologiska variation undersoktes pa deras odlingsplatser i Lund respektive
Goteborg. De erhallna resultaten matades in i en textfil.

Tabell 3. De deskriptorer enligt UPOV’s (International Union for the Protection of New
Varieties of Plants) beskrivande sortlista for narcisser, som anvéndes for att morfologiskt

beskriva kollekterna.

Deskriptor enhet

Blomstjalk, langd cm

Antal blad pa blommande 16k antal

Blad, ldngd cm

Blad, bredd cm

Blad, fiarg 1. gulgrén, 2. blekgron, 3. gron, 4. blagron

Varblommande, tid

Blommans position i forhallande
till bladen

Blomskaftet (pedicel), lingd

Blommans position

Blomtyp

Kalkbladen (perianth) — lége i relation
till blomaxeln

Kalkbladen — storlek pa diametern
(nér segmenten halls i rét vinkel till
blomaxeln)

Kalkbladen, position av segmenten

Kalkbladen - skruvade eller ¢j

Kalkbladen, segmentens form

Kalkbladen olika utseende

Kalkbladen, segmentets firg i helt
utslagen blomma

Trumpetens langd

Trumpetens form

Paskliljor, trumpetens firg

Trumpetens typ vid brimen

Trumpetens lingd av veckningen
relaterad till kronan

Bildas frukt och frén

Luktar blomman

Standare och pistill

Brimens bredd

mits i vilken dag
1. under, 2. lika, 3. dver

cm
1.uppritt, 2. horisontell, 3. hingande
1. enkel, 2. dubbel

1. starkt bakatbojd, 2. bakat bojd,

3. rit vinkel, 4. framat, 5. starkt framat
cm

1. fri, 2. nuddar vid varandra, 3. 6verlappar

1. Ja, 2. Nej

1. néstan helt dggformade, 2. néstan dggformade
3. dggformade, 4. brett dggformade

5. mkt brett dggformade

1. Ja, 2. Nej

RHS-férgkarta

cm
1. platt, 2. cylindrisk, 3. klockformad, 4. urnformad,
5. konformad, 6. bigarformad, 7. skalformad,

8. kanten utb6jd (listad), 9. kanterna bakat lutande
RHS-férgkarta

1. hel, 2. uddkantig, 3. veckad, 4. dubbelveckad

1. mindre &n halva, 2. halva ldngden, 3. 6ver hela
langden

1. Ja, 2. Nej

1. inte, 2. lite, 3. mycket

1. lika langa, 2. pistillen ldngre, 3. ej utvecklade, 4.
standare i tva grupper, 5. standare ir lingre

cm
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Insamling av blad

Under varen 2001 samlades unga blad in ( ~1 dm langa). Bladen lades i plastror vilka direkt
placerades i frigolitlador med krossad is. Direkt efter ankomst till Alnarp placerades roren i
flytande kvive och sedan i -80°C. Efterhand frystorkades bladen under 3-4 dygn och déirefter

forvarades bladen i Eppendorfror i -20 °C i véntan pa analys.
DNA-extraktion

Den metod som anvindes for att isolera DNA fran narcissblad var enligt T. Kamatsuda och G.
L. Sun (personliga kommentarer). Det enda avsteg som gjordes enligt denna metod var att
frystorkade blad anvéndes istéllet for firska. For information om kemikalier, apparatur och
leverantorer samt beredning av stamldsningar se Bilaga 1.

Mellan 10 och 20 mg blad mosades med hjilp av en homogenisator (RE 16, Janke & Kunkel,
IKA® Labortechnik) tillsammans med 100 pl extraktionsbuffert (100 mM Tris-HCl med pH
8,0, 50 mM EDTA, 500 mM NaCl och 10 mM 2-merkaptoetanol) i Eppendorfror. Dérefter
tillsattes ytterligare 200 pl extraktionsbuffert samt 40 pl 10 % SDS (natriumdodecylsulfat),
varefter allt blandades med hjélp av en vortex mixer. Roéren inkuberades under 15 minuter i
ett 50-60 °C vattenbad. Varefter 100 ul 5SM kaliumacetat (pH 7,5) tillsattes och blandades.
Roren inkuberades ~30 minuter i isvatten. Direfter tillsattes 500 pl fenol/kloroform (den
undre fasen) och innehallet i roret blandades. Hérefter skedde allt arbete med sterila redskap.
Roren centrifugerades i fem minuter vid 12 000 rpm. Det 6versta skiktet fordes over till nya
Eppendorfror och 350 ul kall isopropanol tillsattes. Roren véndes forsiktigt upp och ner 15
ganger for att fdlla ut DNA. Direfter centrifugerades roren i 30 sekunder vid 12 000 rpm.
Vitskan hélldes bort och den lilla pelletten av DNA tvittades med 350 ul 70 % etanol. Roren
centrifugerades i 30 sekunder vid 12 000 rpm. Etanolen hilldes av och pelletten fick lufttorka.
Direfter tillsattes 100 pl av 1 pg/ml RNAse i TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0, och 1 mM EDTA
pH 8,0) och detta fick inkubera 30 minuter i 65 °C vattenbad. Varefter 12 ul 3M
natriumacetat (pH 5,2) tillsattes och detta blandades. Aterigen tillsattes 100 pl kall
isopropanol och roren vindes forsiktigt 15 ganger for att filla ut DNA. Roren centrifugerades
30 sekunder vid 12 000 rpm. Vitskan hélldes bort och pelletten tvittades med 100 pl 70 %
etanol, centrifugerades i 30 sekunder vid 12 000 rpm. Vitskan hélldes av och pelletten fick
aterigen lufttorka. Slutligen tillsattes 50 pul 1xTE (10 mM Tris-HCI pH 8,0 och 1 mM EDTA
pH 8,0). Roren inkuberades i 30 minuter i 50°C vattenbad om kvalitetskontroll av DNA med
hjilp av elektrofores skulle goras direkt. Om kvalitetskontrollen didremot skulle utféras dagen
dérpa forvarades roren i kylskap 6ver natten.

Kvalitetskontroll och bestimning av DNA-koncentration

Det DNA som isolerats kontrollerades med hjilp av elektrofores. Till 2 ul prov tillsattes 4 ul
sterilt H,O och 2 pl loading buffert (0,12 % bromfenol blatt, 30 % glycerol), varefter det
blandades. Detta applicerades pa en agarosgel (1,4 % agaros, 1XTEA (0,01 M Tris, 0,02 M
isdttika, 1 mM EDTA), ethidiumbromid 1 dr/50 ml buffert). Da denna agarosgel innehéll det
carcinogena dmnet ethidiumbromid, skedde arbetet med storsta forsiktighet. For att samtidigt
koncentrationsbestimma DNA-halten i proverna kordes dven standardiserade prover, A-DNA
med koncentrationerna 100, 150 respektive 200 ng/ml. Av A-DNA togs 1 ul prov vilket
blandades med 5 pl sterilt H,O och 2 ul loading buffert.
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Elektroforeskérlet (Mini-sub® cell GT, Biorad) inneholl 1XTEA buffert (0,01 M Tris, 0,02 M
isdttika, 1 mM EDTA) och gelen kordes i ~15 minuter vid 80 V. Gelen fotograferades med
hjélp av UV-ljus och med hjilp av fotot kunde de erhallna banden inspekteras. Prover vars
band var skarpa och inte for utdragna samt hade rdtt position pa gelen, passerade
kvalitetskontrollen. Genom att jimfora provernas bandstyrka med bandstyrkan hos A-DNA
kunde koncentrationen hos proverna visuellt uppskattas. De prover som klarade
kvalitetskontrollen férvarades i -20° C frys i véntan pa fortsatt analys.

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorfism)

De reagenser som anvidndes var AFLP Core Reagent Kit (Gibco BRL, Life Technologies).
Den metod som foljdes var enligt AFLP® Analysis System 1 AFLP Starter Primer Kit
instruktions manual (Gibco BRL, Life Technologies).

Som kontroll for att metoden fungerade, anvindes tomat-DNA som medfoljde reagenskitet.
Med hjilp av koncentrationsbestimningen av DNA togs en sidan mingd DNA-prov ut sé att
koncentrationen blev 250 ng. Dérefter tillsattes 5 ul 5x reaktionsbuffert samt 2 ul EcoR/Mse 1
till DNA-proverna i Eppendorfror. Destillerat vatten tillsattes till en slutvolym av 25 pl. Efter
forsiktig blandning centrifugerades réren en kort stund. Dérefter inkuberades roren vid 37°C
under tva timmar, foljt av 15 minuters inkubering vid 70°C. Roren placerades pa is och det
kondens som bildats centrifugerades ldtt ner. Till varje ror tillsattes 24 pl “adapter ligation
solution” och 1ul T4 DNA-ligas. Efter forsiktig blandning och kort centrifugering,
inkuberades roren under tva timmar i 20 °C. Varje ror spaddes 10 ganger (10 pl prov och 90
ul TE-buffert) vilket blandades vil. Infor den forsta PCR (Polymeras Chain Reaction)-
korningen togs 5 ul spatt DNA-prov vilket blandades med 40 pul Pre-amp-primer mix, 5 pl
10x PCR buffert, 3 pul 25 mM magnesiumklorid och 0,2 pl Taq DNA-polymeras (5 U/ul).
Direfter placerades proverna i PCR-maskinen (Gene Amp® PCR system 9700) och PCR-1
kordes (Tabell 4 och Figur 5).

Tabell 4. Program fér PCR-1 vad géller tid och temperatur.

Steg 1 94°C 30 sek
Steg 2 56°C 1 min
Steg 3 72°C 1 min
Steg 4 ga till steg 1, 20 ganger
Steg 5 4°C Stand by
94°
30 sek \ 72°
56° / .
‘ 1 min 40
1 min
o0
A B

Figur 5. Program f6r PCR-1 vad géller tid och temperatur. Stegen mellan A och B upprepas
20 ganger.
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Efter den forsta PCR-korningen spéddes de amplifierade proverna 1:50 med TE buffert (3ul
prov och 147ul TE buffert). Infor nista steg forvarades proverna i —20 °C.

Genom att kontrollkora olika kombinationer av primerpar pa narcissblad kunde de viljas ut

som gav Onskvért antal band och den storsta variationen. Till detta examensarbete utvaldes
sex stycken, se Tabell 5.

Tabell 5. Primerpar som anvéindes for AFLP analys

M CAC-E AGC M CAC-E AAG
M CAA -E ACC M CAG-E ACG
M CAC-E ACC M CAT-E ACC

Inf6r den andra PCR-korningen (PCR-2) spdddes EcoR I primern 1:1 med destillerat vatten.
For mix 1 anvindes 5 pl av denna l6sning samt 45 pl Mse I primer, denna méngd ricker for
10 prover. Till mix 2 blandades 67 ul destillerat vatten, 20 pl 10x reaktionsbuffert IV, 12 ul
MgCl, samt 1 pl Taq DNA polymeras (5 U/ul). Aven denna mingd riicker for 10 prover. Till
varje brunn i en mikrotiterplatta (MicroAmp® Optical) sattes 5 pl prov, 5 pl mix 1 och 10 ul
mix 2, varefter PCR-2 kordes (Tabell 6 och Figur 6).

Tabell 6. Program fér PCR-2 vad géller tid och temperatur.

Steg 1 94°C 30 sek
Steg 2 65°C 30 sek
Steg 3 72°C Imin
Steg 4 94°C 1 min
Steg 5 65°C 1 min
Steg 6 * - 0,7°C varje cykel Modifiera auto X, — 0,7°C
Steg 7 72°C 1,5 min
Steg 8 g till steg 4, 13 ganger

Steg 9 94°C 30 sek
Steg 10 56°C 30 sek
Steg 11 72°C 1 min
Steg 12 Ga till steg 9, 23 ganger

Steg 13 4°C Stand by
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brunn tillsattes 5 pul prov. En basparsstege, DNA Ladder 30-300 bp AFLP, (Invitrogen, Life
Technologies) kordes dven med for att fungera som referens vid avldsning av banden och av
den togs 4 ul. For att gora avldsningen av banden enklare sattes proverna fem och fem med en
tom brunn emellan. Elektroforesen koérdes vid 2 500 V, 80 mA och 80 W. Det tog cirka 1
timme och fyrtio minuter, den avslutades 15 minuter efter att det forsta fargbandet
(bromfenolblatt) vandrat ut ur gelen (Figur 7).

Fiérgning och framkallning av polyakrylamidgel

Den 6vre glasplattan togs bort och den undre plattan med gelen lades direkt i fixeringslosning
(10 % sttiksyra) under 40 minuter. Dérefter sk6ljdes plattan tre ganger med milliporvatten (4
+ 4 + 2 minuter). Plattan placerades sedan i silverfirglosning (0,5 %o formaldehyd, 1 g
AgNO3/l) under 45 minuter. Plattan skoljdes med milliporvatten i atta sekunder. Dérefter
lades plattan omedelbart i kall framkallningslosning (3 % NayCO3, 1 %o formaldehyd, 2 mg
NayS;03/1) tills banden framtritt och var klart synliga. Reaktionen stoppades genom att
plattan aterigen placerades i fixeringslosningen i fem minuter. Slutligen skoéljdes plattan i
avjoniserat vatten under tio minuter och direfter limnades den att lufttorka (Figur 8). Alla
16sningar var rumstempererade forutom framkallningslosningen som var kylskapskall. Nar
gelplattan 1ag i de olika l6sningarna var traget placerat pa en skakmaskin sa att 16sningarna
var under stdndig omrorning. Dérigenom forsvann den film av féregdende 16sning som var
kvar snabbare fran gelplattan.
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Figur 8. Exempel pa en polyakrylamidgel med narcissprover korda med hjilp av
AFLP-teknologi. I ytterkanterna ses basparsstegen och den anvénda primer-
kombinationen dr M-CAC, E-AGC.
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Avlésning av gelplattor

Avldsningen av banden pa gelplattorna skedde manuellt. Eftersom det 4r en subjektiv
bedémning om det finns eller saknas band var det en och samma person som liste av samtliga
gelplattor. Fyra av gelplattorna avléstes direkt ifran plattorna medan de 6vriga tva avléstes
fran utskrifter efter att dessa plattor scannats in i dator. Detta gjordes pa grund av att
tillrackligt manga glasplattor ej fanns. Svarigheten &r att vara konsekvent da banden kan vara
allt fran mycket distinkta och skarpa till suddiga och svaga. Band hos de olika kollekterna
som vandrat lika langt pa gelen bedémdes som likvérdiga. Fanns band hos en kollekt
tilldelades den vérdet 1 och saknades band tilldelades den vérdet 0. Endast band som var klart
synliga hos alla kollekter bedomdes och medverkade till resultaten. De erhallna resultaten
matades in i en textfil.

Analys av data

For att berdkna den genetiska variationen anviandes Shannons formel (Hutchenson, 1970).
Kollektens genetiska variation beréknades enligt, Hy = -X m; In =;, dédr =; &r frekvensen av
fenotypen ’i’. Den genomsnittliga variationen hos 'n’ olika populationer berdknades enligt
Hyop = '/n £ Hy. Variationen hos den fenotypiska frekvensen "’ da alla populationer beaktas
tillsammans berdknades enligt Hy,= -X 7 In 7.

De erhallna resultaten analyserades med hjilp av programmet SIMQUAL i NTSYS-pc,
version 2.1 (Rohlf, 2000). Likheten mellan kollekterna berdknades med Jaccard’s koefficient
(J) enligt J = a/(n-d) dér ’a’ &r antalet positiva traffar (bada kollekterna har band), ’d’ ar
antalet negativa triffar (bada kollekterna saknar band) och ’n’ 4r det totala bandantalet d.v.s.
bade antalet trdffar och icke tréffar. Av dessa resultat skapades ett dendrogram for att
askadliggora de genetiska sldktskapen mellan kollekterna. UPGMA (unweighted pair-group
method) som anvidnder aritmetiska medelvidrden, var den metod som anvindes for att
gruppera kollekterna i dendrogrammet.

Aven data fran den morfologiska undersdkningen analyserades med hjilp av programmet
SIMQUAL i NTSYS-pc, version 2.1. Likheten mellan kollekterna berdknades med simple
matching coefficient (SM) enligt SM = m/n, ddr *'m’ &r antalet tréffar och ’n’ dr det totala
bandantalet d.v.s. bade antalet triffar och icke tréffar. Av dessa resultat skapades ett
dendrogram for att skadliggora de morfologiska sliktskapen mellan kollekterna. Aven hér
anviandes UPGMA (se ovan).

20






RESULTAT

Varje primerpar gav i medeltal 34,7 avldsbara band (min 21, max 47), se Tabell 7. Totalt
avlistes 208 band. Varje primerkombination gav upphov till ett mycket stort antal band, av
vilka manga inte kunde avlésas, da de pa vissa omraden pa gelen var mycket otydliga.

Tabell 7. Totalt antal avldsta band, andelen polymorfa band samt beréknat virde for
H,,, for respektive primerpar.

Nr. Primerpar Totalt antal band % polymorfaband  H,q,

1 M-CACE-AGC 34 82,4 0,103

2 M-CAAE-ACC 47 76,6 0,083

3 M-CACE-ACC 41 75,6 0,120

4 M-CACE-AAG 39 41,0 0,049

5 M-CAGE-ACG 26 65,4 0,091

6 M-CAT E-ACC 21 76,2 0,046
Medelvirde 34,7 69,5 0,082

I Tabell 7 kan dven ses att primerpar 1, 2, 3 och 6 gav den storsta andelen polymorfa band.
Andelen polymorfa band varierade mellan 41,0 och 82,4 %. Primerpar 1 och 3 visade pa den
storsta genetiska variationen hos de i undersékningen ingdende kollekterna. H,,,-virdet var
som lédgst 0,046 och som hogst 0,120.

Tabell 8. H,,,, och H,, for de olika kollekterna samt medelvérde for H,,, och Hj,

Kollekt  H,,, H,, Kollekt H,,, H,, Kollekt H,op H,

H14 0,130 0,145 V147 0,104 0,117 Sm 121 0,120 0,129
H20 0,130 0,145 H 158 0,088 0,104 Sm 126 0,173 0,187
V359 0,082 0,09 H177 0,082 0,091 Sm172 0,160 0,157
vVeé63 0,134 0,149 V178 0,149 0,169 Sm 187 0,124 0,141
H69 0,085 0,1000 H189 0,129 0,141 Sk 191 0,141 0,161
H75 0,147 0,153 H192 0,139 0,153] Sm210 0,137 0,153
H78 0,117 0,129 H208 0,182 0,195 N223 0,072 0,083
H8 0,128 0,141 H220 0,075 0,087 N. 1 0,173 0,180
vi102 0,126 0,137 V225 0,134 0,145 N.p 0,196 0,216
V103 0,143 0,157| V226 0,134 0,145| SmS5l1 0,217 0,226
vi1it 0,152 0,169 Sk26 0,114 0,133] SmS52 0,279 0,278
H115 0,113 0,137 Sm35 0,110 0,125/ Sm55 0,114 0,176
v119 0,140 0,149 Sk39 0,128 0,133 Sm4l 0,092 0,109
H121 0,085 0,100/ Sm118 0,138 0,149
H129 0,107 0,121} Sk119 0,125 0,141] Medelv. 0,131 0,146

I tabell 8 kan ses att medelvérdet for H, dr 0,146 (spidnnvidd mellan 0,083 och 0,278). Detta
véirde anvinds i huvudsak for att kunna jimfora den genetiska variationen med andra arter. De
kollekter som avviker mest fran varandra (har hogst H,,,-virden) dr Sm 51, 52, 208, 126 samt

de rena arterna N. lobularis och N. pseudonarcissus. Medelvirdet for H,,, dr 0.131 (lagst
0,072 och som hogst 0,279).
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Landskapsflororna

I de dldre landskapsflororna verkar det som om de forvildade kulturvixterna inte finns
upptagna. [ Vistergotlands flora ndmns inte N. pseudonarcissus 6verhuvudtaget (Hasselrot,
1967). Inte heller i Smalands flora fran 1864 ndmns den (Scheutz, 1977). I Hallands flora
(Georgson et al., 1997) kan man dédremot ldsa att N. pseudonarcissus finns 1 anslutning till
gardar och byar, inte minst i det inre av landskapet dér atskilliga torp och gardar star 6de, dir
den har blivit forvildad. Sirskilt i skogsbygden finns en lagvuxen, tidigblommande och
frosthiardigare sort som #r odlad sedan ldnge. Vid den angivna inventeringen delades
landskapet in i rutor och i 43 % av dessa fanns paskliljan. Virdet kan vara hégre eftersom den
inte alltid antecknades under inventeringen. Enligt den inventering som gjorts inom projektet
Skanes flora véxte paskliljor i cirka 79% av de rutor som landskapet indelats i. De véxte i allt
fran torr griashed till fuktig 16vskog (Olsson, K-A., personlig kommentar).

Information som atfoljde kollekterna

Tyvarr atfoljdes inte alla insdnda kollekter av uppgifter vad géller standort och hur ldange de
varit i odling pa insamlingsplatsen. Det som dndéa verkar vara ett genomgaende drag ir att
narcisserna dr konkurrenskraftiga, da de ofta véxer i d&ngsmarker och betesmarker samt att de
verkar trivas pa de flesta jordar (Tabell 2). Vad géller hur linge de olika kollekterna har odlats
pa insamlingsplatsen sa édr de angivna artalen ganska osdkra. Manga har angivit att narcisserna
ar gamla, att de alltid har funnits dir, men den exakta tidpunkten, gar inte att fa fram. Den
dldsta kidnda kollekten i unders6kningen dr kollekt N 223 som 4r insamlad i Bo i Nérke. Den
lar ha kommit med familjen Hamilton fran sodra Skottland nagon géng i borjan av 1700-talet
(Wallenquist, 2000) (Tabell 2).

Genetiska dendrogrammet

Generellt visar det genetiska dendrogrammet att de undersokta kollekterna dr genetiskt
mycket lika (Figur 9). Medelvérdet for distanskoefficienten var 0,895, den varierade mellan
0,62 och 0,99. Kollekterna kan delas i sju grupper. Till grupp I hor 36 av de 43 kollekterna,
dessa har en distanskoefficient som ligger mellan 0,87 och 0,99. I denna grupp aterfinns de
genetiskt mest lika kollekterna N 223, H220 och H177. Distanskoefficienten for N 223 och H
220 ir 0,99. Aven kollekterna H 158 och V 147 samt H 121 och V59 visade sig vara genetiskt
mycket lika varandra.

De resterande sju kollekternas distanskoefficienter ligger mellan 0,62 och 0,86. Endast en
kollekt aterfinns i var och en av grupperna II-V samt VII (Sm 55, H 208, Sm 126, 51
respektive 52). Till grupp VI hor de rena arterna N. pseudonarcissus och N. lobularis, deras
distanskoefficient dr 0,78. Fyra av de fem kollekter som avviker fran de Gvriga och bildar
egna grupper, kommer fran Smaland. Insamlingsplatserna f6r Sm 52 och 55 ligger
forhallandevis ndra varandra, i den sydostra delen av Smaland. De 6vriga tre kollekterna
ligger mer geografiskt separerade fran varandra. Dessa fem kollekter har enligt uppgifter
odlats sedan 1920-talet eller tidigare. Redan fore ar 1861 lir Sm 55 ha vuxit pa sin
insamlingsplats.

Den kollekt som avvek allra mest var Sm 52 och den éaterfinns i grupp VII. Dess
distanskoefficient dr 0,62. Den blommade forst ar 2002 och visade sig vara en hybrid mellan
pask- och pingstlilja. I grupp V finns Sm 51, dven den blommade f6rst ar 2002 med en gul
helt enfdrgad blomma. Sm 126 tillhér grupp IV, H 208 tillhor grupp I samt i grupp 11
aterfinns H 55.
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Figur 9. Genetiskt dendrogram for de i arbetet ingadende kollekterna. Siffrorna I-VII anger
huvudgrupper som aterfinns i resultat- och diskussionsdelen.
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Morfologiska dendrogrammet

I det morfologiska dendrogrammet (Figur 10) ses tydliga grupperingar mellan kollekterna.
Medelvirdet for distanskoefficienten var 0,590 och den varierade mellan 0,40 och 0,79. Det
finns sex huvudgrupper varav tre med tillhorande undergrupper. Endast i huvudgrupp IV sags
en geografisk gruppering efter landskap (Sm 35 och 210). Gemensamma morfologiska
karaktédrer hos alla kollekter 4r att de har en pistill som dr lingre &n de lika langa standarna
och att deras blommor &r enkla. Blommornas brdm ar dubbelveckade och dess bredd ir
kortare &n halva langden pa bikronan.

Grupp I bestar av fyra undergrupper, som har det gemensamt att de saknar doft samt att firgen
pa deras kalkblad &r lika. Grupp Ia karaktiriseras av att kalkbladen har olika utseende, de
nuddar vid varandra och de &r riktade framat. Kollekterna i Grupp Ib har gulgron bladféirg och
kalkblad som ir riktade framat. Det finns en tendens till en geografisk gruppering i den norra
delen av Halland. Grupp Ic har gulgron bladfiarg, en horisontellt placerad blomma och
kalkblad som inte dr skruvade, vilka ér placerade i rit vinkel mot bikronan. Aven hir ses en
tendens till att kollekterna grupperar sig i den mellersta delen av Halland. I grupp Id aterfinns
endast en kollekt (Sm 172).

Grupp II bestar av tva kollekter (V226 och Sm 126). Gemensamma morfologiska karaktérer
dr: antalet blad, gulgron bladfirg, blomstjdlkens ldngd, en doftlés horisontellt placerad
blomma pa samma hojd som bladen samt skruvade kalkblad vilka &r riktade framat och alla
med lika utseende.

Kollekterna i grupp III har kalkblad som ser likadana ut samt doftlosa blommor. Illa
karaktédriseras av gulgron bladfirg, gemensam blomningstid, kalkblad med lika utseende och
farg samt en bikrona vars kant &r utbojd. Hér aterfinns H 20 och 208 som dr de mest
morfologiskt lika kollekterna (distanskoefficient 0,79). Tendens finns bland dessa kollekter att
de grupperar sig i den mellersta delen av Halland och vid Smélands grins mot Halland. 1
undergruppen IIIb ingar tva kollekter. Likheterna &r antalet blad, att den héingande,
klockformade blomman &r placerad under bladen och att de har likstora, framatriktade, ej
skruvade och néstan helt dggformade kalkblad vilka nuddar vid varandra. Dessutom &r deras
bikronor lika ldnga. Aven i Illc ingr tvd kollekter. De har likartad blomningstid, en
horisontellt placerad blomma i samma h6jd som bladen, framatriktade, ej skruvade kalkblad
som nuddar vid varandra, vilka har lika utseende och firg och en bikrona vars kant &r utbdjd
och av likadan férg. Till grupp II1d hor tre kollekter: dessa har lika blomningstid, ej skruvade
likformiga kalkblad som &r néstan dggformade med likadan firg och en bikrona som é&r
klockformad och dér dven fidrgen ér lika.

Till grupp IV hor tva kollekter, bada fran Smaland (Sm 35 och 210). Gemensamma karaktérer
ar blagron bladfirg, horisontellt placerad blomma som sitter pa samma hgjd som bladen, ej
skruvade néstan dggformade kalkblad vilka &r framatriktade, men med olika utseende, vilka
overlappar varandra. Aven firgen pa den klockformade bikronan ir lika.

Till grupp V hor fyra kollekter och gemensamt for dessa dr att blomman sitter ovanfoér bladen
och de ej skruvade kalkbladen dr riktade framat. Dessa kollekter grupperar sig tva och tva i
undergrupper. Grupp Va dir H 115 och Sm 187 ingér har lika blomningstid, en héngande
blomma vars brdm ir lika breda, kalkblad som &verlappar varandra och lika manga blad. Till
Vb hor Sm 41 och 51 och de karaktirer de har gemensamt 4r antalet blad, blomskaftets 1dangd,
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fargen pa den klockformade bikronan och att kalkbladen, vilka &r néstan dggformade, har
samma form och att de nuddar varandra.

Till den sista gruppen VI hor N. lobularis och Sm 52 (N. x incomparabilis). Dessa tva
kollekter har lika ménga blad, en horisontell blomma som &dr placerad ovanfor bladen och
bikronor som #r lika langa och vars brdm &r lika breda. Deras kalkblad har olika utseende.

Sm 52 visade sig vid blomningen vara en N. x incomparabilis, en korsning mellan pask- och
pingstlilja. Sm 52 avviker fran de Gvriga genom att ha betydligt langre blad och blomstjilk. I
motsats till de andra kollekterna har den dggformade kalkblad som &r fria fran varandra.
Bikronan &r forhallande vis kort. Sm 51 visade sig ha en helgul blomma och inte som de
Ovriga ha kalkblad som ir ljusare &n bikronan. Dessa bada kollekter var de enda som hade
svagt doftande blommor.
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Jamforelse mellan det genetiska och det morfologiska dendrogrammet

Det morfologiska dendrogrammet visade pa en klarare gruppering av kollekterna &n det
genetiska dendrogrammet. Korrelationen mellan dendrogrammen var generellt dalig. Av de
43 kollekterna dr det endast tre som grupperar sig tillsammans bade genetiskt och
morfologiskt (N 223, H 220 och H177) (Figur 9 och 10). Vad giller den genetiskt mycket
avvikande Sm 52 sa avviker den dven morfologiskt fran de Gvriga men den grupperar sig
morfologiskt tillsammans med N. lobularis. Distanskoefficienten for dessa tva kollekter &r
0,43.

For de fem kollekter som genetiskt avvek fran de Ovriga, grupperar sig fyra av dem
morfologiskt bland de 6vriga kollekterna som var genetiskt mycket lika. Detta géller dven for
N. pseudonarcissus. H 208 som avviker genetiskt fran de 6vriga visar sig morfologiskt vara
mycket lik H 20 med en distanskoefficient pa 0,79.
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DISKUSSION
AFLP-metoden

Andelen polymorfa band som de olika primerparkombinationerna gav upphov till (Tabell 7)
var lagt i primerpar 4 (41%). Detta visar pa vikten av val av vilka primrar som skall anvéndas.
Malet &r att finna de genetiska skillnaderna sa att icke identiska individer skall kunna skiljas
at. Primerpar 4 och 6 som visade sig ha ett lagt H,,,-varde (0,049 resp. 0,046) var av mindre
viarde for denna undersokning da de inte visar pa nagon storre variation i det undersokta
materialet. De 6vriga primerparen hade ett hogre H,,,-virde, vilket dr 6nskvért, dd det dr den
befintliga variationen mellan kollekterna som é&r av intresse.

Da antalet band som varje primerparkombination gav upphov till var mycket stort, skulle en
mojlighet for att fa férre band vara, att en av primrarna i primerparet skulle ha fyra selektiva
nukleotider istéllet for tre. Resultatet skulle da bli firre band eftersom primern da maste
baspara med fyra nukleotider istdllet for tre. Men resultatet kan bli fler band eftersom
selektiviteten kan g& forlorad pa grund av fler fel ndr primern skall baspara till DNA-
fragmenten (Vos et al., 1995). Ett annat sitt att fa farre band &r att anvianda primrar med ett
storre innehall av kvdvebaserna G och C (Gibco BRL). Anledningen till detta ar att de flesta
eukaryota genom dr A och T rika (Vos, 1995), d.v.s. genomet innehaller en mindre méngd G
och C. Ett minskat antal band skulle ha den fordelen att avlasningen skulle underléttas. Det ar
viktigt att undersdka vilka primerparkombinationer som skall anvindas i analysarbetet.
Problemet dr emellertid att antalet mojliga kombinationer d&r mycket stort, vilket leder till
hoga kostnader da det dels ar tidskrdavande och dels att kostnaden for varje primer dr hog.

Den basparsstege (DNA Ladder 30-300 bp AFLP) som var tdnkt att anvdndas som
referensband vid avldsningen av plattorna, var inte till sa stor hjélp, eftersom de band den gav
upphov till huvudsakligen inte 1ag i det omrade pa gelen dér narcissernas band gick att avldsa
(Figur 8). Darfor borde olika typer av basparsstegar provas ut for att fa band pa mer ldmpliga
omraden. Just i detta fall var det inte nagot stort problem eftersom banden vandrade mycket
rakt sa de var litta att f6lja mellan de olika kollekterna. Dessutom kordes alla kollekterna pa
samma gelplatta. Om, didremot, flera plattor skulle behdva koras for att tdcka in alla
kollekterna skulle det krdvas en fungerande basparsstege for att kunna identifiera identiska
band pa de olika gelplattorna.

AFLP-metoden for med sig risken for flera felkdllor. Ett problem som kan intrdffa &r att
restriktionsenzymerna har klippt DNA-t pa ett ofullstidndigt sétt. Da bildas det fragment som
visserligen ses som skillnader i bandmonstret men som inte aterspeglar dkta DNA-
polymorfism. Det enda sittet att uppticka detta &r att jimfora olika DNA-prov fran samma
kollekt (Vos, 1995). I detta arbete analyserades endast ett prov fran varje kollekt, ddrfér kan
det inte uteslutas att detta har paverkat de erhallna resultaten. Flera DNA-prover fran samma
kollekt borde dérfor ha analyserats for att jamforas vid samma tillfille, for att konstatera
metodens tillforlitlighet.

Da det laborativa arbetet innehaller méanga steg finns alltid risken att prover sammanblandas.
Ett annat moment dér fel kan uppkomma &r vid avldsningen, dels da det skall avgoras om ett
band finns eller saknas men dven det stora antalet band, av vilka en del 1ag mycket tétt, ger en
risk for att band pa olika nivaer bedoms ligga pa samma niva. Risken for det senare skulle
mgjligen kunna minska om antalet band minskades.
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Det storsta problemet som noterades under arbetets gang var fiargningen av plattorna. De blev
starkt gulfidrgade och banden blev mycket svaga, sa svaga att de inte kunde ldsas av. Olika
modifieringar av firgningsmetoden provades dérfér. En trolig orsak var att gammal
kylforvarad formaldehyd anvindes, eftersom kvaliteten pa banden forbéttrades nér férsk
formaldehyd som forvarades i rumstemperatur anvidndes. Mot bakgrund av dessa
observationer borde andra fargningsmetoder samt firdiga silverfargningskit provas, for att fa
en sa bra kvalitet pa firgningen av banden som mdjligt. Detta skulle forutom att forenkla
avldsningen dven gora resultaten sikrare. Ett annat problem som uppmérksammades var att de
sma DNA-fragmenten (de fragment som vandrat lingst) inte gick att ldsa av da de blev
mycket otydliga. Hir skulle det vara intressant att se hur det skulle se ut om elektroforesen
kordes kortare tid d4n den rekommenderade.

Sammanfattningsvis kan konstateras att om AFLP skall anvindas i framtiden pa exempelvis
narcisser borde flera prov av samma kollekt analyseras for att underséka om nagra skillnader
kan ses samt om restriktionsenzymerna brutit ned DNA ordentligt. Dessutom bor fler
kollekter fran samma population analyseras for att kunna bestimma hur stor
inompopulationsvariationen dr. Det vore dven intressant att kora samma prover med bade
RAPD och AFLP for att jamfora resultaten samt att jamféra RAPD med den morfologiska
variationen. Da fdargningen av gelplattorna var ett problem borde firgningsmetodiken om
mojligt forbattras for att fa tydliga band 6ver hela gelplattan.

Genetiska dendrogrammet

Det erhédllna medelvérdet for Hg, (0,146) (Tabell 8), kan anvindas for att bedéma den
genetiska variationen med andra arter. Fram till idag har ingen gjort AFLP-analys pa
narcisser, varfor inget referensmaterial finns att jimfora med. Néar det géller den genetiska
variationen verkar de flesta kollekterna vara mycket lika. Hur lika de i verkligheten &r borde
undersokas genom att utoka forsoken enligt diskussionen ovan. Kollekt Sm 52 som avvek
mest fran de Gvriga, och som visade sig vara N. x incomparabilis, 4r intressant eftersom det
visar att AFLP-metoden klarade att skilja ut den frin N. pseudonarcissus. Aven de rena
arterna N. pseudonarcissus och N. lobularis som var med som jamforelse skildes genetiskt ut
fran de 6vriga kollekterna.

Morfologiska dendrogrammet

En forklaring till att ingen geografisk gruppering efter landskap kunde beldggas kan vara att
folk delar med sig av sina lokar till sldkt och vinner eller att man tar med sig nagra 16kar nir
man flyttar. Vad géller N. lobularis morfologiska gruppering tillsammans med Sm 52 (N. x
incomparabilis) kan detta resultat vara tveksamt eftersom N. lobularis plantan var liten och
didrmed mgjligtvis inte representativ for sin art. Dock var distanskoefficienten endast 0,43
vilket visar pa att de inte dr sirskilt lika varandra.

Om det dr den genetiska variationens paverkan pa morfologin som skall undersokas ir det
viktigt att alla kollekterna vixer under samma forhéallanden. Under dessa premisser kan det
morfologiska dendrogrammets resultat ha paverkats av att en del av de ingaende kollekterna
vaxer i bankgard i G6teborg och att andra vixer pa friland i Lund samt att de &r insamlade pa
olika platser dér standortsforhallandena &r olika. Det dr ként att firgen pa en kultivar kan
variera beroende pa klimat, vider och véxtforhallanden (www.rhs.org, 011217). Det &r vidare
ként att plantans storlek/langd &dr kopplad till tillvaxttid. Ju ldngre rotningstid de fatt desto
battre vixer l6karna. De stjdlklangder som sags vid den forsta blomningen aret efter de var
planterade kan dirfor bero pa nér de blev planterade. Ju senare de har planterats desto st6rre
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ar risken att stjdlklingd och blommans storlek minskar (Jefferson-Brown, 1991). Skall
ddremot undersokningen visa pa den morfologiska variationen som ett resultat av deras
anpassning till véxtplatsen borde den morfologiska bedomningen ha gjorts pa
insamlingsplatsen.

Jamforelse mellan det genetiska och det morfologiska dendrogrammet

De mest genetiskt lika kollekterna N 223, H 220 och H 177 visar dven pa morfologisk likhet.
De tillhér alla samma huvudgrupp (I) men olika undergrupper i det morfologiska
dendrogrammet. Sm 52, som visade sig vara N. x incomparabilis, d&r den som genetiskt
avviker mest. Den avviker &ven mest morfologiskt d&ven om den grupperar sig med N.
lobularis. Denna morfologiska gruppering dr moéjligtvis inte helt tillforlitlig eftersom N.
lobularis visade sig vara en mycket liten planta, och méjligtvis inte representativ for sin art.
Da den morfologiska likheten inte dr sérskilt stor (distanskoefficient 0,43) sa 6verensstimmer
det genetiska och det morfologiska dendrogrammens resultat, eftersom kollekterna skiljs ut
fran de Ovriga kollekterna. For de ovriga kollekterna verkar det inte finnas nagon sdker
korrelation mellan den genetiska och den morfologiska likheten. For att skilja de sma, enkla
paskliljorna at, gors det bidst med de morfologiska karaktirerna, eftersom det morfologiska
dendrogrammet visade pa storre skillnader mellan kollekterna @n vad det genetiska
dendrogrammet gjorde.

Bevarande av narcisslokar

Nir en art skall bevaras vore det optimala att bevara alla individer. Tyvérr dr det ohallbart da
det kriver stora utrymmen samt dr forenat med hoga kostnader. Det som dr acceptabelt och
genomforbart 4r att bevara ett fatal individer som tillsammans genetiskt bidr pa sa stor
variation som finns inom arten, som mojligt. Néar det géller ett bevarande av dessa sma enkla
paskliljor bor de kollekter som visar pa stor avvikelse fran de Ovriga bevaras samt nagon
kollekt fran grupp I. De som da kommer i fraga 4r Sm 51, 126, 55 och H 208, samt nagon i
den stora gruppen (I) exempelvis Sm 172, vilken var den mest genetiskt variabla kollekten
(Hpop-vérde 0,160) inom den gruppen. En stor del av den genetiska variationen bevaras
ddrmed hos dessa fa kollekter. For att bestimma hur manga 16kar per kollekt som bor sparas,
maste variationen inom de olika kollekterna undersékas, nagot som inte har gjorts i detta
arbete. Valet av vilka individer i en population som skall véljas ut for bestimning av
inomvariationen dr viktigt. Om individer som véxer nira varandra véljs ut dr chansen stor att
de dr dotterlokar, det vill sdga vegetativt forékade och fran samma klon, och dirmed genetiskt
lika. Insamlas ddremot individer i en population som vixer langt ifran varandra &r chansen
storre att de dr froforokade och darmed genetiskt olika. Ar variationen inom kollekterna liten
behover bara ett fatal 16kar bevaras men dr variationen stor maste ett storre antal l6kar
bevaras. For att bevarandeprojektet skall bli framgéangsrikt borde fler individer fran de i
undersokningen ingaende kollekterna analyseras och variationen inom arten berdknas. Detta
for att verkligen bevara en sa stor genetisk variation som mojligt for framtiden.
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BILAGA 1

Stamlosningar for DNA-extraktion

1 M Tris-HCI pH 8.0
121,1 g Tris-ultrapur C;H;;NO; 121,1 g/mol 16ses och spéddes till 1 1 med milliporfiltrerat H,O. pH justeras.

0.5 M EDTA (pH 8.0)

186,1 g Dinatrium etylendiomintetraacetat x 2 H,O
~800 ml H,O

~20 g NaOH

pH stilles till 8,0 och spédes till 1000 ml.

5 M NaCl for 1 liter 16sning
292,2 g NaCl

800 ml H,O

10% SDS f6r 1 liter 16sning

100 g SDS (natriumdodecylsulfat) C;,H,50,SNa

900 ml H,O

Virm till 68°C och stéll pH till 7,2. Behover ej steriliseras.

5 M Kaliumacetat pH 7.5
490,75 g Kaliumacetat, CH;COOK, spéddes med H,O till en liter 16sning. Stdll pH med 100% éttiksyra.

3 M Natriumacetat, steril, pH 5.2
408,24 g Natriumacetat, C,H;NaO, * 3 H,0, spddes med H,O till en liter l6sning. Still pH med 100% éttiksyra.
Autoklavera 16sningen.

RNAse

Stamldsning 10 mg/ml: 10 mg RNAse 16ses i 1 ml milliporvatten. Koka i 10 min och lat svalna sakta. Fordela i
sma ror och frys —20 °C.

Brukslosning 1 pg/ml: Spad 1 pl av stamlosningen med 10 ml 1xTE ! Fordela i r6r och frys —20 °C.

50 x TEA 1000 ml

242 g Tris ultrapur, C,H;;NO;, 121,1 g/mol

57,1 ml 100% isattika, C,H,0,

100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0

Spéad med H,O till 1000 ml.

(1x TEA = 10 ml 50 x TEA spédes till 500 ml med H,0)

Loading buffert (0,12% bromfenolblatt, 30% glycerol)
3,45 ml 87% glycerol, C;HgO;

0,012 g bromfenolblatt

Spéd till 10 ml med H,O

500 ml agarosgel

7 g agaros

500 ml 1x TEA

Koka i mikrovagsugn tills agarosen &r fullstindigt 16st. (~4 min, full effekt, locket 16st)
Lat svalna till 65°C.

Tillsitt 10 droppar Ethidiumbromid . CANCEROGENT, ANVAND DRAGSKAP!
Losningen kan forvaras i virmeskéap.
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Stamldsningar for AFLP

10 ml Loading buffert

9.8 ml formamid (avjonat)

200 pl 0.5 M EDTA pH 8.0

5 mg bromfenolblatt

5 mg Xylen cyanol

Till formamiden tillsdtts EDTA, dérefter tillsédtts bromfenolblatt och Xylen cyanol.
Blanda, fordela i Eppendorfror, forvara —20 °C.

10 x TBE

121.1 g Tris Ultrapur, C4H;;NO;

61.8 g Borsyra, H;BO;

9.3 g EDTA, C10H14N203N3.2 *2 Hzo

spédes till 1 1 med milliporfiltrerat vatten. Autoklaveras.

10% APS 16sning
5g Ammoniumpersulfat 16ses i 50 ml milliporfiltrerat vatten.

Bind-silane brukslésning

50 ml 95% etanol

1.5 ml 100% éttiksyra

120 pl Bind-silane

Denna 16sning &r héllbar 1-2 méanader.

60 ml 5 % Gelstock

21,6 g Urea, CH4N,O

6 ml 10x TBE

7,8 ml 40% akrylamid/BIS 16sning 19:1

Loses och spides med milliporfiltrerat vatten till 60 ml.

TEMED
N N N’, N’- tetrametyletylendiamin, CsH;sN,

DNA Ladder 30-300 bp AFLP

5 ul DNA ladder

5 pl TE-buffert

25 pl AFLP loading buffert

Blanda och inkubera 5 minuter i 70 °C.

10 mg/ml Natriumtiosulfat
10 mg Na,S,0; 16ses i 1 ml milliporfiltrerat vatten.

2 1 Fixeringslosning
250 ml 80% attiksyra spédes till 2 1 med milliporfiltrerat vatten.

1.5 1 Silverfarglosning

1,5 g AgNO;

loses och spides till 1,5 1 med milliporfiltrerat vatten

2,25 ml 37% formaldehyd, CH,O, tillséttes omedelbart fore anvéndning.

1,5 1 Framkallningslgsning
45 g Natriumkarbonat, Na,CO;

loses och spédes till 1,5 1 med milliporfiltrerat vatten
Forvaras i kylskap tills den ska anvidndas. Omedelbart innan anvéndning tillsdttes 2,25 ml 37% formaldehyd och
300 pul 10mg/ml Na,S,0s.
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Kemikalier/reagens

Tris Ultrapur, C4H;;NO;

EDTA 5 C10H14N203N82 *2 Hzo
Natriumhydroxid, NaOH
Natriumklorid, NaCl
2-Merkaptoetanol, C,HsOS

SDS (Natriumdodecylsulfat), C;,H,50,SNa
Kaliumacetat, CH;COOK

Fenol, C(HsOH

Kloroform, CHCl;

Isopropanol, C;HgO

Etanol 95%, C2H5OH

RNAse, Ribonukleas A
Natriumacetat, CH;COONa * 3 H,O
Agaros

Ethidiumbromid, C,;H,,N;Br
Bromfenolblatt

Glycerol, 87%, CsHgO;

Lambda DNA

Taq DNA-polymeras

AFLP Core Reagent Kit

AFLP ™ Primer, EcoR och Mse
Formamid 98% (avjonat), CH;NO
DNA Ladder 30-300 bp AFLP
Repel-Silane ES

Bind-silane

Urea, CH4;N,O

40% akrylamid/BIS 16sning 19:1
N1 N; N°, N’- tetrametyletylendiamin, C¢H;6N,
Ammoniumpersulfat, (NH,),S,0g
Borsyra, H;BO;

Isittika, 100%, C,H,O,
Silvernitrat, AgNO;

Xylen cyanol

Natriumkarbonat, Na,COj;
Formaldehyd 37%, CH,O
Natriumtiosulfat, Na,S,0; * 5 H,O

Maskinell utrustning

RE 16 (roterande homogenisator)

Mini-sub® cell GT ( elektroforeskirl for agarosgel)
EC 150 (spanningskalla)

Gene Amp® PCR System 9700

MicroAmp® Optical 96 Well Reaction Plate
Adjustable nucleic acid sequencing kit SG-600-33

(elektroforeskarl for polyakrylamidgel)
EC 650 (spanningskalla)

foretag

Duchefa

Saveen

Duchefa

Duchefa

Sigma

Sigma

Merck

Labkemi

Sigma

AppliChem

Solveco Chemicals AB
Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Fluka

Merck

Promega, USA

Merck

Gibco BRL, Life Technologies
Gibco BRL, Life Technologies
Sigma

Invitrogen, Life Technologies
Pharmacia Biotech
LKB-Produkter AB
Saveen

BIO-RAD

Sigma

Sigma

Riedel-de Haén

Merck

Sigma
Chroma-Gesellschaft
Sigma

Sigma

Merck

leverantor

Janke & Kunkel
IKA® Labortechnik

Biorad
E-C Apparatus Corporation

Applied Biosystems
Applied Biosystems
CBS Scientific Co.

Techtum instrument AB
E-C Apparatus Corporation
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