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Resumé

Formalet med projektet var at etablere et redskab til at bedemme, hvor nart beslegtede potentielle
krydsningsforaldre er indenfor de enkelte sortstyper, og dermed undgé indavl. En vigtig del af
projektet var en kompetenceopbygning hos LKF 1 form af indlering af teknikkerne omkring DNA-
oprensning samt handtering og kersel af mikrosatellit markerer, der gor det muligt fremover at
anvende disse 1 foredlingsarbejdet.

Allerede ved projektets start 1 2002 var det klart, at den type DNA-markerer, der egnede sig bedst
til fremtidigt rutinearbejde, var mikrosatellitterne, ogsd kaldet SSR (simple sequence repeats). Pa
det tidspunkt var der imidlertid ikke fundet tilstrekkeligt af denne type markerer 1 kartofler, sé det
var nedvendigt at starte med en anden type kaldet AFLP (amplified fragment length polymorphism)
for hurtigt at f4 de forste data til sleegtskabsberegningerne. AFLP kraever faciliteter til arbejde med
radioaktive stoffer og kunne kun udferes ved DJF, Foulum. AFLP-arbejdet strakte sig over perioden
2002-2005 og 116 sorter blev malt.

12003 bevilgede KAF et beleb til indkeb af en brugt DNA-sekvenator, der muliggjorde
automatisering af mikrosatellit-analyser. Mikrosatellitter bestér af et antal korte, gentagne sekvenser
af DNA. Nar cellerne deler sig, kopieres DNA, s& der kommer et helt sat kromosomer i hver celle.
Under kopieringen, der foregdr ved hjelp af enzymer, sker der i meget sjeldne tilfelde en fejl, sd
originalen og den ufardige kopi skilles ad for tidligt. DNA er imidlertid "’klebrigt”, og da de to
strenge passer sammen som negle og 13s, samles de nesten altid korrekt igen. Hvis kopieringen er
kommet til en mikrosatellit, hvor der er flere identiske lase”, kan samlingen gé skavt, sa der
kommer en eller flere gentagelser for meget eller for lidt 1 kopien. Alle efterfolgende kopier af
denne mikrosatellit vil have den nye lengde, sa afkommet af den sort, hvor denne fejl er sket, vil
skille sig ud fra andre sorter. Det er langt fra alle mikrosatellitter, der findes i forskellige leengder
(er polymorfe), men fejlen sker tit nok til at man med et tilstreekkeligt stort antal mikrosatellitter kan
skille alle sorter fra hinanden. Kartofler har fire st kromosomer, s& den enkelte sort kan have op til
fire storrelser 1 hver mikrosatellit stammende fra fire fejlkopieringer tilbage i sortens stamtrae. At
mikrosatellitter har forskellig leengde udnyttes i DNA-sekvenatoren, der ved hjelp af elektrisk
spending kan f& DNA-stykkerne til at vandre i en gel - de korteste vandrer hurtigst. Inden kerselen
pa sekvenatoren bliver stykkerne opformeret i en PCR-maskine, der efterligner den kopiering, der
sker 1 cellen, og forsynet med en fluorescerende farve. Nar de passerer en laserstrale, lyser de op, og
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passagen registreres af maskinen. Maskinen kan skelne mellem fem farver, hvoraf den ene bruges
som standard, sé fire forskellige mikrosatellitter kan keres pa en gang (Figur 1).

DNA-sekvenatoren blev 1 forste omgang anbragt pd DJF, Foulum. Der blev i perioden 2003-2006
afprevet og optimeret pé et stort antal mikrosatellitter, som dels var designet pd Alborg Universitet,
men ikke afprovet 1 praksis, dels var angivet 1 litteraturen. Nar der er fundet nogle mikrosatellitter,
der virker og er polymorfe, skal de samles i sat, hvor sterrelserne ikke overlapper for meget, og
som helst skal kunne opformeres og farvemerkes sammen, da det sparer bdde tid og dyre
kemikalier.

Ved overflytningen til LKF i foraret 2006 var der udvalgt og optimeret 52 mikrosatellitter, der
kunne kores som 13 sa&t 4 4 pA DNA-sekvenatoren.
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Figur 1. Eksempel pa toppe i fire farver malt pa DNA-sekvenator. De gronne toppe tilhorer to forskellige
mikrosatellitter.

Efter overforsel til LKF er der sket en yderligere tilpasning af mikrosatellit-sattene, da nogle viste
sig at vaere mindre velegnede til rutinekersel. Tre mikrosatellitter er udgéet og seks nye kommet til.
De sidste tre er sat ind 1 allerede eksisterende set, hvor forskellen i sterrelse er stor nok til at der
kan skelnes mellem f. eks to grenne mikrosatellitter som 1 Figur 1, hvilket er en meget billig made
at oge antallet af markerer pé.

I projektets lob er der oprenset DNA fra 1700 sorter, hvoraf 330 sorter 1 2006/2007 er karakteriseret
med mikrosatellitter. Der er beregnet sleegtskab mellem sorterne, der supplerer de afstamningsdata,
vi 1 gvrigt har (Figur 2).

I Figur 2 ses det beregnede slagtskab i en potentiel krydsning mellem Royal og sorten LRC V0416-
7, der er af canadisk oprindelse, og som det ikke er lykkedes at finde afstamningen pa. Den
beregnede indavlskoefficient er 0, da ingen foreldre gir igen pa begge sider. Fingerprintingen, der
er beregnet ud fra mikrosatellit-data, giver et tal mellem 0 og 1, hvor en selvbestovning giver 1. En
fingerprintingveerdi pa 0,382 er ret lav og viser, at denne krydsning kan laves uden risiko for indavl.
En yderligere detalje, der er et direkte resultat af et andet projekt om glycoalkaloider i kartofler, er
den nederste rubrik. Heri angives, om de mikrosatellitter, der flankerer et gen, der bestemmer
glycoalkaloidindholdet i knoldene, indicerer et hojt eller lavt indhold. For LRC-sortens
vedkommende far vi indikation pé et lavt indhold. Royal har ikke den specifikke
markerkombination, s& der kan ikke siges noget om den.
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Figur 2. Beregning af slaegtskab i en potentiel krydsning.
Markeren for glycoalkaloidindhold er det forste eksempel pa, at de markerer, der benyttes til

slegtskabsberegning, samtidig kan sige noget om specifikke egenskaber. Det forventes, at der 1
fremtiden vil identificeres mange flere af disse markerer.



Projektets faglige forleb
Projektet er foregaet i taet samarbejde mellem DJF og LKF. En oversigt over projektforlebet
fremgar af Tabel 1.

Tabel 1. Oversigt over projektforlebet
Ar  |DJF LKF
DNA-oprensning. Udveelgelse af metode samt
2002 |AFLP-kgrsel og manuel scoring af geler. oprensning af 150 sorter. Opbygning af
databasesystem.
AFLP-karsel og manuel scoring af geler. Start pa DNA-oprensning med ny og bedre metode.
2003 |indkgring af DNA-sekvenator. Marianne Madsen Afprevning af programmet NTSYS til
erstattet af Kirsten Kgrup som projektleder hos DJF. |slaegtskabsanalyse.
AFLP-kgrsel med bade traditionelle metoder og pa
2004 |DNA-sekvenator. Start pa kersel af SSR pa DNA-oprensning og manuel scoring af AFLP-geler.
sekvenator. Test af SSR fra Alborg Universitet.
Test af SSR fundet gennem litteraturen samt fra
2005 Alborg Universitet. Optimering af karsel af SSR p4  |DNA- oprensning. Beregning af slaegtskab ud fra
sekvenator. Kursus i brug af sekvenator for LKF- AFLP data pa 116 sorter. Kursus pa Foulum.
personale ved DJF, Foulum.
Optimering af SSR karsel pa sekvenator fgr flytning
til Vandel. Assistance i forbindelse med flytningen og ) . . .
2006 |opstarten i Vandel. Kromosomlokalisering af nye SN';\,' ;)lip:]rer;?rgrégé Ig?:emtlgsaifs?:;\(e::rtor pa Vandel
SSR fra Alborg Universitet og STPRINSPG (en SSR [°9 9 - 91y yser.
fra litteraturen)..
Sekventering af seks SSR fra Alborg Universitet. DNA-oprensning. Maling af SSR pa sekvenator.
2007 |Praesentation af resultater ved Plant Biotech Slaegtskabsanalyser. Prasentation af resultater ved

Denmark mgde i Kgbenhavn.

Plant Biotech Denmark ma@de i Kabenhavn.

DNA-oprensning.
Der er oprenset DNA fra bade in vitro planter, drivhusplanter og planter fra marken.
Plantematerialet blev til og med 2005 lynfrosset i flydende kvelstof 1 reagensglas med teflonkugler
og knust pa rysteapparat (Vortex). Fra 2006 lejedes en svingmelle (Retsch, Mixer mill 301), der
knuste plantematerialet meget hurtigere og overfladiggjorde den flydende kvalstof.

Der er 1 projektet afprovet flere metoder til oprensning af DNA. 12002 blev en metode med
chloroform/isoamylalkohol og isopropanol tilpasset, dels fra DJF, dels fra Sejet foreedlingsstation.
Metoden gav et hejt udbytte af DNA. Indledende afprevninger pa Foulum viste, at kvaliteten var
god nok, og alle oprensningerne i 2002 blev derfor foretaget med denne metode. Efterfelgende viste
det sig, at alt for mange analyser ikke virkede, sd vi besluttede at finde en bedre metode 1 2003.

Der er udviklet mange ferdige kits til oprensning af forskellige typer DNA. Et af dem, Nucleospin,
blev testet i februar/marts 2003. Det gav DNA af hgj kvalitet, men i s sm& mangder, at metoden
blev opgivet. Dernast provedes kittet Genelute, der gav hej-kvalitetsDNA 1 rimelige mangder.
Dette kit er vi fortsat med siden.

AFLP

Markeorer af typen AFLP blev brugt i begyndelsen af projektet. Ved AFLP skeares kartoflernes
DNA i mange sma stykker vha. sdkaldte restriktionsenzymer. Disse stykker markes med et




radioaktivt stof, mangfoldiggeres og keres pa en gel. De forskellige band kan ses pa et billede af
gelen. En enkelt kombination kan give mere end 40 forskellige bdnd og AFLP har derfor en hoj
informations verdi. Til dette projekt blev restriktionsenzymerne EcoRI (E), Msel (M) og HindIll
(H) afprevet med i alt 19 kombinationer (Tabel 2), og EB, EC samt EH blev brugt til
markeranalyser. [ Tabel 2 er primerne angivet med enzymforkortelsen samt yderligere tre
bogstaver, der stir for DNA-baser. Restriktionsenzymerne laver sa mange stykker, at hvis de alle
opformeres vil man pé gelen ikke se en raekke band, men en udtvaret skygge. For at reducere
antallet af bdnd opformeres kun de stykker, der starter med de tre angivne baser.

Tabel 2. Afprevede primerkombinationer til AFLP. Forkortelser: EcoRI (E), Msel (M) og HindlIll (H)

Marker | Prilnavn Pri2navn
EA E-AAC M-CAC
EB E-AAC M-CAG
EC E-ACA M-CAC
ED E-ACA M-CAG
EF E-ACT M-CAC
EG E-ACT M-CAG
EH E-AGA M-CAG

El E-ATG M-CAG
EJ E-ATG M-CTA
EK E-ATG M-CAC
HA H-AAC M-CAC
HB H-AAC M-CTA
HC H-ACT M-CAC
HD H-ACT M-CAG
HE H-ACT M-CTA
HF H-ATG M-CAC
HH H-ATG M-CAG
HJ H-ACA M-CAG
HK H-ATC M-CAC

Mikrosatellitter (SSR)
Der benyttes 55 SSR fordelt pa alle 12 kromosomer (Tabel 3)

Tabel 3. Fordeling af de anvendte SSR mellem kartoflens 12 kromosomer. De, der er markeret med redt,
flankerer et gen for glycoalkaloidindhold pa kromosom 1.

SSR Kromosom SSR Kromosom
STMO0019b ? Stl015 VI
STM2020 I Stl016 VI
LeatpacA | Stl004 VI
STM2030 I STMO0019a \i
STM5136(pt) I STM0028 VIl
STM5127 | STM0052 VIl
STM1049 | STM3009 VIl
STM1102 [, IX STMO0031 VIl
STM2022 Il TC84379 VIl
STM3001 Il STM1005/STMFWAX VIII
STM0038 Il STM1024 VIII
Stl013 Il STM1016 VI




STM1054 Il STWAX-2 il
STM1058 Il STM1104 VIl
TC85064 Il TC77529 VIl
STM3016 IV STM1106 X
STM5140 IV STMO0051 X
STM3023 IV + 2 TC74728 X
STM1051 IX STSNRNA10 X?
STM3012 IX STM2005 X
STM1052 IX TC84781 X
STM1017/STGLGPB IX STM5130 X
STM1031 Vv STM0025 X
TC75529 V STM0037 X
STPoAC58 Vv STM2028 Xl
STPRINPSG Vv STM0030 Xl
STM5148(pt) Vv STM0003 Xl

Stl051 Xl

Principielt er forskellene i l&ngderne af en bestemt SSR lig med minimum en repetition, men i
praksis kan der vare andre variationskilder som f.eks. tab af enkeltbaser. I Figur 3 ses en SSR med
dels store spring i l&ngde svarende til hele repetitioner, dels med et dobbeltband, der svarer til en
forskel pa en base (indrammet). Disse variationer er lige s gode markerer som de hele spring og
registreres sd vidt det er muligt at skelne dem.
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Figur 3. Eksempel pa SSR med to meget teetliggende band (indrammet), der er svaere at skille

For méling sker en opformering ved hjelp af PCR, hvor en fluorescensfarve sattes pa. De enkelte
SSR samles 1 set, der sa vidt muligt kan opformeres sammen 1 PCR, og som ikke overlapper for



meget (Figur 4). Hvorfor henvises der til Figur 5 for Figur 4? De fluorescerende farver overlapper i
bolgelengde, s f.eks. en meget kraftig rad farve ogsé vil ses som en gul top. Man kan delvis, men
ikke helt, undga problemet ved at definere den relative intensitet af de forskellige farver i de fire

madlepunkter. De gennembladningstoppe, der ikke fjernes af maskinen, mé derefter vurderes
manuelt (Figur 5).
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Figur 4. Sterrelser af de anvendte SSR. I hvert sat er der minimum en SSR af hver af de fire farver.
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Figur 5. SSR toppe. Den gule top (tegnet med sort for at kunne ses) er meget kraftig og bleder igennem i bide
den grenne og den rode farve.

Slaegtskabsberegning

Til at beregne, hvor tet beslegtede sorterne er, benyttes programmet NTSYS. Det er et specielt
statistikprogram, der sammenligner hver sort med hver af de andre og beregner, hvor ens, de er.
Disse beregninger placeres i1 en tabel, hvorfra fingerprintoplysninger hentes til
krydsningsplanlaegning (Figur 2). Ud fra tabellen kan programmet tegne et familietree, der
grupperer sorterne efter, hvor ens deres DNA er (Figur 6). Traet laeses fra venstre mod hgjre. Jo
mere forskellige to sorter er, jo lengere mod venstre ligger forgreningspunktet. Familietreeet
anvendes til at fa overblik over de mulige krydsningspartnere og udpege interessante sorter med en
anderledes genetisk baggrund.

Kromosomlokalisering

En af fordelene ved SSR frem for AFLP er, at de er anvendelige som ankermarkerer til
identifikation af koblingsgrupper, dvs. at SSR, der i andre studier er kortlagt pa bestemte
kromosomer, ogsa med meget stor sandsynlighed er placeret pa samme kromosom i de aktuelle
kloner. Nye designede SSR-markerer vil kunne lokaliseres ud fra disse ankermarkerer vha.
koblingsstudier. En sddan kortlegning af markerer til kromosomer kraever at markererne bliver
testet i en familie, dvs. foreldre og et passende antal (150-200) atkom. Til dette formal var
HCDHDN familien, som blev anvendt i et projekt vedr. glycoalkaloider, til rddighed. Forst blev der
gennemfort laboratorieanalyser af alle markerer og kloner. Derefter blev klonerne vurderet mht. om
de havde bandet/bandene fra markererne eller ej. Kun markerer, der er polymorfe er informative.



Disse data blev brugt til kortlaegningen som blev udfert med computerprogrammet JoinMap.
Programmet er baseret pa statistiske analyser, som beregner rekkefolgen af og afstanden imellem
markererne. Forst udvelger programmet de to markerer, som med storst sandsynlighed er tettest
koblede, og derefter tilfojes mindre tet koblede markerer. Alle markerer som er koblet direkte eller
indirekte danner en koblingsgruppe. I kartofler findes 12 forskellige koblingsgrupper svarende til de
12 forskellige kromosomer. Hvilket kromosomnummer nye markerer er lokaliseret pd, kan
defineres ud fra ankermarkererne. I dette projekt blev de seks markerer, der starter med TC samt
STPRINPSG kortlagt (Tabel 3).

Sekventering

For at udvide antallet af anvendelige SSR-markerer i kartofler blev der udviklet seks markerer
specifikt til dette projekt, og disse markarer blev sekventeret. Ved en sekventering fastlegges
raekkefolgen af baser, for at efterprove om markeren er identisk med den kartoffel sekvens, hvorfra
den oprindeligt blev designet. Dette er ogsa nedvendigt for at kende den nejagtige opbygning af
DNA-stykket og sterrelsen af markeren. Sekventeringen foregar ved at hver enkelt SSR-marker
splejses ind 1 en bestemt type Eschericia coli bakterie, hvorefter det inkorporerede stykke
mangfoldiggeres ved opformering af bakterierne i et veekstsubstrat. Det interessante DNA-stykke
kan skeres ud og analyseres pa en sekvenator, hvorved rekkefolgen af baser fastlegges.
Sekventeringen af de seks nyudviklede SSR i dette projekt (Figur 7) viste at der var god
overensstemmelse mellem den forventede og den aktuelle reekkefolge af baser.
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Figur 6. Sleegtskabstrae for 122 sorter analyseret med SSR
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KAk AR KA A AR I AR KA AR I AR KA A NI A AR A ANk ARk ANk AKX R A Kk K *kk KKk Kk kK
GTGAACAAGGAGGAGGAGGAGCTGCAGTAAGGAACACCGTC
GTGAACAAGGAGGAGGAGGAGCTGCAGTAAGGAACACCGTC

KAKAKRKAA KR AA KA XK A R A AR A AR A AR A A XA A XA A XA A KA XK AKX

GGGTACTTCACTTTGTGGTAAGCCACTTGATTCATGTGATGGTAGTAGTAGTAGTAGTA -
GGGTACTTCACTTTGTGGTAAGCCACTTGATTCATGTGATGGTAGTAGTAGTAGTAGTAG
Kk Kk ok kK ok kK ok kK ok kK ok ok ko ok ko ko ok ko ok ok ok ok ko ok ko ok ko kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk kK
-—-TTGGAGAAGGTAAAAAGAAGAAACTTTCTGGTGGAGCAATTGCTGGTATAGTAATTGG
TATTGGAGAAGGTAAAAAGAAGAAACTTTCAGGTGGAGCAATTGCTGGTATAGTAATTGG
]k Kk ok kK ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok k ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok k ko k ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok k kK
TTGTGTTGTTAGTTTGCTTTTGCTTCTTTGTTTGCTGTTTTTCTGTTGTAGAAAAAGGGG
TTGTGTTGTTGGTTTGCTTTTGCTTCTTTGTTTGCTGTTTTTCTGTTGTAGAAAAAGGGG
Kok ok k ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ko ok ko k ko ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko ok k ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
TAAAAAAGAAACAAGATCTGCTGATAGTGGTG
TAAAAAAGAAACAAGATCTGCTGATAGTGGTG

KAAIAA KA XK A R AR Ak AR A A XA A XA AR AKX KA K

GTGCTCAACTTTCCATGTCTGTACCATTAGAACATGATTATATAGGTCTATCAGAACCTT

GTGCTCAACTTTCCATGTCTGTACCATTAGAACATGATTATATAGGTCTATCAGAACCTT
Kok Kk ok kK ok kK ok ok ok ok ok ko ok ko ok ko kK ko ok ko ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko kK ko ok ok ok ok ok kK ok Kk Kk ok
CTTTAATGGAAAAAAGTTCTGATAAGATTTCTTCTTCTTCTTCTTC---CTCTGTTCTCA
CTTTAATGGAAGAAAGTTCTGATAAGATTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCCTCTGTTCTCA

KAAKKAAKAKR KA AR I AR A A I A A XA A XA AR A A XA A XA AR AR KA KR KK kK Kk kK Kk kK Kk k Kk



HDN-05 118 ACCTGAAAGAGACTGAGCTGAGACTTGGGTT
S. tuberosum 121 ACCTGAAAGAGACTGAGCTGAGACTTGGGTT
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Figur 7. Sammenligning af sekvenser for seks udviklede SSR mellem 90-HAG-15 forzelderen eller HCDHDN
afkom (HDN-02, HDN-05, HDN-45 og HDN-135) og Solanum tuberosum (kartoffel). Stjerner indikerer identiske
nukleotid enheder. Primer sekvenser er understreget, og den repetetive sekvens er markeret med fed skrift.

Afledt arbejde
PA LKF har den opkvalificering, der er sket som falge af projektet, abnet for en vifte af nye
muligheder.

I projektet ”Udvikling af et nyt verktoj til foredling af ekologiske kartofler med hej naturlig
skimmelresistens vha. DNA-markerer” undersgges, om skimmelresistensen i et par af de ungarske
sorter fra Sarpo-foradlingsstationen er forbundet med bestemte SSR-kombinationer. Vi ved, at
resistensen er knyttet til et R-gen og let brydes. Hvis man vha. markerer kan udpege sorter med
flere R-gener, vil deres resistens vare vesentlig mere holdbar.

I projektet Glykoalkaloider i kartofler” er der identificeret to SSR, der flankerer et gen for
glykoalkaloidindhold i knolde. Disse SSR indgar i de 55, der bliver kert pa alle sorter, og kan derfor
benyttes til at vurdere glykoalkaloidindholdet i nye krydsningspartnere.

Det er planlagt at samkere SSR-data med en raekke forskellige egenskaber som terstof,
friteringsfarve, udbytte og resistenser for alle malte sorter for pa den méde at prove at finde
brugbare sammenhange, der kan udnyttes i foredlingen.

Konklusion

Projektet har veret en stor succes. LKF’s personale er blevet i stand til selvstendigt at udfere DNA-
arbejde og et stort antal sorter er analyseret. Resultaterne indgar i hej grad i
krydsningsplanlegningen og som et nedvendigt fundament for videre udnyttelse af DNA-
teknikkerne.

Denne overforsel af viden er sket i sidste gjeblik, da der ikke leengere arbejdes med
kartoffelmarkerer ved DJF.

Offentliggerelser vedrerende projektet
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