Resultat af £rteforseg 2010

Ved et kursus pé Institut for Jordbrug og Okologi, KU Life, blev dette @rteforseg gennemfort,

med undervisning af Gunter Backes og Jihad Orabi.

Skrevet af Seren Holt

Frosamlerne 2010



Udgangspunkt:

Vores sporgsmal og artesorter

Til sammenligning af forskellige portioner af Store Holgers Kempecert,- og til sammenligning af
Store og Lille Holgers Kcempecert:

No. 7 - store Holgers Kempeert, Mogens Thomsen (PQ)

No. 8 - store Holgers Kempeart, Dorthe Hougaard (PQ)

No. 9 - store Holgers Kempeert, Jens Agner Christiansen (PQ)

No. 10 - store Holgers Kempeert, Ida Soer Johannessen

No. 11 store Holgers Kempeart, Jorgen Kristensen

No. 12 lille Holgers Kempeert, Ida Soer Johannessen

No. 13 lille Holgers Kaempeert, Jorgen Kristensen

Til sammenligning af Store Holgers Kempecert og Holger-lignende certer:
No. 14 Faster Kirstens hoje @rt, Nanna Fyhn
No. 17 HKH Chr. d. X’s Hofaert, Molly Hougaard

Til "analyse" af grobundens indvirken pd sorten:
No. 22 Amandas hgje @rt (dyrket pé lerjord), Ulla Vester
No. 23 Amandas heje ert (dyrket pa sandjord), Elsa Krogh

For at undersoge om Frederik d. 7.'s cert er gammel.:
No. 16 HKH Frederik d. 7’s a@rt, Molly Hougaard

Til sammenligning af andre haje certer:

No. 3 Lokalsort fra Stevns NGB13919.1, NordGen
No. 4 Stevns hgje @rt, Nanna Fyhn

No. 5 Videmosezrt NGB11759.3, NordGen
No. 6 Videmoseart, Seren Holt

No. 15 Gyrithes hgje @rt, Ida Soer Johannessen
No. 18 Stangert fra Fyn FS 554, NO Crossland
No. 19 Grams hgje @rt, Seren Holt

No. 20 Maries hgje @rt FS 240, Seren Holt

No. 21 Juttas hgje @rt, Seren Holt

No. 24 Juttas heje @rt, Elsa Krogh

No. 28 Hoj @rt fra Susie, Elsa Krogh

No. 29 Karls hgje @rt, Karen Bredahl

Til undersagelse af nogle gracerter/til sammenligning af certer med farvede blomster:
No. 25 Brun Zrt fra Nakskov, Molly Hougaard

No. 26 Errindlev ert, Seren Holt

No. 27 Lollandske rosiner, Seren Holt

Kontrolcerter (sikre en genetisk spredning i vores materiale):
No. 1 Jerert NGB11149, NordGen
No. 2 Julita NGB9927.3, NordGen

Andre certer(udfyldte ledige pladser i vores undersogelse):

30 Std_1-6, (Griart NGB11737) Institut for Jordbrug og @kologi

31 Std_9-5, (Maglaby graart NGB14154) Institut for Jordbrug og @kologi

32 Std 51-2, (Puggor fran Ballingslov-Glimékra NGB17873) Institut for Jordbrug og @kologi



Store Holgers Kempeert og Lille Holgers Kempeert har vi medtaget fra flere kilder, da vi ville
undersoge, om de var forskellige, og undersgge, om de forskellige kilder havde reelt afvigende
arter.

Amandas hgje @rt medtog vi fra to kilder, da vi ville se, om de var gledet fra hinanden gennem
arene hvor de var dyrket pa meget forskellig jordbund.

Juttas hgje @rt blev medtaget to gange, lidt af en tilfaeldighed — det skulle vise sig at vere
interessant.

Andre sorter er kun medtaget én gang.



Metode:

Undersogelse af mikrosatellitterne:

A9 —-D21 - AC58 — C20 — AAS — AC75

Disse mikrosatellitter er meget stereotype omrader pA DNA-strengen, bestdende af kun to baser (A,
T, C eller G), der under kopiering af DNA en gang imellem bliver duplikeret et antal ekstra gange.
Hvor mange gange er ofte forskelligt fra sort til sort — dvs. at dette omrdade kan vare af forskellige
leengde. Disse mikrosatellitter eller SSRs tilherer en gruppe markerer, der ikke si vidt man ved har
nogen mening for organismen og ikke markerer et gen- sé de fortaller os ikke noget om vores
sorter. Men de er gode til at skelne mellem beslaegtede sorter.

Vi arbejdede 1 4 grupper. Hver gruppe isolerede DNA fra op til 8 artesorter (Quick & dirty isolation
of genomic DNA with NaOH (atsnatron)), i alt 29 sorter, idet 30 Std_1-6, (Graart NGB11737), 31
Std_9-5, (Maglaby graart NGB14154) og 32 Std_51-2 (Puggor fran Ballingslov-Glimakra
NGB17873) allerede 14 klar pa Institut for Jordbrug og @kologi. Sméi stykker blade blev kelet ned
for at hemme de naturlige enzymer, der ville nedbryde DNA’et, for vi kunne gore det. En
natronlud fortynding blev tilsat, og blandingen kogt 1 minut. Derefter findeltes blandingen med
enden af en tynd plasticstav, en buffer blev tilsat for at neutralisere @tsnatron og blandingen blev
centrifugeret. Nederst samlede bladrestene sig i et gront omrdde, ovenpa flead DNA materialet 1 en
klar vaeske. Prover blev samlet af den klare vaske med isoleret DNA til naeste trin, sd vi nu havde
isoleret DNA fra alle 32 @rtesorter. Proverne opbevaredes pa is.

I naeste trin arbejdede alle grupper med isoleret DNA fra hver af de 32 sorter. Gruppe 1 og 3
opformerede microsatelitterne A9, D21 og ACS8. Gruppe 2 og 4 opformerede microsatelitterne
C20, AAS og ACT5.

For at opformere microsatelitterne blev det isolerede DNA tilsat primer, som man 1 forvejen vidste
ville binde sig til DNA strengen for og efter den aktuelle mikrosatellit, og et enzym, Taq-DNA-
Polymerase, som kopierede mikrosatellitten startende fra primeren. Forskellige hjelpestoffer
tilsaettes for at tilfore den nedvendige energi, indfarve mikrosatellitterne henholdsvis bla, gren og
gul, og holde den rigtige surhedsgrad. Herefter foregar opformeringen gennem omkring 40 cykliske
temperaturendringer 1 en PCR maskine.

Ved 94°, hvor DNA-strengen adskilles,

64-55°, hvor primeren binder til DNA-strengen, og

72°, hvor Taq-DNA-Polymerase kopierer DNA-strengen fra primeren og frem (mikrosatellitten
kopieres).

Ved de gentagne temperaturskift fik vi opformeret de udvalgte mikrosatellitter eksponentielt. De
forste gentagelser gav kun ganske lidt materiale, men for hver gentagelse var der mere materiale at
kopiere. Derefter centrifugeres. Nu havde vi for hver sort to preverer med hver mikrosatellit, 1 alt
2x6x32=384 proverer.

I sidste trin skal hver mikrosatellit sorteres efter lengde. I kapillerrer med polymer gel laves et
elektrisk spaendingsfelt, der fir de negativt ladede mikrosatellitter til at vandre op gennem roret.
Korte molekyler slipper hurtigere gennem gelen end de lange. Der sker en sortering, som registreres
af en fotocelle, der registrerer farven pa mikrosatellitten.

Hver gruppe blander sine 3 indfarvede mikrosatellitter i et proverer for hver @rtesort. Sa spares der
tid 1 sorteringsprocessen, og pga. farverne kender fotocellen forskel pa microsatelitterne. Der er
ogsa tilsat en red indfarvet prove med molekyler af kendt leengde. De angiver en skala for
molekylestorrelsen, sa vi ender med et resultat, hvor vi for de forskellige @rtesorter har hver
mikrosatellits molekylestorrelse.



Resultat:

C20 og AAS udgér. Den ene farvede ikke, sa vi fik ikke resultat fra den. Den anden viste ingen
variation, alle arter havde den samme variant, den kunne ikke skelne mellem @rtesorterne.

Acc. A9 A9 AC58 AC58 D21 D21 AC75 AC75
01 _Jaerert 385 385 230 230 282 282 287 287
02_Julita 383 383 236 236 298 298 281 281
03 Lokals 383 383 236 236 294 294 281 281
04_Stevns 383 383 236 236 294 294 281 281
05 Videmo 383 383 236 236 298 298 281 281
06_Videmo 383 383 236 236 298 298 281 281
07_store 383 383 236 236 294 294 281 281
08_store 383 383 236 236 294 294 281 281
09_store 383 383 236 236 294 294 281 281
10_store 383 383 236 236 294 294 281 281
11 store 383 383 236 236 294 294 281 281
12 lille 383 383 236 236 294 294 281 281
13 lille 383 383 236 236 294 294 281 281
14 Faste 383 383 226 226 294 294 281 281
15 Gyrit 383 383 260 260 294 294

16_HKH_F 403 403 236 236 298 298 279 279
17 HKH_C 383 383 236 236 294 294 281 281
18 Stang 403 403 260 260 302 302 279 279
19 Grams 383 383 236 236 298 298 281 281
20_Marie 383 383 236 236 294 294 281 281
21 Jutta 403 403 260 260 294 294 279 279
22 _Amand 387 387 260 260 248 248 281 281
23 Amand 387 387 260 260 248 248 281 281
24 Jutta 383 383 236 236 294 294 285 285
25 Brun_4& 385 385 220 220 248 248 281 281
26_Errin 405 405 230 230 227 227 275 275
27 Lollan 385 385 220 220 248 248 281 281
28 Hpj aer 383 383 236 236 294 294 281 281
29 Karls 387 387 236 236 302 302 279 279
30_Std_1-6 383 383 236 236 298 298 281 281
31 Std 9-5 383 383 220 236 294 294 281 281
32_Std_51-2 379 379 226 226 285 285

Tabel 1

Tallene angiver lengden af mikrosatellitterne, altsd antal gange baseparret gentages.

Arterne 15 Gyrithes hoje @rt og 32 Std_51-2 mangler hver data fra én mikrosatellit, sandsynligvis
fordi primeren ikke kunne binde, pga. variation i DNA strengen umiddelbart for mikrosatellitten.
31 Std 9-5, (Maglaby grdért) viser uforventet variation i mikrosatellitten ACS58, Det kan skyldes
variation i sorten, som af NordGen angives som landrace, og at de to prever er taget fra to
forskellige individer. Kigger man pa foto af freene i NordGens database SESTO ser man ogsa
tydelig variation i farvemensteret pa arterne, noget der normal er arveligt.



Det er umiddelbart sveart at overskue data i tabelform. Det er muligt at bearbejde data matematisk
pa forskellig vis, s man far en mere visuel preesentation.

Forst et dendrogram. (figur 1)

Det er baseret pa afstanden mellem sorterne. Det bygges hierarkisk op, ferst findes de to naermeste.
Derefter slés deres to linier sammen til én linie, og de behandles derefter som én samlet enhed. Igen
findes de to naermeste, som derefter slds sammen osv.

Man skal veere opmarksom p4, at det pd ingen méde kan leses som et stamtra!
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Figur 1



En anden made at visualisere afstande er at lave en hovedkoordinat-analyse, sat op i to dimensioner.

Principal coordinate analysis of modif. Roger's distance data

0.6
Juttas heje =art
]
0.4 hgj aert fra Susie, Elsa Krogh Gyrithes hgje zrt Stangzert Fyn
store Holgers ka=mpezert (5) ® L4
lille Holgers kempesert (2)
HKH Chr dXs Hofaert ® Juttas hgje =rt
0.2 Lokalsort fra Stevns HKH Erederik d.7s srt Karls haje sert
3 Stevns hgje ==rt ’ ® o 4512
. . std. 51-
= Maries heje zrt Faster Kirstens hgje art ® Grot
— ®Grp.
~ ®
® Errindlev
5 00 ® std. 95 Grp.2
v
E ® Jerert 8Grp3
E ®Grp.4
o
-0.2 . Grp.5
JL_Illta Amandas hoje zert (2)
Videmosezert (2)
Grams hagje a=rt
std. 1-6
-0.4 Brun zert (Nakskov)
Lollandske rosiner
-0.6 T
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

Dimension 1 (33%)
Figur 2. Hovedkoordinat-Analysen

P& ovenstaende figur 2 vises, hvordan @rterne fordeler sig i to dimensioner. Dimensionerne er
matematiske mader at udtrykke flere uathaengige variationer i et samlet billede. Det er altsé ikke sa
praecist, som de eksakte tal for mikrosatellitternes leengde. Til gengeeld giver det et visuelt billede vi
mennesker lang hurtigere kan overskue. Nogle vil ogsa foretrekke denne fremstilling frem for
dendrogrammet.

Dimension 1 forklarer mere af forskellen mellem sorterne, end dimension 2. Farverne henviser til
en opdeling 1 5 grupper.

Grupperinger
Det giver mening at gruppere &rterne.
2 grupper er den sikreste opdeling, men 5 grupper er ogsa rimeligt.

Ved en opdeling i 2 grupper, hvor gruppe 1 og 2 pa ovenstdende figur 2 udger den ene, og gruppe
3-5 udger den anden gruppe, fis en meget klar opdeling, hvor alle @rter 1 hver gruppe ligger tettest
pa arter fra egen gruppe. Det er en hgjre-venstre opdeling, der folger dimension 1.

Ved opdeling i 5 grupper ser vi nogle pudsigheder, hvor f.eks. Amandas hgje @rt ligger taettere pa
Jaerert, end de andre @rter 1 egen gruppe. Denne opdeling 1 5 grupper er altsa ikke lige sa
indlysende, som inddelingen i 2 grupper. Der sker dog ikke nogle helt overraskende ting.

Som fresamler kan man nok ogsa se en rimelighed i opdelingen i 7 grupper, fordi vi sa far adskilt
Amandas hgje @rt fra de to lollandske markarter, Brun @rt fra Nakskov og Lollandske rosiner.
Pé den anden side sker der noget underligt, og ikke troverdigt, med Std_51-2 (Puggor fran
Ballingslov-Glimakra), der s bliver grupperet med Faster Kirstens hgje @rt og No.24 Juttas hoje



@rt. Vores undervisere er ud fra vores data alene ikke tilbgjelige til at acceptere en opdeling i 7
grupper, men gor opmarksom pa hvor staerk en opdeling 1 2 grupper er, og at 5 grupper ogsé kan
accepteres

Bemark, at @rternes placering pd ovenstdende figur er uafth@ngig af hvor mange grupperinger vi
laver.

Ved en opdeling i 5 grupper, kan det kan sattes op som i nedenstdende figur 3. Dette er en anden
made at visualisere variationen i vores &rter.
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Figur 3



Gr.1: Gren pé figur 3. Gyrithes hgje @rt, Faster Kirstens hgje art, No.24 Juttas heje art og 31

Std 9-5 (Maglaby grairt) er tydeligt forskellige fra hinanden og andre. De andre viser ikke tegn pa
at veere forskellige, der ma vi se pa deres feenotyper (de egenskaber i planten, der stammer fra dens
arveanlaeg og kan observeres nér vi dyrker den). Store og Lille Holger er ikke til at skelne fra
hinanden, sa Lille Holger er nok en variation af Store Holger, ikke en indblanding af en anden sort.

Gr.2: Koralred pa figur 3. Disse viser ikke tegn pa at vaere forskellige, der mé vi se pa deres
fenotyper. Det er rimeligt at antage, at de to Videmoseert er identiske.

Gr.3: Mork rad. De er alle forskellige fra hinanden og andre.

Gr.4: Bla. De er forskellige fra hinanden og andre.

Gr.5: Gul. De to lollandske grazrter med store fro viser ikke tegn pa at vaere forskellige, der mé vi
se pa deres feenotyper.

De to Amanda viser ikke tegn pé at vere forskellige. Heldigvis.

21 Juttas hoje @rt og 24 Juttas hoje @rt burde vare ens, men det er de slet ikke, og ingen af dem kan

vaere identiske med andre af @rterne i forsgget. Det beor undersegges naermere, f.eks. ved at se pa
faenotype.



De mulige grupperinger kan ogsa satte op 1 péd felgende méde. (Tabel 2)

2 grupper

5 grupper

7 grupper

store Holgers Kempeert (5)
lille Holgers Kaempeert (2)
HKH Chr. d. X’s Hofeert
Lokalsort fra Stevns

Stevns hgje ert

Maries hgje art

Std_9-5 (Maglaby graart)
Gyrithes hgje art

Hgj art fra Susie

Faster Kirstens hgje art
No.24 Juttas hegje ert

Julita
Videmoseart (2)
Grams hgje ert
Std_1-6, (Gradrt)

store Holgers Kempeart (5)
lille Holgers Kaempeart (2)
HKH Chr. d. X’s Hofzrt
Lokalsort fra Stevns

Stevns hoje art

Maries hgje art

Std 9-5 (Maglaby gradrt)
Gyrithes hgje art

Hoj ert fra Susie

Faster Kirstens hoje @rt
No.24 Juttas hgje art

store Holgers Kaempeert (5)
lille Holgers Kempeert (2)
HKH Chr. d. X’s Hofert
Lokalsort fra Stevns

Stevns hgje ert

Maries hgje art

Std 9-5 (Maglaby gradrt)
Gyrithes hoje art

Hgj @rt fra Susie

Faster Kirstens hoje ert
No.24 Juttas heje @rt
Std_51-2, (Puggor frdan
Ballingslov-Glimakra)

Julita
Videmoseart (2)
Grams hgje ert
Std_1-6, (Grddrt)

Julita
Videmosezart (2)
Grams heje ert
Std_1-6, (Gradrt)

No.21 Juttas heje @rt
Stangert fra Fyn

HKH Frederik d. 7’s art
Karls hgje art

Std 51-2, (Puggor frdan
Ballingslov-Glimakra)
Errindlev art

Jeerert

Amandas hgje art (2)
Brun Zrt fra Nakskov
Lollandske rosiner

No.21 Juttas hegje ert
Stangert fra Fyn

HKH Frederik d. 7’s art
Karls hgje art

No.21 Juttas heje ert
Stangert fra Fyn

HKH Frederik d. 7’s art
Karls hoje @rt

Std 51-2, (Puggor frdn
Ballingslov-Glimakra)

Errindlev ert

Errindlev art Jaerert

Jerert

Amandas heje ert (2) Amandas heje ert (2)
Brun Zrt fra Nakskov Brun Zrt fra Nakskov

Lollandske rosiner

Lollandske rosiner

Tabel 2

Bemark, hvordan Std 51-2, (Puggor frdn Ballingslov-Glimakra) lave et gevaldigt krumspring fra 5

grupper til 7 grupper.




Svar pa vores sporgsmal

Til sammenlugning af forskellige portioner af Store Holgers Kempecert,- og til sammenligning af
Store og Lille Holgers Kempecert:
Vi fandt ingen forskel imellem de forskellige portioner af Store- og Lille Holger.

Til sammenligning af Store Holgers Kempecert og Holger-lignende certer:
14 Faster Kirstens heje @rt er forskellig fra alle andre erter 1 forseget.
17 HKH Chr. d. X’s Hofzrt viser ikke tegn pa at vaere forskellig fra Holger arterne.

Til "analyse" af grobundes indvirken pd sorten:
Vi fandt ingen forskel mellem Amanda fra sandjord og fra lerjordsdyrkning gennem en laengere
arrekke.

For at undersoge om Frederik d. 7.'s cert er gammel:
16 HKH Frederik d. 7’s art er forskellig fra alle andre undersggte @rter, men om den er gammel
kan vi ikke vide ud fra denne undersogelse.

Til sammenligning af andre haje certer:

Det lykkedes at sammenligne mange hgje gamle @rter, og fa dem grupperet pa en meningsfuld
mdde. Det er ogsa blevet klart, hvilke der er unikke, og hvilke der méske er samme sort med
forskellige navne og kulturhistorie, og derfor ber undersoges nermere med andre metoder.

Til undersogelse af nogle grdcerter/til sammenligning af certer med farvede blomster:

26 Errindlev @rt er forskellig fra de andre undersogte @rter.

25 Brun Zrt fra Nakskov og 27 Lollandske rosiner viser ikke tegn pa at vere forskellige, men der
kan vere fenotypiske forskelle at finde.

Bemark i gvrigt, at graserterne er fordelt over de fleste grupper!

Der er altsa sorter, som vi nu ved er forskellige fra alle andre.

Der er ogsé grupper af sorter, hvor vi ber undersege, om vi f.eks. kan finde fenotypiske forskelle.
Det er en stor fordel, at det nu er klart afgreenset, hvilke sorter der skal sammenlignes ved f.eks.
dyrkningsforseg. Der er nok ogsd sorter, der er identiske med hinanden. Det er dog ikke noget der
kan afklares ved dette forseg, som kun egner sig til at finde forskelle 1 de 4 omrader
(mikrosatellitter) vi fik brugbare resultater fra. Om de er identiske i mange flere mikrosatelliter kan
vi ikke vide, for vi laver et nyt forseg!

Tak til Gunter Backes og Jihad Orabi, bade for det gode kursus, og for materialet efterfolgende. De
har ogsa leveret alle tabeller og figurer, undtagen tabel 2.
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