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Indledning

I de senere ar har udviklingen inden for biokemisk genetik og moleky-
lergenetik medfgrt, at man i forstgenetik og skovtraforaedling har haft
adgang til at arbejde med et stigende antal marker-gener. Disse mar-
kgrer har enten veret primare genprodukter, d.v.s. proteiner i form af
isoenzymer eller direkte informationsstumper pa DNA strengen, i sid-
ste ende forarsaget af forskelle i nukleotide sekvenser i DNA molekylet.

Falles for disse markgrgener er, at de opfarer sig som klassiske
Mendelske gener, der viser dominans eller co-dominans, og at de er
rimeligt tilgeengelige med forholdsvis simple laboratorieprocedurer og
derfor kan anvendes som vaerktgj til Igsning af forskellige problemstil-
linger indenfor forstgenetik og skovtraeforaedling.

Markgr-generne har, som navnet antyder, ikke eller kun rent til-
feldigt nogen direkte malelig effekt pa treeernes fenotype — man bru-
ger betegnelsen, at de er neutrale m.h.t. fitness og @vrigt forstligt
interessante egenskaber omkring sundhed, produktion og kvalitet.

Ved Arboretet i Hgrsholm har vi siden 1975 vaeret interesseret i disse
markgrer. I begyndelsen blev et samarbejde om isoenzymer etableret
med Genetisk Institut ved Arhus Universitet (Simonsen og Wellendorf
1975; Poulsen, Simonsen og Wellendorf 1983).

Siden blev der i 1984 etableret et isoenzym-laboratorie i forbindelse
med Arboretets nybyggeri, og selvsteendig forskning blev sat i gang.
Forst gennem en bevilling fra Hofmansgave Fonden til et projekt om
anvendelse af isoenzym-markgrer i skovtraforedling, proveniensforsk-
ning og herkomstkontrol, siden gennem et i 1991 bevilliget Forsk-
ningsrads-finansieret projekt om identifikation af DNA-markgrer i rgd-
gran, velegnet til genomkortlaegning. Endvidere har Landbohgjskolen i
1992 bevilget et ekstraordinzrt 4-arigt adjunktur til Arboretet i bio-
kemisk genetik inden for skovtraeer,og et ph.d.-projekt er sat i gang i
samarbejde med DANIDA Skovfrgcenter’s proveniens-afprgvning om
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undersggelse af genetisk variation inden for og imellem populationer
af teak.

Isoenzymer

Det oprindelige projekts titel — anvendelse af isoenzym-markgrer i
skovtreforaedling, proveniensforskning og herkomstkontrol — pegede
pa en bred vifte af problemstillinger. I den indledende fase af projektet
blev der etableret internationale kontakter til Sverige, Norge og Tysk-
land. Under dette arbejde kom vi i kontakt med en gruppe ved Stock-
holms universitet, der direkte arbejdede med proveniens-kortleegning i
rodgran. Vi indgik en aftale med denne gruppe om kun at sgge at
supplere deres undersggelser med nogle fa populationsprgver fra gra-
nens sydgstlige udbredelsesomrade i Karpaterne. Siden har de publi-
ceret deres meget omfattende kortlaegning af 70 naturlige rgdgran-
proveniensers populations-genetiske parametre, der for hver proveni-
ens udtrykker bade genetisk diversitet og forekomst af indavl.

Hovedresultaterne af deres undersggelser (Lagercrantz & Ryman
1990) er

at langt hovedparten af den genetiske variation hos isoenzymerne lig-
ger inden for provenienserne, ikke imellem.

at det imidlertid er muligt ved hjzlp af multivariate analyser af allel-
hyppighederne i de 16 polymorfe loci de havde til radighed, at
skelne mellem granens hovedudbredelsesomrader, de centraleuro-
paiske bjergomrader, nord-gst udbredelsen og den Skandinaviske
halve,

at populationerne i det central-europaiske omrade viser mindre gene-
tisk diversitet end de gvrige omrader,

at der generelt kun er svage tendenser til indavl i de undersggte 20-
arige populationer.

Frgplantage-undersggelser
Inden for projektets rammer er der i en norsk frgplantage udfgrt en
meget omfattende undersggelse af et blomstringsdr i rgdgran. Denne
blev valgt, fordi der det pdgzldende &r — 1985 — ikke var blomstring 1
Danmark. Undersggelsen omfattede blomstrings-iagttagelser i felten,
materialehgst — frg og knopper — samt elektroforetisk analyse af isoen-
zymer hos foreldre-kloner og deres afkom. Det store observations-
materiale blev populationsgenetisk bearbejdet og afleveret som speci-
ale-arbejde ved Kgbenhavns Universitet (Skov 1987).

Sidelgbende er der i USA, Australien, Sverige og Finland udarbejdet
en del lignende undersggelser, der i Sverige og Finland har fgrt til den
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smertelige erkendelse, at sydlige frgplantager i skovfyr kan have op til
50-60% fremmedbestgvning, hvad der specielt for nordlig udvalgte
plustree-kloner medfgrer nedsat frostresistens i deres frgplantage-af-
kom (Harju and Muona 1989, Wang et al. 1988).

Afkom efter fri bestgvning af plustrzer

Et af de oprindeligt opstillede mal med projektet var afprgvning af
hypotesen om, at afkom efter fri bestgvning af udvalgte plustrzer er
halvsgskende og bestgvet med en reprasentativ pollensky fra den om-
kringliggende bevoksning — ofte karede frgavlsbevoksninger. Dette er
forudsztningen for, at avlsveerdier for modertrazet inden for de gaengse
frgavisbevoksninger kan estimeres ud fra afkommets faenotype, kombi-
neret med en populationsprgve fra den pagaldende frgavlsbevoksning.
Denne forsggsopstilling er anvendt i ret stor malestok i det danske
rgdgran-foraedlingsprogram (Wellendorf 1989).

Til analyse af denne problemstilling blev fremskaffet frg efter fri
bestgvning af 82 plustraeer, valgti 31 danske frgavlsbevoksninger. Disse
afkom er allerede etableret i feltforsgg pa 2-4 lokaliteter i forskellige
dele af landet og indgar saledes i det lgpbende skovtreforedlingspro-
gram i rgdgran.

Ud af dette overvaldende materiale blev der gennemfgrt elektro-
forese af 6 isoenzym-systemer i 6 udgangspopulationer og 22 plustre-
afkom. P.g.a. naletrafrgets specielle opbygning er det muligt at iagttage
markgr-generne, bade i moderens haploide vay, i frghviden og i af-
kommet, d.v.s. i kimen. Dette indebarer, at det for kimens vedkom-
mende er muligt at skelne mellem hvilket allel, der er moderens bidrag,
og hvilke der er faderens. Herved muligggres en bestemmelse af allel-
hyppigheder i den befrugtende pollensky for den mangde frg, der
samles fra hvert enkelt modertrz.

En brand pa Arboretet i februar 1992 gdelagde imidlertid det meste
af dette datamateriale og hele frglageret. Kun observationerne fra 4
plustrer, valgt i een af de 6 bevoksninger, er intakte.

Klon-identitet og kontrolsystemer

Et specielt perspektiv er klon-identifikation. Dette er i princippet en
enklere opgave end studier af bestgvningsforhold — og yderst relevant
som kontrolfunktion i den praktiske skovtraeforaedling. Erfaringerne
har vist betydelig variation mellem rgdgran-klonernes genotyper m.h.t.
markgrerne og betydeligt mere i det norske materiale end i det danske
af mellemeuropzisk oprindelse. Dette bekrafter den tidligere refere-
rede undersggelse af Lagercrantz og Ryman (1989) om stgrre diversitet
i Skandinavisk end i mellem-europzaisk rgdgran.
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I den danske skovtraeforadling ma det siges at veere muligt og staerkt
gnskeligt med et sdidant kontrolsystem, selv i rgdgran af mellemeuropze-
isk oprindelse.

Heterozygotigrad som indikator for fitness og forstligt interessante
egenskaber

Flere tyske undersggelser har peget pa en sammenhzng mellem he-
terozygoti-grad og fitness-karakterer, som f.eks. sundhed under stress,
specielt i bgg (Miiller-Starck and Ziehe 1991).

I en undersggelse af isoenzymer i individuelle rgdgraner, der viste
forskellige grader af udtgrringsskader i en typisk vestrand pa let jord i
Jylland (Henrik Saxe, personlig meddelelse), har vi ikke fundet blot
antydning af noget sadant. I et stiklingeformeret klon-materiale i rgd-
gran er vi i gang med at undersgge, om der er sammenhang mellem
isoenzymer, herunder heterozygotigrad, og vekst, stabilitet og sund-
hed, udtrykt i en serie pa 5 parallel-forsgg i meget forskellige miljger i
Danmark.

Sammenfattende om isoenzymer

Sammenfattende ma man om isoenzymer som markgr-gener sige, at en
ulempe ligger i, at der kun foreligger et begranset antal let tilgengelige
polymorfe systemer. Ifglge vore erfaringer i rgdgran er stgrrelsesorde-
nen 6 systemer, hver med 1-3 gen-loci reprasenteret. Disse systemer er
velegnede til klonidentifikation, bestemmelse af allelhyppigheder af
befrugtende pollenskyer samt til estimering af udkrydsningsrater, ind-
aviskoefficienter og tildels genetisk diversitet. Derimod er de ikke speci-
elt velegnede til at adskille provenienser fra hinanden, idet den stgrste
variation i disse neutrale markgr-gener ligger inden for provenien-
serne. Helt utilstreekkelige er de til en taettere genom-kortleegning af
f.eks. granens kromosomer med markgr-gener med henblik pé at finde
kobling til de gen-loci, der styrer kvantitative egenskaber, som f.eks.
vores foraedlingsmal.

DNA-markgrer
Dette er baggrunden for vor interesse for DNA-markgrer. Siden ca.
1980 er der sket en kraftig udvikling i DNA-teknologien, der ogsa har
medfgrt, at en reekke DNA-markgrere er blevet lettere tilgaengelige. En
teknik som RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) har
muliggjort taette kortleegninger af genomet i kommercielt vigtige af-
grgder, f.eks. majs og tomat.

Siden 1988 har en gruppe under USDA Forest Service i Californien
arbejdet med genom-kortleegning af Pinus teada og douglas-gran ved
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hjzlp af denne teknik. Malet er dels at studere skovtraeernes genetiske
mekanismer grundvidenskabeligt (Neale and Williams 1990), dels at
prove at spore kobling mellem de mange markgrer (200-400 med en
gennemsnitlig indbyrdes afstand pa 10-25 CM) og de egenskaber, der er
interessante for skovbruget, f.eks. resistens mod sygdomme og klima-
ekstremer, vaekst og kvalitetsegenskaber. Senere er der udviklet en vae-
sentlig lettere tilgaengelig teknik — RAPD (Random Amplified Poly-
morphic DNA), som kun har den ulempe, at her er der fuld dominans
(Williams et al. 1990).

Arboretet har et forskningsradsfinansieret projekt i gang, hvor vi i
rgdgran prgver at identificere DNA-markgrer, velegnede til teet genom-
kortleegning. Laboratorie-arbejdet er pabegyndt pa Risg, men @gnskes
senere overfgrt til Arboretet. Det viste sig ret hurtigt, at RAPD ser ud til
at kunne udvikle sig til det gnskede redskab — og vi er i nzer kontakt til
3-4 grupper i USA og Canada. I det sydgstlige USA og i Australien har
man varet pionér pa dette omrade og har allerede udarbejdet genom-
kort, omfattende 200-300 markgrer hos Pinus teada, P. elliotti og P.
radiata og et lignende antal hos de to Eucalyptus-arter, E. grandis og E.
europhylla. Sidstnzvnte kort er udarbejdet ud fra en Fl-hybrid mellem
de to arter (Grattapaglia and Sederoft 1992).

Ivores hjemlige projekt er vi allerede pé sporet af ca. 200 genloci, der
afventer udspaltnings- og rekombinationsanalyse for at fastlzegge deres
indbyrdes koblingsforhold.

Kobling til gen-loci, der styrer kvantitative egenskaber

Pa grundlag af disse forste kort over markgrgenernes linizere placering
pa kromosomerne er jagten pa QTL (Quantitative Trait Loci) gaetind.
Der er udarbejdet flere alternative forsggsoplag. I princippet kan man
enten prgve at spore velegnede stamtavler i 2 eller bedre i 3 generatio-
ner og samtidig registrere markgrer og de kvantitative egenskaber, man
er interesseret i — eller man kan etablere nye forsgg, specielt dimensio-
neret til formalet. Et vigtigt hjeelpemiddel er her kloning af enkeltindivi-
der inden for krydsningsfamilierne, idet effekten af tilfzldige karpa-
virkninger hermed formindskes, og de enkelte genotyper kan fasthol-
des og studeres narmere, f.eks. i phytotronforsgg og i gentagne
feltforsgg i forskellige miljger.

I vores gruppe har vi udarbejdet en sadan plan for en forspgsserie,
hvor vi ggr fglgende: Etablerer reciprokke krydsninger, vaelger foraldre
og markgrer sdledes, at flest mulige tilbagekrydsningssituationer fore-
kommer i afkommet, spirer frgene og bevarer frghviden til afdekning
af moderens bidrag til afkommet, kloner afkommene ved stiklingefor-
mering, klonbedgmmer de enkelte kloner for 3 kvantitative egenska-
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ber, der har vist sig relevante over en omfrift, foretager en 2-vejs selek-
tion for disse 3 egenskaber og kortlegger de enkelte foraldretreer
m.h.t. markgrerne. Den afggrende »co-segregation«-analyse mellem
markgrer og kvantitative egenskaber ma foretages afgraenset for hver af
forzldretreernes kgnscellebidrag, idet disse sammenhange, der af-
spejler cis-trans konfigurationen mellem allelerne i de respektive gen-
loci, veksler fra individ til individ. Vore granpopulationer er ret sterkt
heterozygotiske, udkrydsende og ma formodes at vaere i koblingslige-
vaegt. Denne plan blev fremlagt som poster-bidrag ved den nylig af
holdte kongres om plantegenomet — Plant Genome i San Diego i USA
i november 1992 (Skov og Wellendorf 1992). Alternative planer gar ud
pa kun at studere moderens bidrag til afkommets kvantitative egen-
skaber — fader-bidraget ggres til gengaeld sa bredt som muligt ved at
anvende pollenblandinger som reprasentativ stikprgve pa de aktuelle
avlspopulationer (Wilcox et al. 1992). Herved lzegger man sig tet op ad
begrebet »average affect of a gene substitution«, der direkte er bag-
grunden for avlsvaerdibegrebet (Falconer 1983).

Anvendelse i skovtraeforaedling

Hvis det lykkes at indkredse gen-loci, hvis alleler er i stand til at forklare
en vasentlig del af variationen i forstligt interessante egenskaber, star
det tilbage til de lgbende skovtreforedlingsprogrammer at udnytte
dette veerktgj.

Motivet for markgr-baseret selektion er i skovbruget specielt den
tidsgevinst, der kan ligge i at kunne selektere allerede pa embryo-stadiet
og i kombination med vavskulturteknik, f.eks. somatisk embryogenese,
hurtigt at opformere de selekterede individer. Selvfglgelig skal dette
suppleres med phytotron-test og feltforsgg til stikprgvevis kontrol med
den udfgrte selektion, men dette er dog et vasentligt mindre arbejde
end som hidtil at udfere al videre selektion pad basis af phytotron-
og/ eller feltforsgg.

Kravet til laboratoriefaciliteter og bemanding er dog ret stort. Et
moderne bioteknologisk laboratorium for skovtraer, hvor vaevskulturer
og DNA-arbejder kunne udfgres, er en ngdvendighed, bade til genom-
kortlegning med markgrer, indkredsning af QTL’er og til effektiv
massefremstilling af det fremselekterede materiale til det stadie, hvor
almindelig stiklingeformering kan udfgres. Dette er realistiske mulig-
heder for vore to Picea-arter, rgdgran og sitkagran.
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