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Sammandrag

Under de narmsta artiondena kommer efterfrdganaidoka dramatiskt. Storre skordar
behdvs utan att odlingen kraver storre arealer allgander sig av mer resurser i form av
fossila branslen och vatten. Detta staller hoges kid jordbrukets odlingsteknik och grodor.
Dioika véaxter, vaxter med skilda hanplantor ochfflantor, star visserligen for en liten del av
matproduktionen men har finns en mojlighet attldffesera jordbruket kraftigt genom en
effektivare anvandning av odlingsyta, godsel odbeva Hos dioika vaxter ar det i regel
enbart det ena konet som ar av kommersiellt vareie et tar lang tid innan konsbestamning
av dioika vaxter ar mojlig genom morfologiska kagakr. Till exempel 6nskas en hoég andel
honor vid odling av humleHumulus lupulus), papaya Carica papaya) och havtorn

(Hippophae rhamnoides). Hos humle tar det tva ar innan kdnsbestamnimgska och nar
hanar har identifieras kasseras de och alla deses(gddsel, odlingsyta och vatten) som
lagts pa dem &r resultatlosa. Genom att identifiérahos dioika vaxter tidigt med hjalp av
genetiska markdrer kan man undvika detta resuessl@senetiska markorer har fordelen att
man inte behdver vanta tills plantan visar kons$igaomorfologiska karaktéarer (dess DNA
ar detsamma oavsett alder). | denna uppsats adrgadltvd PCR-baserade (Polymerase
Chain Reaction) markortyper, mikrosatellit- och STAarkorer. Den nuvarande
anvandningen av de tva markortyperna undersoks$racttiden for konsbestamning av
dioika vaxter diskuteras. Denna sammanstallningrnps en stor potential hos bagge typerna
av genetiska markorer och urskiljer tva huvudsakiityecklingsvagar som tekniker kan folja
i framtiden.

Inledning

Befolkningsdkningen och en 6kad inkomstniva komfdedubbla varldsbehovet av mat fram
till 2050 (Tilmanet al. 2011). Jordbruket maste darfor bli effektivare, met ska produceras
med mindre resurser. Den nuvarande foradlingstaktéor 1dg och kommer att leda till att
mer mark behover tas i ansprak for matprodukticay@ al. 2013). Det ar problematiskt da
det ofta inte finns tillrackligt med mark for atika odlingsarealen och dessutom leder 6kad
odlingsareal till mindre biologisk mangfald. Eneattativ vag framat ar att utveckla metoder
och grédor som sparar pa resurser samtidigt soniskdkar (Rat al. 2013).

Med dagens biotekniska framsteg finns kraftfullentker for att framstélla genmodifierade
organismer (GMO). | grédor som a&r GMO har man atsgénav en klippa-och-klistra-teknik
dar gener flyttas inom eller mellan artgranserneni@odifikation har en stor potential att
mota utmaningen som det 6kade matproduktionsksté#er. Exempelvis har en bakteriegen
overforts till bomull Gossypium hirsutum), majs Zea mays) och aubergineSplanum
melongena) dar den uttrycker ett insektsgift (Jacobseal. 2013). En styrka med GMO é&r att
den inte begransas av den genetiska variationen @voart, vilket skiljer tekniken fran den
traditionella vaxtforadlingen.

Ett stort problem fér GMO inom Europa ar dock degativa uppfattning som allmanheten
har om GMO, ndgot som aterspeglas i EU:s restakfigar. Utanfor EU, i till exempel USA
ar daremot majoriteten av de stora grédorna GMO\(BR003). Oavsett vilken teknik som
anvands i framtida vaxtforadling bor den vara alir@etraktad som séker (Bohra 2013).
Darfor inriktar sig denna uppsats pa forbattringaden traditionella vaxtforadlingens
metoder. Har begrdnsas man av den genetiska vaeatinom arten och inga gener flyttas
mellan arter. Den storsta flaskhalsen i vaxtforigin ar for tillfallet fenotypisk klassifikation
(Poczaiet al. 2013) och utvecklingen av en ny sort tar 12-155&rqlap 2011). Genom att
tidigt karakterisera fenotypiska drag kan darfam tlidsodande vaxtforadlingen snabbas pa.
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Det finns tre huvudsakliga verktyg for att na deti@l: morfologiska karaktarer, biokemiska
markorer och genetiska markorer (Kunegal. 2009).

Bade morfologiska markarer (till exempel fruktmgsseh biokemiska markarer (till exempel
halten av ett visst enzym) har nackdelen att manbedva vanta tills plantan &r mogen nog
att visa sina karaktarer (Kumetral. 2009). Med hjalp av genetiska markérer kan man
undvika denna nackdel. Genetiska markoérer finrigldillgangliga i vaxten oberoende av
alder och vilken del av vaxten som helst kan angéridr analys; DNA finns i alla celler.

Eftersom dioika vaxter, vaxter som har skilda hanfir och honplantor, enbart utgér sex
procent av alla blomvaxter (Renner och Ricklefs3)3 dessa inte av lika stort kommersiellt
varde som monoika vaxter. Det finns anda kommeétrsidlade dioika vaxter som humle
(Humulus lupulus), papaya Carica papaya), hampa Cannabis sativa) och havtorn

(Hippophae rhamnoides). Hos humle tar det hela tva ar innan kdnsbestignkean ske med
hjalp av morfologiska karaktarer (Jalgel. 2008). Darfor finns det ett stort intresse for att
utveckla metoder som kan anvandas for att sorentaekt oonskat kon fran odlingarna tidigt,
for att da spara bade resurser och odlingsutryniiilewicz och Sawicki 2013).

Denna uppsats handlar om genetiska markorer somd@jéghet att bestimma konet pa
dioika vaxter och besvarar hur tva typer av PCRyfRerase Chain Reaction)-baserade
genetiska markoérer anvands idag och diskuterarkekras framtid. Mer specifikt kommer
denna uppsats att fokusera pa de tvda PCR-basetatlkarna SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region) och anvandandandvosatelliter som ger mojlighet att
tidigt kdnsbestamma dioika véxter. Har nedan komamatt beskriva mikrosatellit-DNA
och hur det anvands for konsbestamning. Dareftitaiar jag SCAR-markorer och dess
anvandning och slutligen kommer teknikernas fongelackdelar och framtid att diskuteras.

Mikrosatellitmarkdrer och SCAR-markaorer

Mikrosatellitmarkorer

Mikrosatellit-DNA &r korta repetitiva sekvenser p& baspar. Det kan beskrivas som
mononukleotid, dinukleotid, trinukleotid, tetranaktid, pentanukleotid eller hexanukleotid
beroende pa hur manga baser som ingar i den iiepaditheten (Kaliat al. 2011).
Polymorfismen i antalet mikrosatelliter kan forldarav replikationsfel dar sekvenslangden
Okas eller minskas (Ellegren 2004). Mikrosatelltt® kallas aven SSR (Simple Sequence
Repeat) eller STR (Short Tandem Repeats) (Kahlgh 2011). Ett exempel pa en SSR ar
tetranukleotidsekvensen GATA som repeteras n garager (Parasni al. 1999).

Mikrosatellitmarkorer ar vanligt forekommande oémi utspridda i genomet hos bade
eukaryota- och prokaryota organismer (Zane 200@ndde eukaryota organismerna skiljer
vaxters och djurs mikrosatellitsekvenser sig ais Maxter ar den vanligaste repetitiva
dinukleotidenheten av sorten AT medan det hoséatjwanligare med AC och TG. Skillnaden
i uppbyggnad av mikrosatelliter kan darfér anvan@astt bestamma om ett prov kommer
fran ett djur eller en vaxt (Powed al. 1996). Aven andelen mikrosatelliter skiljer sig rael
olika organismer. Hos vaxter och faglar ar mikreisandelen i genomet lag medan fiskar
har en hog andel mikrosatelliter. Andelen mikrolisee i genomet styr vilken effektivitet

som kravs av metoden som anvands vid mikrosatightifiering (Zane 2002).

En genetisk markdr bor ha vissa egenskaper fiwasdt anvandbar, daribland stor allelisk
variation (polymorf) och vara spridd i hela genorfif@imaret al. 2009, Paridat al. 2009),
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krav som uppfylls av mikrosatellit-DNA. Polymorfign i antalet repetitiva enheter hos
mikrosatelliter &r hog (Kumar 2009). Denna typ alymorfism kallas langdpolymorfism. En
genotyp som uttrycker, till exempel kon eller froetssa, kan vara kopplad till ett visst antal
repetitiva enheter av en viss mikrosatellit ochayeratt identifiera mikrosatellitens langd kan
man darfor uttala sig om vilken fenotyp som vé&emmer att uttrycka. Kopplingen mellan
gener och mikrosatellit-DNA 6ppnar for applikatiomkr genotyper kan sarskiljas genom att
detektera mikrosatellit-DNA, vilket kan anvanddéradlingsarbetet (Parida al. 2009).

Mikrosatelliters funktion

Bade i och utanfor kodande regioner finns mikrditeoch deras funktion ar omdiskuterad.
| debatten finns tva sidor dar den ena anser &ttosatelliter &r evolutionart neutrala och utan
praktisk funktion medan den andra anser att de kimsfunktion och ingar i selektiva
processer. Let al. (2002) tar en mer forsonande ton och anser attebgigipr kan ha ratt
samtidigt. Mikrosatelliter kan d4, i vissa fall,razevolutionart neutrala, medan de i andra fall
ar av funktionell betydelse. Exempel pa foreslafymktioner hos mikrosatelliter ar
kromatinorganisation och genreglering @&.al. 2002). Att mikrosatelliter skulle vara
inblandade i genreglering hos véaxter stods av étasatelliter ar vanligare i 5’-UTR
(Untranslated Region) &n i 6vriga delar av vaxgensom (Liet al. 2004).

Isoleringen av mikrosatel liter

Innan man kan dra nytta av en mikrosatellit sa endeh identifierage novo. Denna forsta
identifiering av en mikrosatellit ar ett tidsodaratbete. Nar man har en kand
mikrosatellitsekvens kan daremot PCR-primrar dessdir att binda till den konserverade
kringliggande sekvensen (Kakhal. 2011) och langden pa mikrosatelliten kan bestammas
genom en PCR-reaktion och efterfoljande elektrafobeen hoga initiala kostnaden dvervags
av den kommande anvéandbarheten (Ketlia. 2011, Sivolap 2011). Karaktarisering av en
mikrosatellit med kanda flankerande sekvenser @i man utvecklat PCR-primrar som
amplifierar mikrosatellitfrekvenserna.
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Figur 1. Schematisk bild 6ver den traditionella ragatellitisoleringsmetoden (till vanster) samtve
mikrosatellitisolering med hjalp av RAPD-markoréh fdger). Omarbetad efter Zaeeal. (2002).

Foljande beskrivning av den traditionella mikro#ldteoleringsmetoden baseras pa Zane
(2002) och beskrivs av det vanstra flodesschetfiigii 1. Genomiskt DNA fragmenteras
med hjalp av restriktionsenzym, alternativt med dendre vanliga och mer ospecifika
tekniken sonikering (ultraljudsbehandling). Darefigeras DNA-fragmenten in i
bakterievektorer. Dessa odlas pa en agarplattardhybridiseringssond med en repetitiv
sekvens tillsatts. Den repetitiva sekvensen léttpd mikrosatelliter, som &ven de har
repetitiva sekvenser, och associeras med dessadidgbingssonden har en radioaktiv eller
fluorescerande tillsats och darfor kan de baktektsrer som har ett DNA-fragment med en
sekvens som matchar hybridiseringssonden detek&asseriervektorer som innehaller
DNA-fragment med mikrosatellit-DNA ar nu konstateoah dessa sekvenseras, isoleringen
av mikrosatelliterna ar klar.

Med sekvensdata av dessa mikrosatelliters flankieraekvenser — som ar konserverade i
hogre grad (Kaliat al. 2011) — kan PCR-primrar konstrueras som kan anwifddaatt
detektera polymorfism i antalet repetitiva enheBilinaden i antalet repetitiva enheter,
langdpolymorfismen, &ar karnan i anvandningen awaosi&tellitmarkorer.

Ett alternativt satt som innefattar farre steglasingen av mikrosatelliter ar att anvanda sig
av en eller flera PCR-primrar med godtyckliga selsex (eller repetitiva primrar), se hogra
flodesschemat i figur 1. De godtyckliga PCR-primeaamplifierar DNA-segment och kallas
RAPD-primrar, random amplification of polymorfic B?NN(Meyeret al. 1993, Zane 2002). |
fragment som ar amplifierade av RAPD verkar andetéaosatelliter vara hég (Zane 2002).
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Om RAPD atféljs av hybridiseringssonder som matkedoner med en repetitiv sekvens kan
tekniken anvandas for att fa information av deKmande regionerna efter en sekvensering
(Zane 2002). Denna l6sning kan ses som en genud@ramed den traditionella
isoleringsmetoden.

| dagslaget kan mikrosatellitprimrar utvecklas kirer sekvensdata (Kalit al. 2011,
Kantetyet al. 2002), och inte enbart ur riktade forsok att hiti&rosatellit-DNA pa de satt
som beskrivs ovan. Detta ar en konsekvens av lateaseringstekniker slagit igenom och en
stor méangd sekvensdata finns tillganglig i databdded hjalp av datorprogram kan
mikrosatellitmotiv identifieras i denna stora maasaekvensdata (Thiel al. 2002).

En sorts sekvensdata som anvands for mikrosalelttifikation & EST (expressed sequence
tag) som grundar sig pa omvant transkriberat mRDgtta innebar att mikrosatelliterna som
identifieras i EST ingar i en kodande region ¢t_al. 2004, Varshnegt al. 2005), vilket
medfor att de ar mer konserverade (Chalstaé 2005) &n mikrosatelliter i icke-kodande
regioner. Detta beror pa det selektiva trycket emtasramsforskjutning (Metzgdral. 2000)
vilket minskar mutationshastigheten. Fordelen med konserverade mikrosatelliter &r att
jamforande studier mellan arter kan goras (Ketlial. 2011). Mikrosatellitidentifiering fran

en sekvensdatabas ar sjalvfallet en mer kostnadsiefioch tidssparande metod jamfort med
att isolera mikrosatelliterna pa det traditionaldtet eller med hjalp av RAPD-primrar
(Varshneyet al. 2005) och flera mikrosatelliter som har isoleradfEST-databaser har varit
visat sig vara mycket anvandbara (Chabeirat. 2005).

Mikrosatellitmarkorer finns i bade kodande och i#k&lande regioner men antalet repetitiva
enheter i mikrosatelliter &r hogre i icke-kodanelgioner (Liet al. 2004). Mikrosatelliter fran
icke-kodande regioner ar éverlagsna EST-mikrosateltkorer i att skilja narbesléktade
genotyper at pa grund av sin hogre grad av polyisrar{Kaliaet al. 2011).

RAPD och SCAR-markdrer

RAPD kan anvandas aven pa egen hand for att iseatiDNA-polymorfism. Da anvands
randomiserade PCR-primrar for att identifiera [gmggimorfism i DNA. Dessa DNA-
fragments langdskillnader kan man korrelera medtaahs fenotyper och darmed anvanda i
vaxtforadling (Kumaet al. 2009). Det som skiljer dessa markorer fran
mikrosatellitmarkdrerna ar att de forra inte enltbastar av repetitiva enheter utan att
polymorfismen aven kan uppkomma fran deletionerinshrtioner av DNA (Paran och
Michelmore 1993). Fordelarna &r att inga sekverskidgtvs da primrarna ar randomiserade.
Nackdelen ar en lag reproducerbarhet da samma RGR3bIser kravs (Schierwater och
Ender 1993) vilket ar anledningen till att fokugeitiggs pd RAPD-markorer i denna uppsats.

RAPD-tekniken med efterfoljande SCAR-omvandlinggeérav de mest anvanda teknikerna
for kbnsbestamning av véaxter i nulaget, detta tatttsitvecklandet av RAPD-tekniken skedde
redan under tidigt 1990-tal (Milewicz och Sawickil3). Omvandlingen till SCAR-markorer
innebar att RAPD-markéren sekvenseras och langal§agpar) PCR-primrar designas for att
amplifiera en viss karakteriserad region, SCAR &Rarch Michelmore 1993). De langa PCR-
primrarna ger en mer specifik och dessutom repredbac amplifieringsprodukt (Milewicz

och Sawicki 2013) vilket ar en tydlig fordel jamféned RAPD-markorer (Kumast al.

2009).

Anvandbarheten av SCAR-markorer ligger i att polyfism kan méatas i langden pa de
amplifierade fragmenten eller den mojliga avsaknaaleamplifierat fragment (Paran och
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Michelmore 1993). Vanligen anvands SCAR vid konsiresing for att pavisa en

koénspecifik SCAR-markdr som antingen amplifierdsrehte (Mandolincet al. 1999,
Korekaret al. 2011, Milewicz och Sawicki 2013) men SCAR-markdan dven anvandas

for att detektera langdpolymorfism pa samma sétt sokrosatellitmarkorer (Paran och
Michelmore 1993, Leet al. 2010). Mikrosatellitmarkdrer ser enbart polymorfistom en
mikrosatellit medan RAPD-SCAR kan se polymorfisuilken del av genomet som helst.
Genetiska markorer funna med primrar av godtyckdigvens ar idag en av de mest anvanda
markortyperna (Poczat al. 2013).

Hur anvands SCAR och mikrosatellitmarkorer inom vaxtforadlingen?

Mikrosatelliter kan anvandas for analyser av skagpsforhallanden mellan arter (Holtein

al. 2002). Till foljd av den hdga polymorfismen i amatepetitiva enheter hos mikrosatelliter
kan de anvandas for att sarskilja ner pa indivik sortniva (Meyer 1993). Den héga
polymorfismen kan ockséa utgora ett problem da nsitellitsammansattningen kan variera
mellan populationer inom samma art (Jadtsal. 2008) och darmed forsvara utvecklandet av
universella primrar for kdnsbestamning (Zane 2002krosatelliter fran kodande regioner ar
vardefulla nar man ska atskilja sorter som ar relét¢ade eftersom det da kravs en hogre
grad av polymorfism.

Inom vaxtforadling kan mikrosatelliter anvandasettt deras koppling till gener klargjorts
genom sa kallad genkartlaggning (gene mappind)eXdmpel har virusresistensgerrgms
identifierats hos kornHordeum vulgare) och mikrosatelliten QLB1 har konstaterats vara
associerad med denna (Tyrdtaal. 2008). Associationen mellan mikrosatellit och
resistensgen 6ppnar for anvandning av en simpekeik dar primrar for QLB1 anvands
for att kontrollera om en individ har resistensger&ven jordgubbar har identifierande
mikrosatelliter med tillhrande PCR-primrar med ligbjeten att skilja pa olika
jordgubbssorter (Bruning al. 2010). Bade sortidentifikation och resistensgertifikation
har betydelse i foradlingsarbetet dar man vill koréxter med gynnsamma genuppséttningar.
SCAR-markorer kan aven, i likhet med mikrosatallismvandas for att kopplas till
resistensgener (Clehal. 2014) eller for sortbestamning (Yasgal. 2013).

Denna typ av anvandning kommer jag inte inrikta pag detta arbete. Istallet for
anvandning inom det aktiva foradlingsarbetet (datemar nya varianter) har jag intresserat
mig for kdnsbestamning av vaxter genom mikrosatedirkorer.

Konsbestamning med hjalp av mikrosatellitmarkérer cch SCAR-markorer

En tidig kbnsbestamning av dioika grodor gor defligtdatt tidigt kassera vaxter av oonskat
kon. Dari finns en potential att kraftigt forbatttensamheten for bénder genom att minska
resurssloseriet (Parasmtsal. 1999). Ett effektivare jordbruk, och darmed ettdémmare, ar
viktigt for att foda framtidens befolkning. Har jiéit exempel pa hur konsbestamning med
hjalp av mikrosatellitmarkorer och SCAR-markorenkanyttjas i ett antal olika dioika
vaxter (varav tre ar representerade i figur 2) d@hmed bidra till ett effektivare jordbruk.



léig‘Jr 2. Ett urval av dioika véxter. Fran 6vre viahiérnet och upp knat
papaya och i mitten muskotnot. Foto: Stock.xchng.

medsols: humle, hamptaguis,

Humle

Humle odlas fér den kdda som honplantorna producetasom anvands vid 6lbryggning.
Problemet &r att fenotypiska karaktarer som gonuiligt att skilja en hona fran en hanne
syns forst nar plantan ar tva ar (Jaksal. 2007). En tidig konsbestamning skulle kunna
spara odlingsyta och resurser som slosas bortm@draorna inom kommersiell odling.
Narvaron av hannar forsamrar dessutom kvalitetasndea kdda som honorna producerar
(Jakseet al. 2007). Det finns nio par autosomala kromosomerettpar kdnskromosomer i
humle. Precis som hos manniskan ar konskromosorhmagen XX definitionen av en hona
och XY en hane. Nar man letar efter en mikrosasé&ilinad kopplad till kon sker detta i
kénskromosomerna.

Jakseet al. (2007) anvande sig av mikrosatellitmarkéren HIAG#om utvecklades av Stajner
et al. (2005) och kunde koppla férekomsten av en vissdangmikrosatelliten (antalet
repetitiva enheter) till kon. Med andra ord kund&ngsatellitmarkérens langdpolymorfism
kopplas till konet pa humleplantan. HIAGA7-markéenplifierade 35 olika
langdpolymorfismer (allelvarianter) i de testadenheindividerna (n = 174). | jamférelsen
mellan honplantor och hanplantor visade det sigratlleler enbart fanns hos hanar och 14
alleler enbart hos honor. Tva olika korsningaradss och i den ena fanns ett DNA-fragment
av langden 165 baspar hos alla hanar medan ett fP&ifent av langden 210 baspar
hittades hos samtliga hanar i den andra korsniQgpsect al. 2007). Ytterligare bevis for att
allelen av 210 baspar ar kopplad till hanlig femodly att den fanns i de plantor som visade
hermafroditisk karaktar. | dessa fall uppstod madvid amplifieringen vilket troligen harror
fran en XXY mekanism som ligger bakom den hermafisich karaktaren (Jakstal. 2007).

En styrka med att anvanda HIAGA7-mikrosatellitmasgar att den ger en
amplifieringsprodukt hos bade hanar och honor. HM@narkoren bor darfor ge tva band
oavsett kén och utifran langden pa dessa DNA-segdras en slutsats om kon. Detta innebéar
att en misslyckad amplifiering inte misstolkas settrfaktiskt resultat da avsaknad av band
alltid identifieras som en misslyckad amplifieri@@@kseet al. 2007).



Hampa

Tillsammans med humle ingar hampa i familjen Caimad®ae och konsbestamningen styrs
pa samma som hos humle (XX = hona, XY = hane). Hacla honor av hampa véxer i olika
takt och darmed ges en ojamn fiberkvalitet vid mglav bada konen pa samma falt. For att
forbattra fiberkvaliten dnskas enkdnade odlingsfalt

Rodeet al. (2005) anvande sig av 15 mikrosatellitprimrar, satigare utvecklats av Gilmore
och Peakall (2003), i tva skilda populationer ampa. Forfattarna kopplade tre polymorfiska
mikrosatelliter till kon i den ena populationen aamnpolymorfisk mikrosatellitmarkar till kon

i den andra. Tyvarr visade det sig att ingen awosétellitallelerna foljde den forvantade
segregationen hos avkomman till fullo. En del akcawman hade en konspecifik langd pa sin
mikrosatellitallel som inte 6verensstamde med plastaktiska kon. Detta var troligen pa
grund av rekombination mellan markérer och ett kilnss (Rodezt al. 2005).
Rekombinationen leder till att konsbestamningea kan ske med full sakerhet.

Havtorn

Havtorn ar aven den dioik och det ar honornas feokt ar av kommersiellt varde. Korelear
al. (2012) har utvecklat en metod som baseras pa SCaARérer for att kunna utfora en tidig
kbnsbestamning. Utan denna genetiska markor bemmdaevanta till férsta blomning for att
konsbestamning ska kunna ske, vilket drojer tréytib ar (Korekaret al. 2012). Vid tidigare
forsok till kbnsbestamning av havtorn med hjalphakrosatelliter har man anvéant sig av ett
for fa individer och enbart speciella varianter (&karet al. 2012).

Korekaret al. (2012) identifierade en konspecifik SCAR-markor ganatt samla in DNA

fran 20 honor och 20 hanar och, med hjalp av ransknade RAPD-primrar, amplifiera
DNA-fragment. Bandmaonstret hos honor och hanar ¢édels och de RAPD-primrar som gav
konsspecifika band anvandes sedan pa de 20 hoachri20 hanarna separat och
konsspecifika band bekraftades. De konspecifikalearsekvenserades och en RAPD-
markors sekvens anvandes for att konstruera en S@aMRor. SCAR-markéren amplifierade
ett 386 baspar langt DNA-fragment i alla honor nmeiigen amplifiering skedde hos
hanarna, vilket gor att den kan anvandas for kistabaing.

Papaya

| en kommersiell papayaodling ar det 6nskvart ndzhet fem procent hanar. Denna andel
hanar racker for att pollinera honorna som da gt {Parasnigt al. 1999) och en storre
mangd hanar skulle inte bidra till nagot kommelsigirde. Tyvarr bestar en odling av halften
hanar och halften honor. Efter sex till atta mamad@ man identifiera hanarna och 90
procent av dessa kasseras (Paragrals 1999). Om man i ett tidigt stadium kunde ta bort
dessa hanar skulle man spara resurser och ge suliiggnme for fruktgivande honor.

Chaves-Bedoya och Nufiez (2007) identifierade enRARrkor som enbart amplifierades i
hanar och hermafroditer. Denna RAPD-markér omvatedidill en SCAR-markor som
amplifierades till ett 369 baspar langt fragmemanar och hermafroditer men inte i honor.
Darmed kan kon bestammas genom en genotypisk uikahéng. Att bade hanar och
hermafroditer amplifierar SCAR-markéren antyderdeth befinner sig pa Y-kromosomen
(Chaves-Bedoya och Nufiez 2007).

Chili

| chili (Capsicum annuum) kan SCAR-markoérers langdpolymorfism anvandasaftr
detektera sterilitet hos hanar (Leteal. 2010). SCAR-markorer anvands for att ge en
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amplifieringsprodukt eller inte (Milewicz och Saki2013) som exemplen pa papaya och
havtorn. Denna markor ar inte utvecklad for atskiip hanplantor och honplantor men visar
att langdpolymorfism kan anvandas for att atskilgfenotyper aven hos SCAR-markorer.
En deletion av 42 baspar orsakar sterilitet ocmdé@n identifieras med hjalp av en SCAR-
markor utvecklad av Leet al. (2010). Denna markor amplifieras bade i fertila etdrila

hanar och genom att langdpolymorfismen detektemasian se om hanen ar steril eller inte,
vilket ar anvandbart bade i foradlingsarbetet odlri kommersiella odlingen.

Diskussion

PCR-baserade genetiska markérer som SCAR och mailelbter har stor potential att
forandra odlingen av dioika vaxter till det battFean att ha slosat resurser och tid pa
ofruktsamma hanar (eller oénskade honor) kan amiégdn av vatten, gédning och
arbetsinsatser effektiviseras genom en tidig kdirsgs

Anledningen till mikrosatellit- och SCAR-markorestora potential ar att de kan uppfylla
manga av de krav som stalls pa genetiska markdvenaret al. (2009) anser att en genetisk
markor ska vara: mycket polymorf, vanlig forekommamch utspridd igenom hela genomet,
samt enkel, snabb och billig att detektera. BadaRS@arkorer och mikrosatelliter kan
uppfylla dessa krav.

Antalet amplifieringsprodukter har betydelse

SCAR och mikrosatelliter har stora likheter da bEiggn anvandas for att identifiera
langdpolymorfism. Om de utvecklade PCR-primrarngléiarar ett DNA-fragment hos bade
hanar och honor fast av varierande langd ar dédipka anvandningen identisk. Vanligtvis
anvands daremot SCAR tekniken for att amplifietdD&A-fragment enbart hos honor eller
hanar (Milewicz och Sawicki 2013), som med de utlete SCAR-markdrerna i papaya
(Chaves-Bedoya och Nufiez 2007) och havtorn (Koretkalr 2012). Narvaron av amplifierat
DNA-fragment efter en PCR ger svar pa om plantaandrona eller hane.

En fordel med denna typ av binara klassifikatiosts{positivt eller negativt) ar att inga
bandjamforelser behdver goras, endast nérvaro alifearad PCR-produkt ar ett resultat i
sig. Darmed bor tekniken lattare kunna undvikaadbétsintensiva momentet att anvéanda sig
av gelelektrofores, nagot som har pekats ut somimder i vagen for storskalig anvandning
(Ibitoye och Akin-ldowu 2010). PCR-baserade teknikian behov av gelelektrofores
tillampas i djur och manniskor men tekniken ar amme tillganglig for vaxter i stor
utstrackning. Ett exempel pa PCR-baserad teknik itdnov av gelelektrofores och som
anvands pa vaxter ar identifieringen av sterilaanav 16k Allium cepa) med hjalp av SNP
(Single Nucleotide Polymorfism) (Alcakt al. 1997). Allelspecifika PCR-primrar kan
omvandlas till SNP-markorer (Ibitoye och Akin-ldow010), vilket rattfardigar det fortsatta
utvecklandet av mikrosatelliter och SCAR-markorer.

En nackdel med ett binart klassifikationstest sken for ett falskt resultat. Om PCR-
reaktionen av nagon anledning inte fungerar konufeeatt ge ett falskt negativ. Det leder da
till en eventuellt felaktig kbnsbestamning eftersawsaknad av amplifieringsprodukt tolkas
som ett resultat. Enligt Bruningsal. (2010) maste atskiljandet av genotyper ske genom at
man ser pa flera markorer samtidigt. Risken fofadskt negativt resultat kan éverkommas
genom att markoéren ligger pa X-kromosomen, vilkexpkfieras hos bade hanar och honor.
Denna teknik kan utnyttjas med bade mikrosatelliktieer och SCAR-markorer. Om SCAR-
markoren som Chaves-Bedoya och Nufiez (2007) utaedeldkulle ha varit X-
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kromosomspecifik istallet for Y-kromosomspecifikue denna metod ha haft en inbyggd
kontroll mot misslyckade PCR-reaktioner. Genomhattor skulle ge tva
amplifieringsprodukter (tva X-kromosomer) och haearamplifieringsprodukt (en X-
kromosom) skulle inga hanar undgéa detektion. Med-#momosomspecifik markor kan
darfor en misslyckad PCR-reaktion identifieras.tBér mer onskvart jamfort med en Y-
kromsomspecifik markor dar hanar kan undga detektid en misslyckad PCR-reaktion och
leda till en onddig investering | termer av vatteih gédning som skulle ges till hanplantorna
(Jakseet al. 2008).

Ett annu sakrare satt som dessutom kan identifienaafroditer ar att anvanda sig av en
markor som amplifieras pa bade X-kromosomen ochidfAdsomen men déar en specifik langd
pa amplifieringsprodukten star for konsbestamningackdelen med denna metod ar att
gelelektrofores kravs for att jamfora amplifieripgsdukternas storlek.

Jakseet al. (2007) anvande sig av inbyggd kontroll nar de idiemade en

mikrosatellitmarkdr som kunde skilja pa honplargoh hanplantor av humle. Tva
amplifieringsprodukter gavs av honor och av hanan het var enbart hos hanar som det
fanns en amplifieringsprodukt av langden 210 bagpanom att jamfora bandbredder kunde
honor och hanar skiljas at men aven hermafroditedk urskiljas. Hermafroditer gav tre
amplifieringsprodukter i PCR-reaktionen, ett avsdelband var det hanligt associerade med
langden 210 baspar. En misslyckad PCR-reaktiorieskuéd denna inbyggda kontroll kunna
identifieras genom avsaknaden av amplifieringspktetu

SCAR-markoérer kan aven de anvandas genom att desatteras langdpolymorfism (Paran
och Michelmore 1993) men denna anvandning ar ititeedd inom kénsbestamning
(Milewicz och Sawicki 2013). Ett exempel pa en SCARrkér med potentiell
kdonsbestamningsformaga genom identifikation avd@otymorfism &ar den som har
utvecklats av Leet al. (2010). Den har utvecklats for att upptacka stetilos hanliga
chiliplantor inom vaxtféradlingsarbetet men vistrlangdpolymorfism kan anvandas aven
for SCAR-markorer.

Styrkor och svagheter hos mikrosatelliter och SCAR

Utvecklandet av mikrosatelliter i kodande regio(tes T-mikrosatelliter) har en fordel
gentemot SCAR-markorer da en utvecklad EST-mikeditaimed lite tur, kan anvandas pa
narbeslaktade arter. Ett sddant exempel ar utvegekdi av PCR-primrar till vetd(iticum
aestivum) dar 55,12 procent av de utvecklade PCR-primréfBastycken) visade sig vara
anvandbara aven i korkl¢rdeumvulgare), vilket visar att EST-mikrosatelliter kan vara
konserverade Over artgranserna (Gupt. 2003). Utvecklingen av EST-mikrosatelliter far
darmed ett hogre varde jamfort med SCAR-markoraedaltatet kan bli mer anvandbart
eftersom EST-mikrosatelliter potentiellt kan anvasdflera narbesléktade arter. De exempel
pa mikrosatellitmarkorer som anvands for konsbesiégnsom har diskuterats i denna text
har inte varit isolerade fran EST-databaser.

Identifiering av RAPD-markorer som leder fram SICAR-markorer kan lata enkelt da man
anvander sig av randomiserade primrar for att kiftesspecifika amplieringsband. |
praktiken kan man dock behdva testa ett stort &A&D-primrar innan man lyckas
identifiera ett konsspecifikt band. | Chaves-Bedogh Nufiez (2007) behdvdes det bara 32
RAPD-primrar for att identifiera ett hanspecifikhffment i papaya. | jamforelse kravdes det
dver 700 RAPD-primrar for att identifiera tva SCARarkorer (som amplifierade samma
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fragment) som kunde skilja honplantor fran hanganen viss korsning av sparris
(Asparagus officinalis L.) (Jianget al. 2007).

Generella styrkor och svagheter med PCR-baseradekmiker

Att anvanda sig av PCR-baserad teknik har sinaeférach nackdelar. BAde SCAR-markérer
och mikrosatellitmarkoérer kraver sekvenseringsd@tatt primrar ska kunna designas, vilket
ar en nackdel jamfort med RAPD-markorer dar randenaide primrar anvands.

Tva ytterligare anvandbara tekniker vid konsbesiagessammanhang som inte kraver
sekvensdata &r RFLP (Restriction Fragment Lenglyniwofism) och AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorfism) (Milewicz och Sawi@ki13). Vid RFLP anvands
restriktionsenzym med malet att fa konsspecifikadsérukturer och vid AFLP anvands
restriktionsenzymer for att fa fram fragment awess langd som senare amplifieras av
randomiserande primrar (Kumetral. 2009). Bagge dessa tekniker kraver stor massa
framrenat DNA (Kumar 2009). AFLP har visat sig vargcket kraftfullt da en mangd
information fas av varje gelelektrofores med efifghde sekvensering och denna teknik kan
efterféljas med utvecklandet av SCAR-markorer (Novget al. 2005). Renheten och
mangden DNA som kravs innebar daremot att PCR-adsdekniker har fler foérdelar jamfort
med RFLP och AFLP vid storskalig anvandning inorakaenmersiella jordbruket.

Antalet mikrosatelliter som karaktariseras 6kaah&en och darmed minskas den initiala
kostnaden for dem som vill anvanda sig av mikrdkmearkorer da de inte behover
identifierasde novo (Kalia et al. 2011). Dessutom medfér den vaxande mangden selatansd
nya, mer kostnadseffektiva l6sningar att ident#igrikrosatellitede novo (Varshneyet al.
2005). Detta forminskar de nuvarande nackdelarrmmkrosatelliter.

Slutsats

Det finns tva huvudvagar att ga i utvecklandet @RPhaserade konsbestamningstekniker.
Den forsta ar att anvanda sig av en binar typ akkénaom antingen amplifieras eller inte hos
ett visst kon. Denna typ av markér bor kombinerasl iera markoérer for att undvika falska
negativa resultat vid misslyckade PCR-reaktion@n Bndra huvudvagen ar att anvanda sig
av en markor som ger amplifieringsprodukt hos Héatear och honor men dar antalet
amplifieringsprodukter eller en specifik langd papdifieringsprodukten star for
konsspecificiteten. Denna typ av markér har i digesi nackdelen att en gelelektrofores kravs
for att tolka resultatet av PCR-reaktionen. Dest@ragen utnyttjas oftast av SCAR-
markaorer (Milewicz och Sawicki 2013) och den andigen av mikrosatellitmarkérer men
bada har potential for bagge tillampningarna.

Det finns mer effektiva tekniker, som SNP-base@@&-tekniker, men dessa &r inte
kostnadseffektiva i nulaget (Tyrleaal. 2008). Sivolat (2011) papekar att kostnaden for
utvecklingen och anvandningen av genetiska markdggr ett allvarligt problem. |
utvecklandet av nya grodor med hjélp av genetisigkérer ar mikrosatelliter det basta
alternativet i dagslaget (Tyrleaal. 2008). Om man sammanslar dessa slutsatser fratagivo
(2011) och Tyrkat al. (2008) aterstar att mikrosatelliter ar ett brarakiv bland séamre men
att tekniken behéver bli billigare. En vision Ibyoch Akin-ldowu (2010) uttrycker &ar att
kunna automatisera utvinnandet av DNA ur I6v o¢bgrera detta i PCR-reaktionen. Denna
forenkling av tekniken, i synnerhet om man samtitligkas hitta ett alternativ till
gelelektrofores, skulle 6ka anvandbarheten och ddmefterfrdgan. En 6kad forsaljning av
tekniken skulle troligen leda till en prissankniféigre produktionskostnad per enhet) vilket
ytterligare okar intresse for tekniken.
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Ett &terkommande tema i flera sammanfattningsartisin framtiden for genetiska markorer
(Ibitoye och Akin-ldowu 2010, Cob# al. 2013) &ar den nuvarande bristen pa samarbete
biologer pekas ut som essentiellt for att utvecila tekniker, forbattra befintliga och att fa de
befintliga och framtida teknikerna ut i praktisladtnadseffektivt och storskalig anvandning.
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