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Multifunktionella genetiska markorer
— en raddningsplanka for hotade almar

* En genetisk markér ar ett avsnitt av
arvsmassan, som kan anvandas for att beskriva
arftlig (genetisk) variation.

* Vi utvecklade de férsta markdrerna av
typen mikrosatelliter fér slaktet alm. De har
hypervariabla markérerna gor det bland annat
moijligt att identifiera kloner som &r resistenta
mot almsjukan och att utreda almarnas
taxonomi.

* Vi anvidnde mikrosatelliterna tillsammans med
forsok i plantskola for att kartldgga genetisk
variation hos vresalm (Ulmus laevis), ett av
Sveriges mest séllsynta ddellovtrad.

* Resultaten pekar pa att vresalm ofta innehaller
unik och/eller hog genetisk variation, bade
mellan och inom olika geografiska regioner, ett
faktum som talar fér att manga populationer
bor bevaras.

Figur 1. Unga vresalmar vid Pustnds plantskola i Uppsala. Infor-

mation om bland annat tridens hojd, frosthérdighet och tidpunkten
for knoppbristning ger besked om den hdr sdllsynta artens formdga
till anpassning i en _foranderlig miljo. Men for att underldtta ett beva-
rande behovs dven kunskap om variationen i DNA!



et dr inte bara den lilla alm-

splintborren, dverforare av den

fruktade almsjukan, som far
tradforskare i genetik runt om i Europa att
sld sina kloka huvuden ihop. Hoten mot
almarna, i synnerhet mot vresalm, Ulmus
laevis, dr flera. Aktiviteter i skogsbruket
gOr att mdnga av vixtplatserna forsvinner.
Idag finns vresalm, ett av Sveriges mest
sallsynta 16vtrid, enbart 1 Mittlandsskogen
pi Oland.

Det ar hir “mikrosatellit-markdrerna”
kommer in. De ir ett genetiskt verktyg
for att beskriva arftlig variation, kunskap
som kan vara en mojlig raddningsplanka
for almarna.

Vad ar en genetisk markor?

En genetisk markor dr ett avsnitt av en
gen eller ett litet fragment av DNA.
Markdorerna anvinds for att identifiera
vad som ir en individ eller en population,
eller for att bestimma positionen for en
gen pa kromosomen. Mikrosatelliter 4r en
typ av markor som forekommer rikligt i
arvsmassan. Frekventa forindringar (mu-
tationer) gor att mikrosatelliter hos olika
individer ofta varierar i hog utstrackning.
Dirfor utnyttjas de bland annat till att
studera hur gener flodar mellan och inom
populationer eller utreda hur mycket

inavel som finns.

Vi utvecklade de forsta mikrosatellit-
markorerna for alm (Whiteley m.fl.
2003a). I Faktarutan beskrivs tekniken
bakom mikrosatellit-analysen.

Almarna - viktiga inslag i den svenska
adellovskogen

Vresalmen dr ett ovanligt ddellovtrad. I
stora delar av utbredningsomridet vixer
vresalm 1 strandnira skogar, ofta tillsam-
mans med manga andra sillsynta arter. I
Sverige forekommer arten i ett ca fem
mil lingt omrdde i och runt Mittlands-
skogen pi Oland. Bestinden bestir av
ndgra fi trid och utgdr artens nordvistliga
utbredningsgrins. Enligt svensk rodlista
ir vresalm klassificerad som Sarbar (Tul-
nerable — VU). Hoten beror framfor allt
pd att vixtplatserna forstors genom av-
verkning och omforing till mer produktiv
skogsmark.

Vresalm 4r bara ett av minga exempel
pa rodlistade arter i ddellovskogen, for
ovrigt den skogstyp som hyser flest antal
hotade vixt-, djur- och svamparter. Ut-
bredningen av ddellovskogarna i Sverige
liksom 1 Ovriga Europa minskar paral-
lellt med att efterfrigan pa kvalitetsvirke
och kraven pd forbittrad 16nsamhet 1
skogarna okar. Detta ir ett komplicerat

faktum med tanke pd ddellovskogarnas

rika biodiversitet.

Kombination av metoder avslgjar
variationen

I ett doktorandprojekt undersokte vi den
irftliga (genetiska) variationen hos flera
populationer av vresalm (Figur 2) med
olika metoder.Variationen i DNA analy-
serades dels med vira egna mikrosatelliter
(Figur 3 och faktaruta), dels 1 kloroplas-
terna (dir fotosyntesen sker). Variationen
for bland annat hojd och frosthirdighet,
liksom tidpunkten pa véren for knopparna
att brista, registrerades ocksi i plantskola
under tre dr (Whiteley m.fl. 2003b). De
hir karaktirerna dr viktiga for att traiden
skall kunna anpassa sig till sin ridande
miljé och 6verleva framtida forindringar
1 miljon.

Men vartor skriver man en hel avhand-
ling om genetisk variation hos vresalm?
Kunskap om genetisk variation 4r ett cen-
tralt omrdde inom bevarandegenetiken:
genetisk variation fungerar som en buffert
for att populationer skall kunna anpassa
sig till fordndringar 1 miljon. Variationen
fungerar ocksa som “byggstenar” for fram-
tida bruk om man vill bevara eller foridla
vixtmaterial med olika gener. Information
om hur variationen fordelar sig mellan
och inom populationer gor det mojligt
att utforma limpliga bevarandestrategier
for en art. Populationer som prioriteras for
ett bevarande kanske ligger i utkanten av
artens utbredningsomrade, eller innehéller
sarskilt hog eller unik genetisk variation.

Figur 2. Sju populationer av vresalm, Ulmus laevis, som ingick i vdra genetiska studier: 1) Hattula, Finland — strandzon vid skogsvattendrag,
2) Oland — blandskog; 3) Moskva - blandskog; 4) Lolland, Danmark — blandskog; 5) Mulde, Tyskland — strandndra skog; 6) Elbe, Tyskland

— strandndra skog; 7) Garonne, Frankrike — strandndra skog. Det skuggade féltet visar artens hela utbredningsomrade, och de sma oppna

cirklarna visar forekomsten av enstaka populationer.



Figur 3. Exempel pad variation i mikrosatellit-DNA, synligt som toppar pd en kurva, hos tre

vresalmar (A-C). Mikrosatelliten har en repeterande enhet som dr tre baspar. Skalan overst

visar langden (mdtt i baspar) av mikrosatellitfragmentet. Har tridet en topp betyder det att

bada kromosomerna bér samma variant (allel) av genen (dr homozygot). Ett trid med tvd

toppar betyder att kromosomerna har tva olika alleler (iir heterozygot).

Tiid A dr homozygot och bida allelerna idr 174 baspar. Trid B dr heterozygot och har en

allel pa 174 baspar och den andra allelen pa 177 baspar, d.v.s. det dr en repeterande enhet

som skiljer allelerna. Tiidd C dr ocksa heterozygot och har alleler som dr 165 och 177 baspar,

d.v.s. fyra repeterande enheter skiljer allelerna. I det hér exemplet finns genetisk variation mel-

lan de tre triden.

Stor genetisk variation hos vresalm

Vira torsok visade att variationen 1 mikro-
satellit-DNA var relativt stor (fyra till dtta
olika varianter av gener pa specifika platser
iarvsmassan) (se Figur 3 for ett exempel).
Frimst bidrog vresalmar frin Frankrike
och Finland till olikheterna mellan po-
pulationerna. Inom populationerna var

variationen hégst pa Oland och vid Elbe

och ligst i Frankrike. Forvinande nog
var det den stora och centralt placerade
ryska populationen som hade mest inavel.
Flodet av pollen och fr6 har kanske varit
for litet fOr att resultera i hog genetisk
variation.

De 2 400 triaden i plantskolan var ocksa
mycket variabla bide inom och mellan
populationer (Whiteley m.fl., 2003a,

Tabell 1. DNA-markérer av mikrosatelliter som utvecklades for vresalm provades ocksd pd

ndgra individer av skogsalm (U. glabra), amerikansk alm (U. americana), sibirisk alm (UL

pumila) och lundalm (U. minor). I tabellen anges ifall markérerna varierade (V) eller inte

varierade (Ej V) inom arterna, eller om resultaten inte gick att tolka ordentligt (-)

Markor Vresalm Skogsalm Amerikansk Sibirisk Lundalm
alm alm

Ulm2 \" \" \Y - \

Ulm3 \" EjV \" \"

Ulmé6 \" - - EjV EjV
Uim8 \" \ Vv - Vv

Ulm9 \" EjV \Y - EjV
Ulm12 \" - \Y - EjV
Ulm19 Vv - - EjV

Figur 1). Sydliga (tyska och franska) po-
pulationer drabbades mest av frostskador,
medan nordliga populationer (svenska
och ryska) “svarade” pd lingre nitter
och svalare temperaturer med att sitta
knopp och sluta vixa for att undvika
tidig hostfrost. Manga forsok har visat att
karaktirer viktiga for anpassningen ofta
har hog variation, dels for att de styrs av
minga gener (ir kvantitativa), dels for
att de pdverkas av miljon. For vresalm
skiljer sig markforhallanden mellan och
inom populationer. Dessutom ir fréerna
insamlade Gver ett stort omrade. Ett troligt
scenario dr att korsningar mellan triden
inte har skett slumpmissigt utan inom
mindre bestind, vilket 6kar den genetiska

variationen mellan bestinden.

Bevarande av alm

Triaden i var studie ar overlag genetiskt
olika varandra, ett faktum som talar for
att flera populationer bor bevaras. Detta
giller frimst den genetiskt sirpriglade
finska och den geografiskt avskilda fran-
ska, liksom de hotade Olindska almarna.
Bevarandet kan ske direkt pa vixtplatsen
(in situ) 1 anslutning till att de strandnira
ekosystemen skyddas frin piverkan av
minniskor. Utanfor vixtplatserna (ex
situ) kan almarna bevaras 1 plantager eller
frobanker.

I Europa finns ett samarbetsprogram
(http://www.bioversityinternational.org/
networks/euforgen/, EUFOR GEN),som
syftar till att langsiktigt bevara och nyttja
skogsgenetiska resurser. Almens bark ir
ett viktigt habitat for mdnga insekt- och
svamparter. Dessutom ar almtri ett kvali-
tetsvirke, anvindbart for golv och mébler.
Svenska insatser for att bevara genetiska
resurser av alm liksom 6vriga ddelloverid
ir 1 allminhet sillsynta, faktiskt firre 4n 1
minga andra europeiska linder. Detta ir
en situation som uppmanar till férandring,
inte minst med tanke pa riksdagens rikt-
linjer efter Rio-konferensen 1992. Dessa
innebir att nationerna sjilva ansvarar for
att sikerstilla den biologiska mangfalden
pé art-, ekosystem- och genniva. Beva-
randet pd den genetiska nivin innebir
alltsd att genetisk variation skall karteras
och forvaltas.

Markorerna medfor manga mojligheter
Minga linder 1 Europa tivlar om forsk-
ningsbidrag frin EU for att pd ett dyna-
miskt och hillbart sitt bevara och anvinda
genetiska resurser av alm. En uppgift ar
att foradla kloner resistenta mot alm-
sjukan, ett angeliget omride med tanke



pd de enorma forluster av alm i Europa
och Nordamerika som blev foljden av
epidemierna 1919 och 1972. Med marko-
rernas hjilp vill forskarna dels identifiera
kloner som ir resistenta mot almsjukan,
dels kontrollera att inte icke-resistenta
kloner ingir i olika lokala in situ- och ex
situ-kollektioner. Nir kloner har iden-
tifierats kan forskarna rekommendera
vilka populationer som skall ingd i en fro-
plantage, eller hur fropartier skall nyttjas.
En annan uppgift ir att ge rdd om hur
riktigt smd populationer kan 6ka sin
genetiska variation genom att nya trid
planteras in i populationen.

Potentialen hos vira mikrosatelliter,
och nu dven sidana som utvecklats av an-
dra (Collada m.fl. 2004), ir att de fungerar
for flera arter av alm, diribland skogsalm
(U. glabra) och lundalm (U. minor) (Tabell
1). Dirmed ir det m&jligt att undersoka
andra aspekter av genetisk variation. Ett
exempel ir att studera hur utbredd den

asexuella forokningen dr hos lundalm.
Detta dr en spinnande uppgift efter
upptickten att den engelska U. minor var.
vulgaris hirstammar frin en enda 2 000 ar
gammal klon (Gil m.fl. 2004)!
Mikrosatelliterna kan ocksd anvindas
for att skilja den allminna skogsalmen frin
den mer ovanliga lundalmen, liksom for
att studera omfattningen av korsningar
mellan arterna. Denna uppgift har hittills
véllat botanikerna huvudbry eftersom de
formkaraktirer hos blad, blommor och
froer som studerats paverkas av miljon.
Kanske kan dirmed det taxonomiska
mysteriet hos almarna snart vara 16st. Yt~
terligare en forhoppning (méjligen av det
mer teatraliska slaget) 4r att markorforsk-
ningen minskar risken for att naturvardare
terigen ska ta till civil olydnad for att
bevara almar, nigot som ju intriffade for
snart 40 ar sedan med tridkramarna i

Kungstridgarden.

Faktaruta, DNA-analys med mikrosatelliter

Mikrosatelliter ar hypervariabla fragment som bestar av ett antal korta upprepade enheter
av DNA, tex. ATGATGATGATGATGATG, (ATG),. | analysen med mikrosatelliter anvander
man sig av tva "primrar’, d.v.s. korta kdnda DNA-sekvenser, vilka faster pa specifika platser

pa varsin anda i narheten av det upprepade fragmentet. En DNA-kopiator masskopierar

mikrosatelliten mellan primrarna. Fragmenten sorteras efter storlek med hjélp av elektro-

fores. Nar strom kopplas pa, rér sig de negativt laddade DNA-molekylerna genom gelen

mot den positiva elektroden. Ju kortare DNA-fragmentet ar desto snabbare ror det sig

genom gelen. Om fragmenten ar markta med fluorescerande farg kanns de igen av ljus-

sensorer i apparaturen. Langden hos mikrosatelliterna bestams genom att de jamfors med

DNA-fragment av kénd storlek. [dag anvands ofta sekvenseringsmaskiner for att studera

skillnaderna i storlek mellan varianter av gener (alleler).
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