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SAMMANFATTNING

Anvindning av genteknik inom vaxtfoéradlingen har under de senaste tjugo aren blivit allt
vanligare och insdttning av ett fatal gener for att forbattra enstaka egenskaper i for 6vrigt bra
viaxtmaterial ar ett bra verktyg for att fa en mer effektiv foradling.

I den hir studien undersoktes hur fruktkvaliteten i1 dpplen av den icke-transgena sorten
’Jonagold’ paverkades av grundstammar transformerade med den rotningsforbéttrande genen
rolB. Applena kom frin grundstammarna M26-rolB, M9-rolB1 och M9-rolB2 samt icke-
transgena kontroller av M9 och M26. Kvalitetsparametrarna som analyserades var vikt,
storlek, farg, fasthet, socker- och syrainnehdll, kvoten TSS/TA, vitamin C samt totala fenoler i
fruktkattet respektive skalet.

Den transgena grundstammen M26-rolB gav storre dpplen én den icke-transgena M26.
Klonen M9-rolB1 gav fastare och sétare frukter dn kontrollen, medan M9-rolB2 enbart gav
sétare frukter 4n kontrollen och dessa skillnader ir bara positiva for fruktkvaliteten. Ovriga
analyserade parametrar i dpplena skiljde sig inte signifikant mellan kontrollerna och de
transgena grundstammarna. De skillnader som fanns mellan transgen och icke-transgen
grundstam kan bero pa genen rolB, men dven andra faktorer som skordestorlek och varierande
mikroklimat kan vara orsaker, men har inte tagits med i1 berdkningarna i denna studie.

Utifran resultaten kan slutsatsen dras att fruktkvaliteten i *Jonagold’ inte i ndgon storre
utstrackning paverkas av rolB-transformerade grundstammar av M9 och M26. Anvéndandet
av genen skulle darfor kunna var ett bra sétt att for att forbéttra rotningen och dirmed ge en

effektivare produktion av svagvixande dppelgrundstammar utan negativa effekter i dpplena.



ABSTRACT

Gene technology has become more and more attractive in plant breeding during the last
twenty years. This is probably because it can readily improve the existing commercial
cultivars that have only one or a few drawbacks by modifying one or a few genes without
changing the main genetic constitution. In this regard, gene technology is more effective than
conventional breeding.

The aim of this project was to analyze the fruit quality of the non-transgenic apple scion
‘Jonagold’ grafted on non-transgenic and rolB-transgenic apple rootstocks. The rootstocks
used were M9-rolB1, M9-rolB2, M26-rolB and non-transgenic controls M9 and M26. The
fruit quality parameters analyzed were size, weight, colour, firmness, total soluble sugar
(TSS), acid (TA) content, the ratio of TSS to TA, vitamin C and total phenols.

The results showed that M26-rolB had larger fruits than the control M26, while M9-rolB1
and M9-rolB2 had higher sugar content, and M9-rolB1 showed higher firmness. These
differences are positive for the fruit quality. The rest of the analyzed parameters did not differ
significantly between the transgenic rootstocks and the control. It is uncertain that the
differences observed are due to rolB or other factors such as crop load and micro climate.
Further studies are required to confirm this.

The conclusion from this study is that rolB does not obviously influence the fruit quality
of apple cultivar ‘Jonagold’ grafted on the transgenic rootstocks of M9 and M26 .Therefore
the gene could be used for improving the rooting capacity of rootstocks for commercial

production, consequently increasing the production efficiency.



TACK TILL

Jag skulle vilja tacka de personer som pa olika sitt hjdlpt till och bidragit under detta projekt.
Forst och framst vill kan tacka min handledare Li-Hua Zhu for att hon togs sig tid att instruera
vid laborationer och gav viardefulla kommentarer under skrivandet. Sedan vill jag tacka
Karl-Erik Gustavsson for vénlig hjdlp med HPLC-analysen och Annelie Ahlman for att ha
bistatt i labbet. Slutligen tackar jag Carin Emanuelsson for att hon fyllt i ndgra av mina luckor

vad géller datorkunskap.



INNEHALLSFORTECKNING

1

2

3

INTRODUKTION...cciivnricesccsneicsssssrrecssssssacsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 7
Lol ADPDIEN oottt 7
I R O L Yo U 0 o O TR PP PPRTRP 7
A o1 (o (1T U SPSRSPS 7
1.1.3 GrUNASTAMMEA ....oieiiiieie ettt sttt et e b e eseesbeenbesneesreeeens 8
I 1o i (=1 R [ = T o] o USSR 9
1.2 FIUKERVALIEET ....eeeiiiiiie ettt ettt eeate e e e ettt e e e e eaaee e e eeanaeeeenns 9
1.2.1 ViKt, StOrlek OCh TArg ......oovee e e 10
1.2.2 FASTNBL ...t ettt b e b ne e ns 10
A T To 0 (=] o 151 - RS 11
AV | - 1441 o TSP 11
L.2.5 FBNOIEE ..ttt bbb 12
1.3 Vixtforadling med hjélp av genteknik ............oooieiiiiiiiiiiiiie e 13
1.3.1 Transformering med AgrobacteriUm..........c.coueruererireninisieieie e 13
1.3.2 GENEN TOIB ...ttt b e r e ne s 14
L4 SYTLC 1ottt ettt ettt e n ettt e b et e beeteeneeneeneas 15
MATERIAL OCH METODER .....cciicinniiiinnnnnnicsnssnnsicsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 16
2.1 VAXIMALETIAL...coitiiiiiieiiie e ettt e e et e e e e e e nnee e 16
2.2 MEEOAET ... e e ettt e e e et e e e e aae e e e e eaaa e e e e eetaaeeeeetaeeeeenraeaas 16
2.2.1 VIKE OCN STOFIEK ...t 16
2.2.2 G etttk b e R ettt e he e e be e eRe e e be e nhe e e beeanreereen 16
2.2.3 FASTNEL ..ottt 17
2,28 SOCKET ..ottt bttt b et b et et nbe et e nre et 17
) (- VO PRSP OPPOPRP PRI 17
2.2.5.1 BErGKNING @V SYTA....ccuiiiiiiiiieiiieiieeiie ettt sttt ettt e teeteesabe e b e saseenbeens 17
2.2.6 SOCKEI/SYI@ ....ecueeieeeiiiee ettt ettt e e e te e te e seesbeesaeeneentaeaeeneesraeeens 17
2.2.7 VITAMIN Coooeee ettt bttt e b et e s sbeetesneenbeebe s 17
2.2.7.1 Standardkurva for askorbinSyra ..........cccveevvieriieiiiiiiieeiieiecie e 18
2.2.7.2 Berdkning av vitamin C.........coceeviriiniinieniinierie ettt 18
2.2.8 FRINOIBK ... bbb bbbt eneas 19
2.2.8.1 FIUKEKOEET .....eeeeiii ettt ettt e e eesareeeaneeens 19
2.2.8.2 SKALCL ....eetieitieteeieeitee ettt ettt ettt ae e eneene e 19
2.2.8.3 Standardkurva for fenoler............ccooeiieiiiiii i 19
2.2.8.4 Berakning av fenoler .........ccveeiieiiiiiiieiiecie et 19
2.2.9 StatiStiska ANAlYSEr ........c.oiiiiieie e e 20
RESULTAT uuciiiiiiniiiccscnniccsssnsscsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssss 21
31 VKL et e e b e e e aa e e e tt e e e bt e e e beeeeaaeeanbeeeareas 21
3.2 SHOTLEK ..ottt ettt ettt e st e e baeeabeenbeeetbeensaeerbeebeeesaeenraens 22
TR N O 1 O OO O T PP 23
R IR B O 13 14 1< ARSI 24



35 SOCKET .ottt ettt ettt —————————————————————— 25

3.0 TITEIDAT SYTA ..ecuuiieiiieiiie ettt ettt ettt ettt et e st e et e s st e eabeesateeabeesnbeenbeesateenseasnseenseans 26
3.7 SOCKEI/SYTA ....veieiieiiieeiieeite ettt ettt ettt e et e e e e et eesseeesseessaessseensaessseensaessseenseasssennseens 27
3.8 VITAMIN € ..ottt ettt e e et e e st e e et e e e taeeesbeeessaeeesseeesnsaeennseeesneas 28
3.8.1 Standardkurva fOr askorDINSYra...........cccciveiiiiieiice e 28

R 21<) 1 o) [ TR 29
3.9, 1 FrUKEKOTEEE ... 29
30,2 SKAIEL ...ttt ne s 30
3.9.3 Standardkurva for fENOIEN ..o 30

4 DISKUSSION ..ccuuiiviirinsninsensessnissesssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 31
4.1 VIKt OCh STOTICK ....eoniiiiiieceeee et st 31
B2 FATE ettt ettt ettt e et e bt e st e et e et e e b e e 32
A3 FASTREL ..ttt e 32
44 SOCKET ....veieiee ettt ettt e et e e et e e e bt eeetaee e abeeesseeessaeeessbeeesbeeeenbeeeesseeeesreeenreeennes 33
4.5 TITEIDAT SYTA ..ecuuviiieiiieeiiieeiieeeitteeeeiteeetteeeteeesteeessseeennseeessseeassseesnseeeenseeensseeensseesnsseesnns 34
4.0 SOCKEI/SYTA ...ttt sttt ettt ettt st ettt sbe ettt sae et et e saeenaens 34
AT VIEAIMIN C .ottt ettt et b e et bt e st et e e 35
4.8 FONOICT.....eiiiiiieiie ettt et e et e e et e et e e e tbeeeabeeeaaeeebaeeenbeeeeasee e abeeennreeennns 35

5  SLUTSATSER .. iirtiniininseissenssissaissesssissssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 36
6 REFERENSER.......iiiitintininticennecssiesssssesssissssssssssissssssessssssssssssssssssssssssssssassss 37



1 INTRODUKTION

Idag odlas dpplen pé alla kontinenter och 2007 uppgick vérldsproduktionen till drygt 64
miljoner ton (FAO, 2008). I Sverige dominerar &pplen den totala fruktproduktionen med
24 000 ton under 2006 (Jordbruksverket, 2008a). Den stora produktionen leder till att det
pagéar en stindig foradling for att forbattra vixtmaterialet sa att det passar for en modernare
och allt mer effektiviserad odling.

Vid traditionell véaxtfordadling kan det finnas problem med att fa fram en 6nskad egenskap
utan att paverka andra egenskaper. Med hjélp av genteknik ar det diremot mojligt att fordndra
i enbart en gen som styr en speciell egenskap. Vid foradling med genteknik ar det dock
nodvindigt att utvirdera att 6vriga egenskaper inte paverkas. Fruktkvaliteten ar en av de
viktigaste egenskaperna i dpple och i1 de sorter som finns idag anses kvaliteten vara hog. Vid

forddling av andra egenskaper én fruktkvaliteten dr det darfor viktigt att denna bibehalls.

1.1 Applen

1.1.1 Ursprung

Produktionen av dpple utgors idag framst pa trad av arten Malus x domestica Borkh. vilket &r
en korsning mellan Malus sieversii och ndgon annan art av Malus-slédktet (Luby, 2003). Malus
sieversii, vars ursprung édr Centralasien, spreds dver norra halvklotet f6r ca 10 000 ar sedan i
och med att minniskor borjade forflytta sig 6ver storre landomrdden. Pa de nya platserna

uppkom hybrider som utvecklades till nya arter (Harboe, 2001).

1.1.2 Forokning
Appeltrid for kommersiell produktion bestr vanligen av en grundstam dir en sort ympas

eller okuleras (Wertheim & Webster, 2003). Grundstammarna forokas vegetativt med
nedldggning eller sticklingar.

Nedldaggning innebér att 1 ar gamla moderplantor skirs tillbaka en bit ovanfor jorden sé
att nya skott vixer ut. Dessa ticks successivt med jord varefter de vixer, vilket gor att skotten
rotar sig och kan avldgsnas frdn moderplantan och anvéndas som nya plantor (Lal Kausal &
Sharma, 1995).

Forokning med sticklingar, antingen vedartade eller ortartade, ar inte lika utbrett som
nedldggning. Anledningarna ar att produktionen tar langre tid samt att det &r svarare att fa

sticklingarna att rota sig ndr modertrdden uppnatt adultfasen (Wertheim & Webster, 2003).



Vedartade sticklingar tas vintertid och drtartade under varen eller sommaren. Sticklingarna
doppas 1 vixthormonet auxin for att fa béttre rotning (Wertheim & Webster, 2003).

Nir de forokade grundstammarna uppnatt tillrdcklig storlek ympas eller okuleras den
onskade dppelsorten. Okulering, som sker pa sensommaren, anvdnds mest och innebér att
grundstammen snittas i barken och en vilande knopp av sorten placeras in under barken, binds
fast och vixer samman med grundstammen. Ympning brukar utforas under varvintern genom
att binda fast en hel kvist av sorten i en skéra i grundstammens bark sd att de vixer samman

(Wertheim & Webster, 2003).

1.1.3 Grundstammar
Den ursprungliga anledningen till att anvdnda grundstammar istéllet for att ha rotdkta sorter

var att sorterna kunde vara svara att foroka da de hade dalig rotning (Webster & Wertheim,
2003). Fordelar med grundstammen dr den kan ge en kontroll av tillvixten av den ympade
sorten, paverka fruktséttningen och skordestorleken samt ge resistens mot sjukdomar. Det
finns dven grundstammar som &r anpassade utifrén olika jordforutsittningar och klimat (Lal
Kausal & Sharma, 1995).

I den moderna produktionen anvinds vanligtvis svagvixande grundstammar eftersom de
ger laga tradd som &r enkla att skdrda, snabbt ger frukt efter plantering och ger kontinuerligt
frukt varje &r och dérmed blir odlingarna effektivare (Webster & Wertheim, 2003). Utbudet
av svagvéxande grundstammar ir relativt stor, men ett vanligt forekommande problem med
dem, frimst med M9 men ibland ocksa med M26, ar att de ofta dr svart att f4 dem att rota sig
(Webster & Wertheim, 2003)

MO idr en svagvixande grundstam ursprungligen fran the Malling Apple Rootstock Series,
och selekterades i Frankrike redan 1879, men har sedan dess selekterats ytterligare (Ferree &
Carlson, 1987). Idag dr det den mest anvidnda svagviaxande grundstammen f6r kommersiell
dppelproduktion 1 Visteuropa (Webster & Wertheim, 2003). Nackdelen med M9 ir den daliga
rotutvecklingen som gor att triden riskerar att falla omkull vid kraftig bldst om de inte pélas
upp ordentligt.

Grundstammen M26 ar resultat av en korsning av M9 och en annan av the Malling series,
M16, och borjade anvindas kommersiellt 1959 (Ferree & Carlson, 1987). M26 ar
svagvédxande, om dn lite starkare an M9 och har en lite béttre rotning samt hogre
vinterhardighet &n M9, vilket mojliggdr anvdandning dven i nordligare delar av Europa (Ferree

& Carlson, 1987).



1.1.4 Sorten 'Jonagold’
Appelsorten *Jonagold’ dr en kontrollerad korsning mellan *Golden Delicious’ och

’Jonathan’, som utfordes 1943 pd New York State Agricultural Experiment Station, USA
(Svensson, 2003). Efter tio ar selekterades *Jonagold’ och slépptes pd marknaden 1968
(Hampson & Kemp, 2003). Till Sverige kom sorten pa 1970-talet och dr idag sédrskilt populér
i Belgien dér den stér for 60 % av produktionen, men odlas dven i andra europeiska lander
samt Japan, Nordamerika och Australien (Hampson & Kemp, 2003).

Specifika egenskaper for *Jonagold’ dr en tidig och riklig fruktséttning som oftast sker
varje ar och sorten trivs bést i lite kallare klimat, vilket dr anledningen till att den &dr populér i
norra Europa (Hampson & Kemp 2003). Korsningen ér triploid och behdver darfor en annan
appelsort som pollinator, t ex *Aroma’ eller *Discovery’ (Svensson (2003).

Applen av *Jonagold’ beskrivs som medelstora till stora med litt konisk form (Hampson
& Kemp, 2003). Grundfargen pa skalet dr gult, med strimmor av den klarrdda tiackfargen och
skalet har en formaga att bli fett och blankt under lagringen av frukten. Fruktkdttet dr ljusgult
och saftigt, ganska fast men med viss grynighet och smaken &r aromatisk med lite syrlighet

(Hampson & Kemp, 2003).

1.2 Fruktkvalitet

Kuwvalitet i plantprodukter ar ett svardefinierat begrepp och som innebér olika saker beroende
pa vem som tillfrigas. Vilka kvalitetsparametrar som anses viktigast forandrar sig dven
genom produktionskedjan fran odlaren fram till konsumenten. Produktkvaliteten for odlare,
grossister och inom forskningen definieras ofta med egenskaper som &r enkla att méta
instrumentellt och objektivt. Konsumenten ldgger storre vikt pd sensoriska attribut, ddribland
arom, doft och munkénsla som till foljd av individuella 6nskemaél &r svarare att bedoma
(Abbott, 1999).

Flera av de instrumentella metoderna for att méta kvaliteten i1 dpplen har ursprungligen
tagits fram som verktyg for odlare for att avgora mognadsgraden och ddrmed
skordetidpunkten. Dessa omfattar framst storlek, fasthet, farg, socker- och syrainnehall.
Metoderna méste vara enkla och snabbt ge svar for att vara praktiskt tillimpbara. Under
senare ar har dven den nutritionella kvaliteten fétt storre betydelse, varfor kvalitetsanalyser
inom forskning pa dpplen ofta &ven omfattar amnen som kan ge bittre hélsa och forebygga
sjukdomar (Boyer & Liu, 2004).

Eftersom kvalitet i frukt dr ett sd komplext begrepp som byggs upp under hela tillvixten,

sa dr de paverkande faktorerna lika komplexa. I dpple ger den valda sorten vissa



grundforutsittningar for vilken kvalitet som kan forvintas. Faktorer forknippade med
produktionen &r val av sort, grundstam och odlingsplats, abiotiska forhallanden som
temperatur, ljus, och nederbdrd samt odlingsatgérder i form av beskirning, mineralnéring,
bevattning, gallring och skordetidpunkt (Lal Kaushal & Sharma, 1995; Johnston m f1, 2002).
Kvalitetsparametrar pavekas dock av olika faktorer i olika hog grad. Efter skord ar
forhallandena vid lagringen avgdrande for om hur ldnge kvaliteten bibehalls. En lag
temperatur, hog relativ luftfuktighet och hog halt CO, dr de viktigaste atgérderna for att

minimera kemiska forédndringar som kan ge sdmre héllbarhet (Johnston m fl, 2002).

1.2.1 Vikt, storlek och farg
For handel med dpplen finns EU-normer som klassificerar enbart utifran farg och storlek eller

vikt (Jordbruksverket, 2008b). Klasserna ligger till grund for prissattningen till odlaren och
avgor om frukten kan séljas till konsument eller till industrin. Att dpplena lever upp till dessa
krav dr dirfor en forutséttning for att de ska kunna foras ut pd marknaden. Storleken och
fargen pa dpplet har ocksd betydelse for hur littsald frukten ér till konsumenten som tenderar
att kopa de storre och rodare frukterna (Vangdal, 1985).

Férgen 1 dppelskalet bestér av flera olika pigment. Den grongula grundfirgen utgors av
klorofyll och karotenoider, medan den roda tickfiargen som de flesta dpplen far under
mognaden bildas av antocyaniner och flavonoler (Lancaster, 1992). Skalets farg forandras
under mognaden nér klorofyllet bryts ned till f61jd av enzymatisk aktivitet, samtidigt som

syntesen av de roda och gula pigmenten 6kar (Rana, 2006).

1.2.2 Fasthet
Ur kvalitetsperspektiv har fastheten betydelse pa flera sétt. En fastare frukt har en lingre

héllbarhet pa lagret och dr mindre mottaglig for sjukdomar, men framforallt har fastheten stor
betydelse for om konsumenten uppskattar produkten (Rana, 2006). For dpplen ar ritt fasthet
en kvalitetsparameter som gor att frukten upplevs som krispigare, saftigare och mindre mjolig
(Johnston m fl, 2002).

Fastheten beror cellviggens stabilitet och styrka och ér beroende av den kemiska
sammansittningen. Cellviggen dr uppbyggd av ett nitverk av cellulosa, sammanbundet av
hemicellulosa och pektin (Johnston m fl, 2002). Pektin finns dven 1 mittlamellen och bidrar
till att cellerna faster till varandra. P& grund av enzymatisk aktivitet under mognadsprocessen
omvandlas protopektin till 16sligt pektin. D4 blir cellvdggen blir mindre stabil och adhesionen

mellan cellerna forsdmras, vilket gor fruktkottet mjukare (Johnston m fl, 2002). Fastheten
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paverkas ocksa av turgortrycket i cellerna och frimst under lagring riskerar frukten att bli

mjukare till f6ljd av vattenforlust (Rana, 2006).

1.2.3 Socker och syra
Smak och arom i frukt paverkas av innehéllet av socker, syra och balansen dem emellan

(Daillant-Spinnler m fl, 1996).

Maingden 16sliga sockerarter 6kar under mognadsprocessen pa grund av att stirkelse och
hemicellulosa i cellviggen hydrolyseras till 16sliga sockerarter. Kvalitetsparametern TSS
(totable soluble solids) ger méngden 16sta &mnen i frukten och bestar av 16sliga sockerarter,
mineraler och syror (Rana, 2006). TSS brukar anvéndas for att ange sockerinnehéllet,
eftersom sockerarterna dominerar vérdet pd TSS. I mogna dpplen bestér sockerarterna till
storsta delen av fruktos, f6ljt av sukros och glukos samt dven en liten méngd sorbitol (Harker
m fl, 2002).

Syran i frukten avtar med mognadsgraden och under lagringen eftersom de organiska
syrorna bryts ned till socker (Rana, 2006; Kingston, 1993). I dpplen &r dppelsyra dr den
dominerande syran, men det finns dven bland annat mjolksyra, citronsyra och oxalsyra (Lal
Kausal & Sharma, 1995). Méngden syra anges ofta i mg dppelsyra/100 g friskvikt eller som
den titrerbara syran i fruktsaften 1 % (TA) och kvoten mellan TSS och TA i frukten visar pa
balansen mellan sott och surt. Kvoten ér en viktig parameter for fruktkvaliteten da den har

betydelse for smaken och aromen (Vangdal, 1985; Kingston, 1993; Rana, 2006).

1.2.4 Vitamin C
Vitamin C &r ett samlingsnamn for de olika &mnen som har biologisk aktivitet som L-

askorbinsyra (AA), bland annat den oxiderade formen dehydroaskorbinsyra (DHA) (Deutsch,
2000). AA syntetiseras i véxter fran olika enkla sockerarter och har viktiga funktioner i
vaxtens forsvar mot olika stressituationer (Davey m fl, 2000).

En av de mest vésentliga funktionerna hos AA dr som antioxidant och dirmed skydd mot
fria syreradikaler 1 bdde véxter och i djur. Fria syreradikaler dr skadliga &mnen som paverkar
lipider, proteiner och DNA negativt (Davey m fl, 2000). Den antioxidativa egenskapen
innebdr att amnena kan omvandla de fria syreradikalerna till mindre skadliga &mnen. I vixter
ar det av stor betydelse for att minska de skadliga effekterna av fotooxidation vid hoga
ljusintensiteter, medan hos ménniskan kan antioxidanter forebygga olika kroniska sjukdomar
och minska risken for cancer, hjart-kérlsjukdomar och gréstarr (Davey m fl, 2000).

Mainniskan kan inte sjdlv syntetisera vitamin C utan det dr ett essentiellt ndringsdmne som

vi framst fér 1 oss fran frukt och gronsaker. Brist pa vitamin C kan orsaka den allvarliga
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sjukdomen skorbjugg, som yttrar sig som bland annat blédningar 1 hud och tandkétt (Olmedo
m fl, 2006). I forhallande till hur mycket som konsumeras s kommer den storsta delen av
vitamin C i minniskans diet frin potatis och apelsiner. Applen innehéller relativt lite vitamin
C, men eftersom det dr en av de mest konsumerade frukterna i virlden ar innehéllet darfor inte
helt irrelevant (Davey m fl, 2000).

Innehallet av vitamin C i frukter och gronsaker paverkas av faktorer som godsling och
solinstrdlning, men dven sort, storlek, mognadsgrad och framfor allt hantering och lagring
(Davey m fl, 2000). Under lagring pagér en stindig enzymatisk aktivitet som oxiderar vitamin
C, men oxidationen minskar betydligt genom kylforvaring och minskar &nnu mer vid
frysning. Vid processning av produkter, till exempel vid kokning, forloras mycket vitamin C
eftersom det dr 18ser ut sig 1 kokvattnet (Davey m fl, 2000). Forlust kan ocksa ske nér vitamin
C utsitts for ljus, hoga temperaturer, hogt pH, syre, olika enzymer och metalljoner (Novakova

m fl, 2008).

1.2.5 Fenoler
Fenoler dr vanligt forekommande sekunddra metaboliter i vixter som kénnetecknas av att de

innehaller en aromatisk ring med en hydroxylgrupp, en sa kallad fenolgrupp (Taiz & Zeiger,
2006). I vaxten fungerar de fenoliska &mnena som en del av forsvaret mot patogener och stark
ultraviolett stralning, men kan ocksé ge fiarg och locka pollinatdrer. De fenoliska &mnena
delas in i tre huvudsakliga grupper, flavonoider, fenoliska syror och polyfenoler (King &
Young, 1999).

Innehéllet av fenoler i1 véxter paverkas av olika faktorer under odlingen, s som ljus,
néringstillforsel, vattentillgang och temperatur, men det finns dven variation mellan olika
sorter av samma groda samt for olika vidvnader i samma vixt (King & Young, 1999).

De fenoliska &mnena ar biologiskt aktiva och det finns indikationer pé att de kan ha en
hilsoframjande effekt hos midnniskan genom att vara antioxidanter och férebygga cancer,
hjért-karlsjukdomar, astma och diabetes (Boyer & Liu, 2004). Minniskans viktigaste kéllor
for fenoler ar te, rott vin och kaffe, men dven farska bér och frukter (Manach m fl, 2004).

Applen, framforallt skalet, r en killa for fenoler och innehaller i synnerhet olika
flavonoider, som quercetin och catechin, men ocksa den fenoliska syran klorogensyra, och

dessa har visat pa goda antioxidativa egenskaper (Boyer & Liu, 2004).
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1.3 Vaxtféradling med hjalp av genteknik

Vixtforadling pa traditionellt vis ar tidskrdvande och ineffektivt for att fa fram en 6nskad
egenskap utan att paverka andra egenskaper. Med hjélp av genteknik kan forddlingen goras
enklare genom att utgd fran redan relativt bra material och fordndra i enbart en gen, vilket gor
att andra egenskaper kan forbli opaverkade (Zhu & Welander, 1999).

Tillimpning av genteknik pa vixter innebér att fragment av DNA med 6nskade gener,
antingen frén andra véxter eller frdn helt andra organismgrupper, fors in i vixtceller eller
vaxtviavnader. Inférandet sker med hjélp av bakterie- eller virusvektorer eller direkt med
partikelkanon eller elektroporering och f6ljs av vdvnadsodling och mikroférokning for att
producera hela plantor (Chawla, 2002).

Forsta gangen frimmande gener, introducerade med hjdlp av genteknik, uttrycktes 1
véaxter var 1984 i tobak. Den forsta kommersiella grodan lanserades 1995 och var en potatis
med resistens mot Coloradoskalbaggen, till foljd av Bt-genen fran bakterien Bacillus
thuringiensis (Chawla, 2002). Idag omfattar odlingen med genetiskt modifierade grodor 125
miljoner hektar fordelade pa 25 lander véarlden 6ver och utgors frdmst av sojabonor, majs och
bomull, men dven hortikulturella grodor som tomat och squash féorekommer (ISAAA, 2009).

De egenskaper som introduceras ar frimst tolerans mot herbicider, resistens mot insekter,
virus och olika sjukdomar men pa senare tid d&ven gener som skall ge skydd mot abiotiska
stressfaktorer och for produktion av &mnen som omega-3 och vitamin A (Chawla, 2002;

ISAAA, 2009).

1.3.1 Transformering med Agrobacterium
Transformering ar en vilanvénd och effektiv metod for att fora in frimmande gener 1 véxter

for att dirmed kunna studera biologiska processer, ge nya egenskaper eller producera
sekundira metaboliter (Darbani m fl, 2008b). For 6verforingen av gener anvénds ofta
jordbakterien Agrobacterium tumefaciens som naturligt har egenskapen att kunna infektera
véixtvdvnader och ge karaktéristiska tumdrer (Zupan m fl, 2000). Tillvéxten av tumoren beror
pa att A.tumefaciens sitter in egna DNA-sekvenser (T-DNA) i vixtens DNA och T-DNA
innehaller gener som kodar for auxin och cytokinin som inducerar celldelning. Bakterien har
en tumorinducerande plasmid (Ti-plasmid) som omfattar T-DNA och virulensregionen (Vir).
Generna i vir stimuleras av fenoler fran vixter och transkriberar for proteiner som kan
overfora T-DNA till plantcellerna och transportera vidare in i cellkdrnan och sétta in T-DNA i

vaxtens kromosomer (Darbani m fl, 2008b).
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Nir A. tumefaciens anvinds som verktyg for att sétta in frimmande gener i vixter har den
tumorinducerade regionen tagits bort och ersatts med de gener som ska overforas. Generna
sdtts under en promotor som méaste kunna uttryckas av vixten. Dessutom anvinds ofta en
markdrgen for att kunna identifiera plantorna dér transformeringen lyckats (Darbani m fl,
2008a). Anvandningen av A. tumefaciens &r vilutbredd, vilket beror pé att metoden fungerar
pa manga olika vixtslag och vivnader samt att det ger en hog och stabil dverforing av

generna (Darbani m f1, 2008b).

1.3.2 Genen rolB
Agrobakterium rhizogenes ar en vanligt forekommande jordbakterie néra beslédktad med A.

tumefaciens och som identifierades da den gav hariga rotter i dppeltrad (Welander & Zhu,
2006). Bakterien innehéller en rotinducerade (Ri) plasmid med en sekvens av gener (T-DNA)
som kan Overforas till vixtens genom pa samma sétts som T-DNA i A. tumefaciens. Pa T-
DNA-sekvensen i Ri-plasmiden har lokusen rolA, B, C och D identifierats och dessa har
anvints vid transformering 1 forsok att forbéttra olika egenskaper i véxter, frimst
rotningsformagan. Vid transformering av véxter med rolB forbittras bade rotningsprocenten
och antalet rotter (Welander & Zhu, 2006).

Annu ir det inte helt siikert vad rolB har for funktion men studier tyder p4 att genen
antingen kan paverka signaleringsvdgen for auxin, dndra pa kinsligheten for auxin eller
paverka bindningskapaciteten for auxin (Welander & Zhu, 2006).

Idag &r rolB vilanvand inom bade agrikultur och hortikultur i frimst vedartade vixter for
att forbéttra rotningen, men kan dven paverka andra egenskaper som stamldngd och antal
noder (Welander & Zhu, 2006).

En forskargrupp vid omrédet for vaxtforadling och bioteknik, SLU Alnarp, har anvént sig
av rolB och transformering med Agrobacterium i ett forsok att forbittra rotningen i
grundstammar av frukttrdd som for vrigt har bra egenskaper. De transformerade plantornas
rotningsformaga forbattrades samtidigt som stamléngden minskade (Zhu m fl, 2007).

Projektet fortsatte med att de tva dpplegrundstammarna M9 och M26 ympades med fem
appelsorter (’Aroma’, ’Discovery’ ’Elise’, ’Elstar’ och *Jonagold”) for att utvardera hur den
transgena grundstammen paverkar den icke-transgena sorten och om det kan ske en transport
av genen dver ympstillet (Zhu m fl, 2007). Overlevnaden av ympkvisten och blomningen har
utvirderats, men ingen paverkan av transgenen har visats (Zhu m fl, 2007). Nista steg ar att
analysera om fruktkvaliteten i de inympade sorterna har paverkats av transgenen i

grundstammen.
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1.4 Syfte

Syftet med detta arbete var att undersdka om fruktkvaliteten i1 den icke-transgena dppelsorten

’Jonagold’ paverkades av grundstammarna M9 och M26 som blivit transformerade med

genen rolB.
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2 MATERIAL OCH METODER

2.1 Vaxtmaterial
Applen av sorten *Jonagold” ympade pa icke-transgena grundstammarna M26 och M9 samt

de transformerade klonerna M26-rolB, M9-rolB1 och M9-rolB2 anvéndes i detta projekt.
Traden planterades 2005 pa ett forsoksfalt vid SLU i Alnarp i sddra Sverige. Frukterna
plockades den 10 oktober 2008, slogs in i hushallspapper och lades i papperspasar omslutna
av plast. Direfter lagrades de 1 kylrum, 4°C, i 24 veckor till 24 mars 2009.

2.2 Metoder

For analys av vikt, diameter och farg anvindes tio frukter per grundstam. For att {3 tillracklig
méngd &pple till de olika kemiska analyserna delades de tio &pplena frin varje grundstam upp
i fem prov med tva dpplen i varje. Varje dpple halverades och halvan skars i tre klyftor. Sedan
slogs en klyfta frin var och en av de fyra halvorna och slogs ihop till ett prov. Applena till
analyserna av vitamin C och av fenoler frystes in 1 -80°C. Proven for fenolanalysen skalades
och skalen placerades i en egen pase. Materialet for analysen av titrerbar syra togs om hand

samma dag, utan att frysas in.

2.2.1 Vikt och storlek
Applena for varje kombination vigdes var och ett for sig och storleken erhdlls genom métning

med ett skjutmétt pa den storsta diametern.

2.2.2 Farg
For analys av skalets farg anvdndes Minolta Chroma Meter CR-200, som beréknade fargen

med fargsystemet L*C*H°. Systemet bygger pa fargsystemet L*a*b* framtaget 1976 av CIE
(Commission Internationale de I’Eclairage) (McGuire, 1992). L* star for ljusstyrkan och
anges pa en skala fran 0 (svart) till 100 (vitt), ett hogre virde ger dirmed en ljusare farg. C*
beskriver fargens intensitet eller méttnad och beréknas ur ett cirkelformat fargsystem dér a* ar
ro6d/gron koordinat och b* &r gul/bla koordinat och kan berdknas genom C* = V(a*)*+(b*)2. H°
ar vinkeln i firgsystemet och anger firgtonen, H°=tan™ (b*/a*). Det ger att om H° = 0° 4r
fargen rod, 90° ger gult, 180° ar gront samt 270° ger blatt (Lancaster m fl, 1997).
Colourimetern analyserade tre olika punkter pa skalet pa varje dpple och kalkylerade ett

medelvirde for L*, C* och H°.
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2.2.3 Fasthet
Fastheten pa dpplena analyserades med Effigy penetrometer FT 327 med 11,1 mm kolv pé tva

stéllen pa varje dpple, dir skalet forst hade avldgsnats. Fastheten méttes en géang pa solsidan

av dpplet (mest rod) och en ging pa skuggsidan (mest gul) och ett medelvirde berdknades.

2.2.4 Socker
Analysen for socker i form av TSS (total soluble solids) genomfoérdes med Precision

Instruments digitala refraktometer RFM 80, med mdjlighet att ange TSS i intervallet 0-95 %.
En droppe av juicen fran titreringen av syra (se 2.2.5) som varit infryst i -20°C, placerades pa
linsen med en pipett. Refraktometern gav den totala torrsubstansen i provet och anvindes som
ett ungeférligt matt pa andelen socker i provet. For varje prov gjordes analysen tvd gdnger och

ett medelvirde berdknades.

2.2.5 Syra
Syrainnehallet i analyserades genom titrering av fruktsaften. Appelklyftorna vigdes, skars i

bitar och finférdelades i Melissa Minihackare tillsammans med 30 ml milliporevatten. Det
homogeniserade provet centrifugerades 20 minuter 1 4°C vid 10 000 rpm. Dérefter hélldes
supernatanten over till ett mindre centrifugrér som centrifugerades ytterligare en gang i 20
minuter 1 4°C vid 15 000 rpm. Av den klara juicen pipetterades 5 ml och anvéndes till
titreringen efter spadning med 10 ml milliporevatten. Titreringen utférdes under
magnetomrorning till pH 8,1 med NaOH 0,05 M som titrant och med Metrohm 691 pH Meter.

Atgéngen volym titrant noterades och anvindes for beriikning av fruktsaftsyra.

2.2.5.1 Berakning av syra
Innehallet av syra, uttryckt i mg dpplesyra/100 g friskvikt (c) berdknades med formeln

c = a*t*c*100*67,05/(j*p) dér a ar volymen titrant, t ir totalvikten av det homogeniserade
provet med vatten, j dr volymen fruktsaft uttagen for titrering, p ér friskvikten av provet och

67,05 ekvivalensvikten for dpplesyra (Gustavsson, pers. medd., 2009).

2.2.6 Socker/syra
Forhallandet mellan socker och syra berdknades som kvoten mellan TSS och syrainnehéllet

uttryckt som titrerbar syra (TA) i procent.

2.2.7 Vitamin C
Prepareringen av provet infor analysen av vitamin C med HPLC utfordes i gront ljus for att

forhindra nedbrytning av den kénsliga askorbinsyran. De frusna dppelklyftorna tinades snabbt

1 plastpasar 1 vattenbad och hackades i smébitar. For varje prov vigdes 5 g in, upprepat tre
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ganger. Proverna mixades med Ultra-Turrax stavmixer tillsammans med 25 ml metafosforsyra
1,5 % 1 50 ml plastburkar och extraktionerna frystes in direkt 1 -80°C 1 vintan pd HPLC-
analysen.

Extraktionerna tinades i vattenbad och skakades om innan 1 ml pipetterades till
eppendorfror och centrifugeras 10 minuter 1 4°C vid 13 000 rpm. Av supernatanten
pipetterades 500 pl till eppendorfror. For att reducera dehydroaskorbinsyra (DHA) till
askorbinsyra (AA) tillsattes 550 pl av en 16sning av DTT, 11 mg/ml, pH-justerad med
K,HPO,. Proven fick reagera i drygt 30 minuter innan réren centrifugerades i 5 minuter 1 4°C
vid 10 000 rpm. Darefter fordes 600 pl 6ver till HPLC-vialer och analyserades med HPLC-
systemet LaChrome Merck Hitachi, dataprogrammet D-7000 HSM HPLC och kolonnen
Phenomenex Synergi 4u polar RP. Analysen genomfordes i rumstemperatur. Till den mobila
fasen anvéndes buffert med 20 mM KH,PO4 och 4 % metanol, justerad till pH 2,3 med
H;PO4. Detektorn var instélld pa 248 nm och tiden for varje prov var 15 minuter med flodet 1
ml/minut. Injektionsvolymen var 10 pl. Provens areor jamfordes med en standardkurva med

kdnda koncentrationer av askorbinsyra.

2.2.7.1 Standardkurva for askorbinsyra
Femtio mg askorbinsyra 16stes i 100 ml metafosforsyra 1,5 %. Losningen spaddes 10 ganger

med metafosforsyra. Av den spidda losningen blandades 20 ml med 25 ml DTT-16sning (11
mg/ml) till en koncentration av 40 mg askorbinsyra/ml. Av standarden pipetterades 1 ml till
eppendorfror och frystes in i vintan pé analys.

Standarden kordes i HPLC med injektionsvolym 2 pl, 5 pl och 10 pl, vilket gav méngden
askorbinsyra 80 ng, 200 ng och 400 ng. Den uppmitta integrationsarean anviandes for att rita

upp standardkurvan.

2.2.7.2 Berakning av vitamin C
Innehéllet av vitamin C, i form av askorbinsyra (AA), berdknades genom att provernas

integrationsarea uppmatt med HPLC jamfordes med standardkurvan som f6ljde linjen y =
1382x, dér x dr ng askorbinsyra och y integrationsarean dér riktningskoefficienten erholls
genom att tvinga kurvan genom origo. Midngden askorbinsyra/10 pl erh6lls av formeln x =
y*2,1/1382, dér 2,1 ar en faktor som korrigerar for spadningseftfekten som fés vid reduktionen
av askorbinsyra (Gustavsson, pers. medd., 2009). Mingden askorbinsyra uttryckt som
mg/100g friskvikt (c) beriknades med formeln ¢ = x*107*(v+0,85*m)/m* 100, dér x 4r ng
askorbinsyra i 10 pl, v dr volymen metafosforsyra i pl, 0,85 andelen vatten i det invigda

provet (torrsubstanshalten uppskattad till 15 %) och m 4r massan pa proveti g.
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2.2.8 Fenoler

2.2.8.1 Fruktkottet

Analyserna av fenoler gjordes spektrofotometriskt med Folin-Ciocalteau’s metod enligt
Dewanto m fI (2002). Appelklyftorna, som varit frysta i -80°C, tinades i en pase i vattenbad.
Provet homogeniserades 1 Melissa Minihackare. Av dppelmoset placerades 0,2 g 1 ett
eppendorfror och extraherades med 1 ml etanol 50 % 1 10 minuter pa en vibrator. Dérefter
centrifugerades provet i 13 000 rpm 1 15 minuter. Av supernatanten pipetterades 63 pl 6ver
till 1,5 ml-kyvetter tillsammans med 250 pl milliporevatten och 63 pl Folin-Ciocalteau’s
reagens, som fick verka i 6 minuter. Proverna fargades gula pa grund av en reaktion mellan
reagensen och provets innehall av oxiderbara fenolater (Dewanto m fl, 2002). Dérefter
tillsattes 625 pl Na,CO3; 7 % for att hoja pH 1 provldsningen vilket gjorde att fenolerna i
provet dvergick till fenolater (Dewanto m fl, 2002). Proverna fick reagera i 75 minuter innan
absorbansen ldstes av i Shimadzu Recording Spectrophotometer UV-240 Grapicord vid

vaglangden 765 nm. Absorbansen jamfordes med en standardkurva.

2.2.8.2 Skalet
De frysta skalen tinades i en pése i vattenbad och finhackades. Av det s& gott som

homogeniserade materialet vigdes 5 g in i centrifugror och extraherades med 25 ml etanol
50 % 1 10 minuter och centrifugerades 1 13000 rpm 1 15 minuter. Frn supernatanten
pipetterades 1 ml till eppendorfror. Fore analysen spidddes extraktionen till 50 %, genom att
32 ul pipetterades 1,5 ml-kyvetter tillsammans med 32 pl etanol 50 %. For ovrigt

genomfordes analysen pa samma sétt som for fenolinnehallet i fruktkottet.

2.2.8.3 Standardkurva for fenoler
En standardlosning framstélldes av 10 mg gallsyra som Idstes 1 10 ml etanol 50 % och

spaddes sedan till 40, 20, 10, 5 respektive 0 % i etanol 50 %. Standarderna behandlades pa
samma sétt som provlosningarna med Folin-Ciocalteau’s reagens och utifran den uppmatta

absorbansen ritades en standardkurva upp.

2.2.8.4 Berakning av fenoler
Det totala innehéllet fenoler i berdknades genom att provernas absorbans jimfordes med

standardkurvan som f6ljde linjen y = 0,057x+0,046, dir y ar absorbansen och x ar
koncentrationen gallsyra i procent. Provernas koncentration erholls dirmed av formeln

x = (y-0,046)/0,057. Totalfenoler uttryckt som mg gallsyraekvivalenter/g fruktkott eller skal (c)
berdknades med ¢ = x/100*v/m, dér x ar koncentrationen i procent, v dr extraktionsvolymen

etanol i ml och m ar friskvikten av proveti g.
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2.2.9 Statistiska analyser
Datamaterialet behandlades i programmet Minitab 15 med en envigs variansanalys

(ANOVA) och signifikansnivan p=0,05. Da signifikans fanns anvindes Tukey’s test for att
avgora vilka av grundstammarna som skiljde sig &t pd nivén p=0,05.
Standardkurvorna for analys av fenoler och vitamin C ritades upp som regressionslinjer i

programmet Microsoft Excel.
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3 RESULTAT

3.1 Vikt

Det fanns ingen signifikant skillnad i fruktvikt mellan transgen och icke-transgen grundstam
vare sig 1 M9 eller 1 M26 (figur 1). Vikten pa dpplena varierade mellan 161,9 g till 228,2 g {for
de fem olika grundstammarna och M26-rolB gav tyngre frukter &n M9 och M9-rolB2.
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Figur 1. Vikten pé dpplen av *Jonagold’ ympade pé grundstammar av M26, M26-rolB, M9, M9-rolB1 och M9-
rolB2. Varje stapel visar medelviirdet och standardavvikelsen. Staplar med samma bokstav var inte signifikant
skilda at, p=0,05 (n=10).
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3.2 Storlek

For M9 fanns ingen skillnad i fruktstorleken mellan transgen och icke-transgen grundstam
(figur 2). Den transgena M26-rolB gav storre frukter an den icke-transgena M26 och dven
storre frukter dn de tre grundstammarna av M9. Storleken pa dpplena var &dnda relativt jimn,

med diameter frdn 74 mm till 83 mm i genomsnitt.
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Figur 2. Diameter pa dpplen av Jonagold’ ympade pa grundstammar av M26, M26-rolB, M9, M9-rolB1 och
M9-rolB2. Varje stapel visar medelvirdet och standardavvikelsen. Staplar med samma bokstav var inte
signifikant skilda at, p=0,05 (n=10).



3.3 Farg

Fruktfargsanalysen gav tre olika vdarden for var och en av de fem kombinationerna, L* {6r
ljusheten, C* for mittnadsgraden och H° for vilken firgton dpplet hade. Applena var inte
symmetriskt fargade, utan den solbelysta sidan hade i de flesta fall den r6dstimmiga
tackfargen medan skuggsidan hade mer av den gula grundféargen.

Det fanns ingen skillnad mellan de transgena klonerna och respektive icke-transgen
kontroll (figur 3). Applen frin icke-transgena M26 var rodast av frukterna, med ligst virde pa
H° (37°). Klonerna M9-rolB1 och M9-rolB2 hade hogst varden pa H® och var ddrmed gulast

och skillnaden var signifikant mot icke-transgen M26.
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Figur 3. Firg pa dpplen av *Jonagold’ ympade pa grundstammar av M26, M26-rolB, M9, M9-rolB1 och M9-
rolB2. Varje stapel visar medelvirdet och standardavvikelsen. Storre H° innebir gulare skal, ligre H® innebir
rodare skal. Staplar med samma bokstav var inte signifikant skilda at, p=0,05 (n=10).
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3.4 Fasthet

For M26 var det ingen skillnad pa fastheten pa frukterna frén icke-transgen och transgen
grundstam (figur 4). Applen fran transgena M9-rolB1 hade fastare frukter #n icke-transgen
M9. Fastheten varierade fran 3,4 kg/cm? for MO till 4,1 kg/cm? for M9-rolB1. Eftersom
frukterna lagrats relativt lange, &r det rimligt att fruktkottet blivit mjukare under tiden.
Applena hade borjat bli lite skrumpna i skalet, vilket tyder pA mindre saftspinda frukter och

ddarmed lagre fasthet &n vid skord.
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Figur 4. Fruktfasthet pa fipplen av Jonagold’ ympade pa grundstammar av M26, M26-rolB, M9, M9-rolB1 och

M09-rolB2. Varje stapel visar medelvirdet och standardavvikelsen. Staplar med samma bokstav var inte
signifikant skilda at, p=0,05 (n=10).
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3.5 Socker

For M26 var det ingen skillnad mellan den transgena grundstammen med rolB och den icke-
transgena kontrollen i dpplenas halt av socker uttryckt som TSS (figur 5). Kontrollen f6r M9
hade ldgre halt socker dn de transgena klonerna M9-rolB1 och M9-rolB2. TSS i dpplena
varierade mellan 12,1 % (M9) och 13,6 % (M9-rolB2).
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Figur 5. TSS (total soluble solids) i dpplen av *Jonagold’ ympade pa grundstammar av M26, M26-rolB, M9,
M09-rolB1 och M9-rolB2. Varje stapel visar medelviirdet och standardavvikelsen. Staplar med samma bokstayv
var inte signifikant skilda at, p=0,05 (n=5).
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3.6 Titrerbar syra

Det fanns inga skillnader i méngden syra i fruktsaften mellan de transgena klonerna och de
icke transgena kontrollerna (figur 6). Syrainnehallet varierade fran 302 mg dppelsyra/100 g
friskvikt i dpplen fran M26-rolB, till 341 mg dppelsyra/100 g friskvikt i dpplen fran M26.
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Figur 6. Miingd syra i fruktsaften fran dpplen av *Jonagold’ ympade pa grundstammar av M26, M26-rolB,
M9, M9-rolB1 och M9-rolB2. Varje stapel visar medelvirdet och standardavvikelsen. Staplar med samma
bokstav var inte signifikant skilda at, p=0,05 (n=5).
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3.7 Socker/syra

Ingen signifikant skillnad i kvoten mellan socker och syra fanns mellan &pplena frén de olika

grundstammarna (figur 7). Kvoten varierade fran 39,7 for M26 till 44,6 for M9-rolB2.
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Figur 7. Kvoten mellan TSS och TA i dpplen av *Jonagold’ ympade pa grundstammar av M26, M26-rolB,
M9, M9-rolB1 och M9-rolB2. Staplarna visar medelvirdet och standardavvikelse. Staplar med samma

bokstav var inte signifikant skilda at, p=0,05 (n=5).
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3.8 Vitamin C

For innehéllet av vitamin C 1 frukten fanns ingen skillnad mellan transgena kloner och
respektive icke-transgen kontroll (figur 8). Vitamin C var ldgst i dpplena fran M26 och M9,
med 5,2 mg/100 g friskvikt och hogst, 6,0 mg/100g friskvikt fran M9-rolB1.

Vitamin C
(mg askorbinsyra/100g friskvikt)
o P, N W D U O N

1111

M26-rolB

Grundstam

M9-rolB1

M9-rolB2

Figur 8. Méngd vitamin C (askorbinsyra) i dipplen av *Jonagold’ ympade pa grundstammar av M26, M26-
rolB, M9, M9-rolB1 och M9-rolB2. Varje stapel visar medelvirdet av fem prov med standardavvikelse.

Staplar med samma bokstav var inte signifikant skilda at, p=0,05 (n=5).

3.8.1 Standardkurva for askorbinsyra
Standardkurvan for koncentrationen askorbinsyra i forhéllande till integrationsarean hade en

residualkvadrat (R?) pa 0,999 (figur 9).
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Figur 9. Standardkurva for méngden askorbinsyra i forhallande till integrationsarean fran HPLC-analys.
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3.9 Fenoler

3.9.1 Fruktkottet

Mellan kontrollerna och motsvarande transgena kombinationer fanns inga signifikanta

skillnader i mdngden fenoler i fruktkottet (figur 10). Méngden totalfenoler varierade fran 0,44

till 0,79 mg gallsyraevivalenter/g fruktkott och innehallet i M9-rolB1 var signifikant hogre édn

i M26-rolB.
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Figur 10. Totalfenoler i fruktkottet i dipplen av *Jonagold’ ympade pa grundstammar av M26, M26-rolB, M9,
M09-rolB1 och M9-rolB2. Staplarna visar medelvirdet i och standardavvikelse. Staplar med samma bokstav var
inte signifikant skilda at, p=0,05 (n=5).
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3.9.2 Skalet

I dpplenas fruktskal fanns inga signifikanta skillnader mellan de icke transgena kontrollerna

och de transgena grundstammarna (figur 11). Médngden fenoler var betydligt hogre én 1

fruktkottet, 1,66-1,95 mg gallsyraekvivalenter/g skal. Medelvérdet for M9-rolB2 var lagre dn

de Ovrigas, men inte signifikant pa grund av en stor spridning av datamaterialet.
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Figur 11. Totalfenoler i fruktskalet i ipplen av Jonagold’ ympade pa grundstammar av M26, M26-rolB, M9,
M9-rolB1 och M9-rolB2. Varje stapel visar medelvirdet och standardavvikelsen . Staplar med samma bokstav
var inte signifikant skilda at, p=0,05 (n=5).

3.9.3 Standardkurva for fenoler
Standardkurvan for totala fenoler, med koncentrationen gallsyra 1 forhallande till absorbansen

hade en residualkvadrat (R?) pa 0,995 (figur 12).
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Figur 12. Standardkurva for koncentrationen gallsyra i forhillande till absorbansen i spektrofotometer.
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4 DISKUSSION

Fruktkvaliteten i dpple dr framforallt kopplat till vilket sort det dr, men ocksé klimatfaktorer,
odlingsatgirder och skérdemingd paverkar. Aven grundstammen skulle kunna ha en inverkan
pa fruktkvaliteten (Castle 1995). Den hir studien visade pé hur en transgen grundstam kan
paverka fruktkvaliteten i en icke-transgen sort av dpple, en aspekt som inte tidigare
undersokts pa djupet.

Hur en transgen grundstam, transformerad med generna rolA, rolB och rolC, kunde
paverka sorten undersoktes i rosor och dér forbattrades tillviaxten 1 ympen genom att fler skott
bildades frdn den basala delen och bladarean var storre (van der Salm m fl, 1998). Zhu &
Welander (1999) utvirderade tillvixten av dppelsorten *Gravenstein’ som var ympad pé en
transgen grundstam med rolB, men kunde inte péavisa att transgenen paverkade tillvéxten,
bladytan eller fordelningen av torrsubstans i1 den icke-transgena ympen.

Flera studier har jamfort fruktkvaliteten fran olika icke-transgena grundstammar och visat
pa att det kan finnas en skillnad i kvaliteten beroende pa om dpplena odlats pa M9 eller M26
(Banach & Gastol 2006; Skrzynski, 2007a; 2007b). I andra rapporter drogs slutsatsen att
grundstammen inte direkt paverkade fruktkvaliteten utan eventuella skillnader mellan olika
grundstammar kunde forklaras av andra faktorer (Autio m fl, 1991; Castle, 1995; Al-Hinai &
Roper; 2004; Barritt m fl, 1997).

4.1 Vikt och storlek

Utifrdn de EU-normer for kvalitetsklassning av dpplen, uppnidde alla frukterna med god
marginal granserna for vikt och storlek, minst 90 g respektive 60 mm i diameter
(Jordbrukverket, 2008a). En lamplig vikt for *Jonagold” dr 200-220 g (Skrzynski, 2007b),
men 1 denna studie var dpplena fran fyra av grundstammarna léttare &n 200 g, vilket kan bero
pa relativt unga trdd som &nnu inte ger maximal fruktvikt.

Resultaten visade att vikten och storleken pa dpplena inom de olika grundstammarna
foljde samma monster, dar den tyngsta, M26-rolB dven var storst och den lattaste, M9-rolB2
var minst (figur 1 och 2). Ett samband mellan fruktvikt och diameter i &pplena rapporterade
Dobrzafiski m 1 (2001) i en undersdkning av nio olika lagrade dppelsorter och foreslog déarfor
att enbart en av dessa tva parametrar skulle behdva métas for att storleksklassificera dpplen.

Diametern var signifikant storre i den transgena M26-rolB 4n kontrollen, men eftersom
ingen av de transgena M9 var storre dn den icke-transgena grundstammen beror skillnaden

troligen inte pa rolB. Banach & Gastol (2006) och Skrzynski (2007a) som analyserade dpplen
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av ’Jonica’ respektive *Jonagold’ ympade pa M9 och M26 rapporterade om att M9 gav
signifikant tyngre frukter &n M26 . Det stimmer inte 6verens med denna studie, dér resultaten
visade pa en hogre vikt i transgena M26-rolB dn M9 och M9-rolB2.

En variation i fruktstorlek mellan grundstammar beror enligt Castle (1995), Al-Hinai &
Roper (2004) och Stopar m fl (2002) pa antalet frukter i kronan, dér farre frukter ger storre
storlek, men att den egenskapen 1 sin tur paverkas av grundstammen som dirmed kan ge en

indirekt effekt pd fruktstorleken.

4.2 Farg

Mellan de transgena grundstammarna och kontrollerna fanns ingen skillnad i farg i
fruktskalet. Applen fran de icke-transgena M9 och M26 hade inte heller nigon skillnad i firg,
vilket stimmer overens med Banach & Gastol (2006) i *Jonica’. Daremot skiljde sig den
rodaste frukten, fran M26, signifikant frdn de gulare frukterna frén grundstammarna M9-
rolB1 och M9-rolB. Enligt Robinson m fl (1983) paverkas inte fruktfirgen av grundstammen
utan mikroklimatet i kronan &r av storre betydelse. Ett mindre antal frukter kronan och
variation i kronans storlek pdverkas av grundstammen och kan dérfor indirekt ge skillnad i
farg i olika grundstammar (Stopar, 2002, Skrzynski, 2007a). Fargningen av skalet beror till
stor del pa temperaturen och solinstralningen (Inglesias m fl, 2002). Mycket sol i kombination
med lag temperatur ger den starkaste rodfdargningen och en skillnad i farg mellan dpplena kan
uppsta om de har haft olika placering i kronan och darmed blivit solbelysta i olika hog grad.
Under lagringen sker en fordndring av dpplenas férg till foljd av metaboliska aktivitet
(Magdic & Dobricevic, 2007). Eftersom denna studie enbart analyserade frukternas farg efter

lagring, finns det en mojlighet att skillnaderna 1 farg var annorlunda vid skordetillfillet.

4.3 Fasthet
Fastheten var signifikant hogre for M9-rolB1 dn kontrollen M9 och dven M26-rolB men

eftersom de tvd andra transgena klonerna inte visade pa nagon skillnad mot de icke transgena
grundstammarna kan skillnaden bero pé andra faktorer dn rolB. Att fastheten inte paverkas
negativt ar viktigt i dpple eftersom den dr av stor betydelse for hallbarheten.

Overlag var fastheten relativt 1ag och levde inte upp till en fasthet pa minst 5,2 kg/cm?
som enligt Plocharski & Konopacka (1999) dr optimalt for att *Jonagold’ ska accepteras av
konsumenten som bra kvalitet. Anledningen till den mjuka frukten var den forhallandevis
langa lagringen (165 dagar). En lagre lagringstemperatur, hogre luftfuktighet eller lagring i
modifierad atmosfér kunde ha gett béttre fasthet (Johnston m fl, 2002). Fastheten var dven
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lagre dn de 4,7-4,8 kg/cm? som rapporterades av Skrzynski (2007b) i *Jonagold’ som
visserligen lagrats ldngre, men vid ldgre temperatur och hogre relativ luftfuktighet.

Skillnad i fasthet i dpplen frén olika grundstammar har rapporterats av Skrzynski &
Gastol (2007) som fann att *Jonica’ fran M9 var fastare an M26 bade fore och efter lagring.
Skrzynski (2007a, 2007b) analyserade ’Jonagold’ och angav att dpplen fran M26 var fastare
vid skord medan de fran M9 var nagot fastare efter lagring, vilket visar pé att fastheten kan
fordndras olika mycket i dpplen som lagrats under samma forhallanden. I denna studie fanns
bara mojlighet till att analysera fastheten efter lagring och det géar dirfor inte att utesluta att
det var andra skillnader i fasthet mellan de olika grundstammarna vid skordetillféllet. Andra
studier (Brown & Wolfe, 1992, Al-Hinai & Roper, 2004) fann daremot ingen skillnad i fasthet
1 dpplen fran olika grundstammar. Riesen & Husistein (1998) forklarade att en skillnad 1

fasthet kan bero pa olika mognadsgrad, vilket i sin tur kan bero pa grundstammen.

4.4 Socker
Innehallet av socker, uttryckt i TSS (total soluble solids) skiljde signifikant mellan de

transgena grundstammarna av M9 gentemot kontrollen, som hade 1dgst TSS av alla
undersokta kombinationer. Hogre TSS skulle kunna ge en sétare smak for de transgena
applena. Dock hade inte dpplen fran den transgena M26 hogre TSS dn kontrollen, vilket ger
en tveksamhet om det &r rolB som gett det hogre innehallet av socker eller om andra faktorer
gett skillnaden. Sockerinnehallet forandras under lagringen till f61jd av en 6kad mognadsgrad
for dpplena (Rana, 2006). Det gér darfor inte att utesluta att jamforelsen mellan transgen och
icke-transgen grundstam skulle kunna ha gett ett annat resultat om TSS istillet analyserats vid
skordetidpunkten.

I studier av Skrzynski (2007b) och Skrzynski & Gastol (2007) uppmaittes TSS i lagrade
dpplen till 12,1-12,2% i *Jonagold’ respektive 12,0-12,1 % for *Jonica’, vilket dr lagre 4n alla
dpplen utom fran M9 i denna studie.

Den icke-transgena M26 hade hogre TSS 4n icke-transgena M9, vilket inte stimmer
overens med vad Skrzynski (2007a; 2007b) och Skrzynski & Gastol (2007) rapporterade om
bade direkt efter skord och efter lagring. I dessa undersokningar fanns inga skillnader mellan
M9 och M26 men det fanns dock en signifikant skillnad mellan M9 och M26 gentemot andra
grundstammar. I andra studier har dock paverkan av grundstammen inte kunnat visas (Al-
Hinai & Roper, 2004; Autio m fl, 1991; Kvikliene & Kviklys, 2006).

Enligt Robinson m f1 (1983) och Kingston (1993) sa kan en skillnad i TSS bero pi att

dpplena utsatts for olika mycket ljus under odlingsperioden och att mer ljus ger hogre TSS.
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Den forklaringen passar inte i denna studie eftersom M9-rolB1 och M9-rolB2 med hogst TSS
aven var gulast, vilket tyder pé att de inte varit lika solbelysta som dpplen frdn de andra

grundstammarna.

4.5 Titrerbar syra

Flera studier dar M9 och M26 ingatt har visat pa att titrerbar syra i dpplena inte beror pa
vilken grundstam som anvénds (Skrzynski, 2007b; Barritt m fl, 1997) i vare sig *Jonagold’,
respektive ’Golden Delicious’. Det stimmer med resultaten i denna studie dér inga
signifikanta skillnader forekom, varken mellan transgen och icke-transgen grundstam eller
mellan M9 och M26. Skrzynski (2007a) och Skrzynski & Gastol (2007) kunde pévisa en
effekt av olika grundstammar pé syrainnehéllet, dock ingen signifikant skillnad mellan M9
och M26.

I en studie av Skrzynski (2007b) uppmattes mingden syra i *Jonagold’ till 258 mg/100 g
friskvikt 1 dpplen fran M9 och 263 mg/100 g friskvikt i dpplen frdn M26, vilket dr nagot lagre
an dpplena 1 denna studie. Skillnaderna kan forklaras av olika lagringsperioder med ocksa av
att syrainnehallet kan variera mycket med odlingsplatsen och sdsongen (Kingston 1993).
Innehéllet av syra i *Jonagold’ kan dessutom forédndras mycket under lagringen, vilket
rapporterades av Erturk m 1 (2003). Det gor att det ar mdjligt att det fanns skillnader mellan
transgen och icke-transgen grundstam eller skillnad mellan M9 och M26 nér dpplena
skordades men att fordndringen av syrainnehallet under lagringen inte varit densamma for

dpplena.

4.6 Socker/syra

Kombinationen av socker och syra uttryckt som kvoten mellan TSS och TA har stor betydelse
for smaken och aromen i frukt (Kingston, 1993; Rana, 2006). Kvoten i dpplena skiljde sig inte
mellan ndgon av grundstammarna, vilket skulle kunna goéra att den hogre sockerhalten som
uppmiittes i dpplen fran M9-rolB1 och M9-rolB2, balanseras upp av syran och ddrmed inte
borde paverka smaken i ndgon stdrre grad.

I dpple bor kvoten vara dver 16 for en acceptabel kvalitet (Vangdal, 1985), vilket alla
dpplena 1 denna studie med god marginal 6versteg. Den hdga kvoten kan forklaras med den
langa lagringsperioden under vilken de organiska syrorna bryts ned samtidigt som méngden
socker okar. Kvoterna var ndgot lagre dn vad Skrzynski (2007b) rapporterade om i lagrade
’Jonagold’ (47,4-49,2), men stimde relativt bra 6verens med en kvot pa 43 som angavs av

Skrzynski & Gastol (2007) 1 *Jonica’.
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4.7 Vitamin C

Innehallet av vitamin C, i form av askorbinsyra, skiljde sig inte mellan ndgon av
grundstammarna. Vérdena l14g kring det generella vérdet for &dpplen pa 5,7 mg/100 g friskvikt
som angavs av Lal Kaushal & Sharma (1995), men lagre dn de 7,8-10,0 mg/100 g som Stopar
m f1 (2002) uppmiitte 1 *Jonagold’ som lagrats i tre manader. Eftersom den enzymatiska
nedbrytande aktiviteten pa askorbinsyra inte helt stoppas vid kylfoérvaring (Davey m fl, 2000)
kan de lagre virdena i denna studie bero pa den lédngre lagringsperioden men dven

odlingsfaktorer kan ha paverkat.

4.8 Fenoler
Ingen variation av totala fenoler var métbar mellan de transgena grundstammarna och

kontrollerna vare sig i skalet eller i fruktkottet, men det fanns en skillnad mellan M26-rolB
och M9-rolB1 i fruktkéttet. Enligt Scalzo m f1 (2005) sa paverkades fenolinnehallet i
aprikoser av grundstammen, s en variation mellan grundstammar adr mdjligt, men beror pé
andra faktorer &n den transformerade genen.

Analysen av totala fenoler visade pa att innehallet var betydligt hogre i skalet &n i
fruktkottet. Veberic m 1 (2005), Stopar m f1 (2002) och Tsao m 1 (2003) rapporterade om ett
innehall av fenoler 1 skalet pa 1,5 mg/g och 1320 ng/g friskvikt i Jonagold Decosta’
respektive ett genomsnitt for atta olika sorter, vilket var ligre dn de 1,7-1,9 mg/g friskvikt
som uppmittes i denna studie. I fruktkottet uppmatte Tsao mfl (2003) 430 mg/g friskvikt som
var jamforbart med M26-rolB, men ldgre d4n de 6vriga grundstammarna. I studien av Veberic

m fI (2005) var fenolinnehallet ddremot betydligt ldgre, 0,09 i mg/g friskvikt.
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5 SLUTSATSER

Generellt sd visade analyserna i denna studie liten effekt av de transgena grundstammarna pa
fruktkvaliteten i dpplen av sorten ’Jonagold’, eftersom enbart ett fatal parametrar skiljde sig
mot de icke-transgena kontrollerna. Da alla fem grundstammarna jaimfoérdes mot varandra,
forekom en viss variation av storlek, vikt, farg, fasthet och TSS, men som skulle kunna
forklaras av andra faktorer. Dessa parametrar dr starkt beroende av mognadsgrad, vilket kan
paverkas av olika mikroklimat i tridkronan, en skillnad i ljusintensitet for olika dpplen och
antalet frukter i tridkronan. De ndmnda faktorerna beror 1 sin tur pa kronstorlek, som dr en
egenskap som paverkas direkt av grundstammen.

Fruktkvaliteten i dpplena i denna studie kunde enbart analyseras efter lagringen. Darfor
gér det inte att dra nagra slutsatser om huruvida det fanns skillnader 1 olika
kvalitetsparametrar vid skord och om kvaliteten har fordndrats pd varierande sétt i de olika
grundstammarna under lagringsperioden.

For en tydligare bild om kvaliteten i dpple paverkas av rolB, behovs fler studier som
undersoker de dvriga dppelsorterna i forsoket pé féltet och som éven striacker sig 6ver flera
sdsonger. Dessa studier skulle da kunna ta med parametrar som kronstorlek och skordeméngd,
eftersom det dr viktiga faktorer for vilken kvalitet frukterna fir, men ocksa skillnader i
kvalitet fore och efter lagring.

Eftersom rolB inte har paverkat fruktkvaliteten i *Jonagold’ negativt och i tidigare studier
visats kunna ge béttre rotning 1 dppelgrundstammar, sa skulle genen i framtiden kunna bli
anvandbar 1 arbetet med att forbéttra rotningen 1 grundstammar i kommersiell

dppelproduktion.
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