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Sammanfattning

Gran (Picea abies) har ldnge varit ett viktigt trddslag for den svenska skogsnaringen. Skogsbruket
star infor en oviss framtid och med ett alltmer ostadigt klimat behdvs ett genetiskt material som
kan klara dessa nya provningar. Mélet &r ett stort utbud av granmaterial med egenskaper som god
tillvaxt, hogklassig virkeskvalitet och den alltmer nddvéndiga formégan att std emot skadeinsekter
och patogena svampar. En del i detta arbete for granens framtid dr somatisk embryogenes (SE)
som &r en form av vegetativ forokning. SE ir i sig en kostsam och tidskrdvande process vilket gor
att behovet av att vélja ut trdd med god initieringsframgéng ar av hogsta prioritet. I denna studie
undersdktes individer tillhdrande olika tradfamiljer, géllande deras kapacitet i SE-
initieringsformaga.

Resultatet fran studien kommer utgora en grund for att i ett annat projekt undersdka om
initieringsfrekvensen kan sammankopplas (associeras) med molekyldra markorer i en *’Genome-
Wide Association Study (GWAS)’. Studien ingar ddrmed i ett forskningsprojekt "GWAS: Marker-
based earlier selection for high somatic embryo-initiation in Norway spruce’ for den efterfoljande
associationsstudien. Projektet dr finansierat av "UPSC Komptenscentrumprojekt’ tillsammans med
Umed Plant Science Centre (UPSC), Sveriges lantbruksuniversitet, Skogforsk och SweTree
Technologies.

Materialet till projektet utgjordes av omogna embryon fran grankottar fran olika modertrad
plockade i klonarkiv i Ekebo (Svalov) samt Maltesholm (Tollarp). Forsoken genomfordes i
Skogsmastarskolans laboratorium i Skinnskatteberg sommaren 2022. Under atta veckor testades
101 tradindivider géllande deras initieringsformaga. Resultaten kontrollerades direfter var tredje
och var sjitte vecka och all information sammanstélldes i en databas. Utvecklingsstadiet hos de
zygotiska embryona (froembryon) var av betydelse for resultaten. Smé och outvecklade embryon
var svarhanterliga for den laborativa processen vilket forsvarade extraktionsprocessen.
Forvaringen av kottarna hade en avgorande betydelse och lagringsférhallandena bor forbéttras
infor framtida studier. Problem med mdgel, luftfuktighet och angrepp av sjukdomar och larver gav
ett delvis defekt arbetsmaterial vilket paverkade den totala méngden anvindbart datamaterial som
kunde samlas in.

Skillnader kunde observeras mellan tridindivider géllande initieringsfrekvens. Av studiens 101
trad visade 66 trid initiering. Av de 35 trdd dér initiering helt uteblev hade embryon fran 13 trad
dock testats pé ett icke optimalt sétt. Knappt en tredjedel (30 procent) av de 66 trdden uppvisade
lyckad initiering pa en niva mellan 10 och 20 procent av testade embryon. Négot mer &n en
tredjedel (36 procent) uppvisade en initieringsandel pa 30 till 40 procent. For knappt en tredjedel
(33 procent) av triden registrerades en initieringsniva pa dver 40 procent av. Endast ett testat triad
hade 100 procent lyckade initieringar.

Nyckelord: Skogstradsforadling, Picea abies, froklonforokning
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Abstract

Norway spruce (Picea abies) is an important tree species in Swedish forestry. With the uncertain
future that forestry faces in an increasingly unstable climate, there is a need for genetic material
that can withstand these new challenges. The goal is to secure good supply of Norway spruce
genetic material and further improve traits such as optimal growth, high timber quality, and ability
to resist pathogens and insect attacks. One potentially important part of the work of securing the
future of Norway spruce in commercial forestry is somatic embryogenesis (SE), a form of
vegetative propagation. SE is still a costly and time-consuming process, making the need to select
trees with good initiation capacity a top priority. This study examined the SE initiation capacity of
different tree families.

The results will be utilized in a different study investigating whether initiation ability could be
associated with certain molecular markers in a Genome-Wide Association Study (GWAS). The
study was performed as one component within the project ‘GWAS: Marker-based earlier selection
for high somatic embryo initiation in Norway spruce’. The project was financed by ‘UPSC
Conpetence Centre’ in collaboration with Umeé Plant Science Centre (UPSC), The Swedish
University of Agricultural Sciences, Skogforsk (the Forestry Research Institute of Sweden), and
SweTree Technologies.

The investigated material consisted of immature embryos from seed of Norway spruce cones
harvested from mother trees collected in the clone archives Ekebo (Svalov) and Maltesholm
(Tollarp). The experiment was carried out in the laboratory at the SLU School for Forest
Management in Skinnskatteberg during the summer of 2022. During eight weeks 101 trees were
tested regarding their initiation ability and thereafter the development was monitored every three
and six weeks. The recorded information was compiled in a database. The stage of development of
the zygotic embryos (seed embryos) had a major impact on the results; small and undeveloped
embryos were difficult to handle in the laboratory process and made the embryo extraction process
much more difficult. Storage conditions negatively affected parts of the cone material and should
be further improved in future studies. Problems with mold, non-optimal humidity, and infestation
of diseases and larvae resulted in partly defective sample material for a subset of trees, which
affected the total amount of usable data obtained in this study.

Differences were observed regarding initiation ability of different trees. Of the total 101 trees in
the study, 66 trees showed initiation. However, of the 35 trees that failed to initiate at all, embryos
from 13 trees had been tested in a sub-optimal way. Slightly less than one third of the trees (30
percent) showed initiation rates of 10 to 20 percent of tested embryos. More than one-third (36
percent) showed initiation rates of 30 to 40 percent. For one-third (33 percent) of the trees,
initiation rates were above 40 percent. Only one tested tree had 100 percent successful initiations.

Keywords: Tree improvement, Picea abies, Clonal propagation
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Forord

Denna studie ér vart examensarbete med omfattningen 15 hogskolepoédng pa
Skogsmaistarprogrammet, SLU Skinnskatteberg. Arbetet genomfordes frén juni
till december 2022 och &r en del av ett storre projekt som drivs av Umea Plant
Science Centre (UPSC) i samarbete med Sveriges lantbruksuniversitet, Skogforsk
och SweTree Technologies.

Denna studie har varit omfattande och skulle inte ha varit mgjligt utan de personer
som funnits med oss under arbetets gdng. For det forsta vill vi rikta ett stort varmt
tack till vara tre handledare som pé olika sitt har stottat oss genom detta arbete.
Ulrika Egertsdotter som bidragit med sin odndligt vardefulla kunskap och hjalpt
oss att gd frdn noviser till mistare pé granfroskalning och embryoextraktion.
Elisabeth Wallin som hjélpt oss 1 Skogsmaistarskolans laboratorium och bidragit
med sin tid, stdd och fantastiska 16sningsforméga vid uppkomna problem. Och till
Daniel Grians som hjélpt oss med skrivandet genom hela hosten och sett till att
arbetet nddde sin fulla potential.

Vi vill dven rikta ett varmt hjértligt tack till Marianne Vemhall som hjélpte oss i
labbet under de sista tvd veckorna. Stort tack till Andreas Helmersson och

Lars Wremert pa Skogforsk som hjélpte till med insamlingen av kottarna frén
klonarkiven. Varmt tack till Sofie Johansson pa UPSC som bidragit med sin
kunskap och hjélpt oss att fa ritt utrustning och tillbehor i labbet. Tack till
Andreas Bergstrand som hjilpte oss med kottsterilisering och froplockning. Aven
Tommy Abrahamsson och Mats Jonsell ska ha ett stort tack for hjdlp i arbetet med
att lista ut vad det var for larver som hade bosatt sig i delar av kottmaterialet.

Uppsala och Vrigstad, december 2022.

Josefine Bjors & Jonathan Sjégren
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1. Inledning
1.1 Bakgrund

I Sverige planterades under 2021 totalt 452 miljoner skogsplantor (Skogsstyrelsen
2022) varav 43,7 procent var gran (Picea abies). Skogsbruket efterfragar genetiskt
material och planttyper anpassade till nuvarande och framtida klimatférhéllanden
med bra 6verlevnad och tillvaxt pa aktuell stindort (Rosvall et al. 2019c¢).
Egenskaper som virkeskvalitet och motstdndskraft mot svampangrepp (Chen et al.
2018) samt plantans formaga att klara av insektsangrepp (Puentes et al. 2018) &r
ocksa viktiga. Genetisk skogstradsforddling med urval, korsning och testning har
lange pagatt i Sverige, se t.ex. Rosvall et al. (2016) och {for gran omfattar
foradlingsprogrammet 1 dagslaget 22 delpopulationer. For att fa ut de genetiska
vinsterna i skogsbruket anldggs froplantager dér fr6 frén forddlade trad sé
smaningom kan skordas 1 stor skala for sddd i plantskola eller direkt pa hyggen
(Rosvall et al. 2016).

Efterfragan pa foradlat granfrd dr storre én tillgangen 1 Sverige (Rosvall et al.
2016). Det finns potentiella vinster att himta genom att undvika eller forkorta den
period av véntan som det innebdr innan nyanlagda froplantager borjar producera
kottar. En del i I6sningen géillande dessa utmaningar skulle kunna vara storskalig
anvindning av metoder for vegetativ forokning. Generellt definieras vegetativ
forokning som att ’[...]delar av en véxt behandlas sa att delarna véxer ut till
kompletta plantor.” (Rosvall et al. 2016:72). Pa detta sétt gar det att 4 fram nya
genetiskt identiska plantor fran samma ursprungsplanta och behovet av
froplantager skulle dirmed kunna minska. Filttester av nya grangenerationer som
sker 16pande 1 foradlingsprogrammen gors redan idag med vegetativt forokade
individer genom att anvinda s.k. sticklingar (Rosvall et al. 2016). Rotade
sticklingar av granplantor finns &dven i begriansad skala till forséljning for
plantering i operationellt skogsbruk, ofta till ett betydligt hogre pris &n vanliga
froplantor (S6dra 2021). Nu vidareutvecklas en annan metod for vegetativ
forokning s.k. somatisk embryogenes (SE) som utgar fran froembryon (Rosvall et
al. 2019¢).

1.2 Beskrivning av tekniken for SE

Initieringen av somatisk embryogenes sker i en steril miljo (in vitro) for att
undvika kontamination frdn svampar och bakterier i den nya in vitro-kulturen
vilket i sin tur kan forstora mojligheterna for vidareutveckling av de somatiska
embryona till en planta. Genom att isolera froembryona under sterila forhallanden
och ldgga de pé ett odlingsmedium med tillvixtregulatorer bestdende av auxin och
cytokinin kan man framkalla ett kontinuerligt bildande (multiplicering) av tidiga
stadier av somatiska embryon, sé kallade proembryogena massor (PEM:s). Det dr
denna del av processen som undersokts i denna studie. Nir dessa PEM:s ddrefter
flyttas fran det ursprungliga odlingsmediet till ett medium som istéllet for auxin
och cytokinin innehaller en annan tillvixtregulator, abskisinsyra, upphor
multipliceringsprocessen och de proembryogena massorna dvergar till att bilda
mogna somatiska embryon. Dessa embryon kommer senare, vid ritt
odlingsforhéllanden, kunna gro och bilda vixter (Egertsdotter 2019).



1.3 Tillampning av SE

Vegetativ forokning via SE ger mojligheter till snabb produktion av plantmaterial
anpassat for till exempel nya miljoforhéllanden och nya skadegorare (Rosvall et
al. 2019c¢). Konventionellt klonskogsbruk med testning, uppforokning och
anviandning av de allra bésta granklonerna skulle enligt Chen et al. (2020) kunna
ge minst 50 procent 6kad genetisk vinst jamfort med anvéndning av forddlade
froplantor. SE kan dven anvindas i bevarandeprogram for att producera plantor
frén trddslag som genererar fa froer eller som dr svara att foroka pa naturlig vig
(Egertsdotter 2019). Kulturer av PEM:s eller de mogna somatiska embryona kan
aven kryolagras. Det dr en metod for langtidsforvaring under mycket kalla
temperaturer. Vilket dr anvandbart nér olika cellinjer ska utvérderas i faltforsok.
Resultaten av faltforsoken kan sedan anvindas for att avgora vilka cellinjer som &r
mest ldmpliga eftersom det kan finnas olika strategier for hur cellinjer viljs. De
cellinjer som motsvarar de trdd som har visat bésta resultat 1 falt kan da tinas upp
fran kryolagret och borja forokas for masskloning (Egertsdotter 2019).

En annan mojlig anvindning av SE 1 kommersiellt skogsbruk ér via s.k.
familjeskogsbruk. Familjeskogsbrukmetoden &r en gren inom vegetativ forokning
som ger mdjligheter att snabbt fa fram obegransat med plantor fran
kontrollpollinerade trddfamiljer som vanligen bara ger ifran sig ndgra hundra fréer
fran varje korsning (Egertsdotter 2019). Skogsindustrin kan pé sa sitt med
familjeskogsbruk mojliggora en snabbare och storre produktion av plantor fran
korsningar mellan trdd med sérskilt attraktiva egenskaper. Familjeskogsbruk med
otestade kloner har foreslagits som en mojlig vig for en begrinsad areal 1 svenskt
skogsbruk. Eftersom de otestade klonerna i familjeskogsbruket baseras pé
korsningar mellan de allra bésta testade klonerna skulle detta kunna ge nistan lika
stora forddlingsvinster som traditionellt klonskogsbruk (Rosvall 2019).

Ett sétt att minska kostnaden for storskalig produktion av SE-plantor skulle vara
att identifiera trddindivider som har god potential att producera fro med hég SE-
initieringsforméga och sedan anvinda fr6 fran dessa. Tidigare studier genomforda
pa t.ex. Picea mariana (svartgran) (Cheliak & Klimaszewska 1991), Picea glauca
(Park et al. 1993), Pinus taeda (MacKay et al. 2006a), och Eucalyptus (Pinto et al.
2008) har visat att det finns en genetisk variation for denna egenskap. Dock
rapporterade Hogberg et al. (1998) for Picea abies en forhdllandevis svag genetisk
kontroll av initieringsstadiet.

Mojligheterna med helgenomstudier och ’Genome-Wide Association Studies’
(GWAS), beskrivs av t.ex. Uffelman et al. (2021). Metoden kan anvéndas for
exempelvis trdd i syfte att undersoka genetiken bakom komplexa egenskaper som
paverkas av ménga gener (Du et al. 2018, Tibbs Cortes et al. 2021). En viss
egenskap (fenotyp) som ar gemensam for en grupp individer kan genom denna
teknik kopplas (associeras) till molekyldra markorer. Information fran
associationsstudier kan sedan anvéndas som ett verktyg inom
skogstradsforddlingen (Isik 2014). Vid tidigare genomforda associationsstudier pa
gran har markdrer kopplade till bland annat vedegenskaper (Baison et al. 2019,
2020) och resistens mot rotrdta (Elfstrand et al. 2020) identifierats.



Tidpunkten for skord av fromaterial till SE bor optimeras for bésta resultat. Enligt
en studie av Park et al. (1993) hade omogna embryon fran vitgran (Picea glauca) i
ett tidigt stadium (fyra veckors odling) cirka tre gdnger fler SE-initieringar &n ett
fullt utvecklat embryo vid motsvarande tidpunkt. Detta gor att det dr viktigt att
bevaka temperatursumman i det omrade dér kottarna ska plockas. Nér den nétt
cirka 800 dygnsgrader kan kottskorden genomforas i1 en for SE-initiering optimal
fromognadsfas (Helmersson'). I Sydsverige har detta inneburit att skord for SE-
initiering utfors under sista veckan av juli (se t.ex. Hogberg et al. 1998). P& grund
av att logistik och arbetskraft skulle matcha for insamlandet av projektets
forsoksmaterial sd kunde kottarna frdn klonarkiven ej plockas vid den optimala
temperatursumman, utan samlades in vecka 27 till 28.

1.4 Syfte

Syftet med studien var att genomfora en pilotstudie med forsoksmaterial fran tva
klonarkiv med Picea abies och dir undersoka skillnader mellan tradindividers
potential for initiering av somatisk embryogenes. Potentialen kommer att
uttryckas som initieringsprocent hos ett bestdmt antal provfroer. Tanken &r att
detta ska bidra till kunskapen om SE-initieringsformagans genetiska variation.

Resultaten fran denna pilotstudie kommer kunna nyttjas 1 arbetet med att
identifiera molekyldra markorer kopplade till hur froer fran ett visst trad fungerar i
SE-processen. Utover det sé kan dven denna pilotstudie ge vardefulla erfarenheter
gillande den laborativa arbetsprocessen for SE-arbetet da ett liknande projekt med
samma mingd forsdksmaterial ej har genomforts tidigare. Overgripande dr
malsittningen med detta att mojliggdra en mer effektiv resursanvdndning dér
huvudsakligen froer fran trad som har identifierats som ldmpliga for SE-initiering
selekteras.

! Andreas Helmersson, forskare skogstridsforidling, Skogforsk, pers. komm. 2023-01-03



2. Material och metod
2.1 Material

2.1.1 Vaxtmaterial for ovning respektive initieringsexperiment

For de inledande testomgangarna anvindes dels blandat fromaterial insamlat fran
en mellansvensk granfroplantage som lagrats i frys under 14ng tid (testomgéng 1)
samt dven ett material bestaende av frysta fréer frdn fem friavblommade
fordldratrad (testomgang 2, se Tabell 1) tillhandahéllna av Skogforsk i Sdvar och
transporterade via UPSC (Umeé Plant Science Centre) 1 Umea till SLU
Skogsméstarskolan.

For huvudstudien samlades grankottar in under vecka 27 och vecka 28 2022 fran
10 modertrdd som fanns beldgna i klonarkiv 1 Ekebo, Svalov (SWEREF99 TM, N
6202206, E 382125) samt 86 modertrdd i Maltesholm, Tollarp (SWEREF99 TM,
N 6196556, E 437015). Kottarna forvarades i en kyl med en temperatur strax over
5 °C innan de transporterades (sorterade per trdd i plastpasar) i kylboxar till
Skogsmastarskolans laboratorium i Skinnskatteberg. Vid Skogsmaéstarskolan
forvarades kottarna i slutna papperspasar i Oppna plastléddor i ett kylrum med
temperatur +3 °C (+/- 2 °C).

Tabell 1. Information om de fem foraldratrad vars fr6 utgjorde testomgéng 2. Fromaterialet hade
lagrats i frys hos Skogforsk i Sévar. Den fetmarkerade texten visar syskonnumret vilket anvéndes
som identifikation for att sirskilja fropasarna. Antal froer som skickades med fran varje enskilt
fordldratrdd skiljde sig men i testomgang 2 anvindes 20 froer fran varje trad (n=20).

Picea abies 1. 2. 3. 4, 5.
Arkivnr: $23KA922056 S23KA922056 S23KA922056 S23KA922056 S$23KA922056
Korsningsar: 2015 2015 2015 2015 2015

Sysknr: $23X1520777 S23X1520386 S23X1520479 S23X1520300 S23X1520637
Mor: $23K8320777 S23K8320386 S23K8320479 S23K8320300 S23K8320637
Far: OKAND OKAND OKAND OKAND OKAND
Ringfarg:

Gpop: G6 G6 G5 G7 G6

Antal fréer: 25 24 25 26 25

2.1.2 Protokoll

Datainsamlingen genomfordes i SLU Skogsmastarskolans laboratorium.
Arbetssittet for att ta fram froembryon foljde SLU/UPSC:s protokoll (se Bilaga 1)
som godkénts av forskningsprojektets ledare Ulrika Egertsdotter. Tillvaxtmediet
som froembryona lades pé for att kunna massforoka sig/bilda somatiska embryon
framstilldes enligt SLU/UPSC:s protokoll (Bilaga 2). Fran vecka 31 anvindes
sterilfiltrerat féarskt glutamin i tillverkningen av mediet (Bilaga 2), veckorna innan
tillverkades mediet med fryst glutamin.



2.2 Testomgangar

2.2.1 Testomgang 1 - Aldre fréer

Eftersom fromaterialet per familj 1 projektet var limiterat sa lades stor vikt pa
Oovning gillande processen med att extrahera ett froembryo ur ett granfr6 (Figur
1). Utifrén protokollet (Bilaga 1) 6vades metoden for Isolering av froembryo for
start av somatisk embryo-kultur in pa dldre torkade granfréer som varit blotlagda 1
ca 12 h. Ovningsronden genomfordes €j i en steril miljo.

Figur 1. Processen for att extrahera ett froembryo ur ett granfrd. Froets ytterskal 6ppnas forsiktigt
langs sidorna (a), sedan skalas det tunna innerskalet av (b). Megagametofyten (se pil) skérs upp
langsgaende med forsiktighet for att ej skada froembryot (c). Embryot (se pil) ska sitta kvar i basen
pa megagametofyten med sina suspensorceller (d) och placeras forsiktigt pa odlingsmediet.

2.2.2 Testomgang 2 - Frysta froer

Nar en tillrackligt hog grad (cirka 90 procent) av lyckade fréembryoisoleringar
hade uppnatts genomfordes sterilisering av fryst fro (Tabell 1) enligt Bilaga 1.
Dagen innan steriliseringsprocessen paborjades stédlldes sterilborden i ordning.

De frysta froerna steriliserades med 30 procent viteperoxid (Bilaga 1). Totalt 20
froer fran varje enskilt trdd delades upp 1 mérkta s.k. 50 ml falconrér med nummer
1 — 5. Fréerna lades i1 en 16sning med 30 procent viteperoxid och en droppe
tween-20 och skakades i 40 minuter i falconréren pé ett skakbord. Nar
steriliseringsprocessen var genomford stélldes froerna blotlagda 1 sterilt vatten 1
ett kylskap till ndstkommande dag. Da froerna varit frysta och bildat ett kraftigare
ytterskal sd skakades de 40 min 1 viteperoxiden samt blotlades under natten. Innan
Isolering av fréembryo for start av somatisk embryo-kultur (Bilaga 1) startades
ndstkommande dag sa torkades sterilborden av med 75 procentig ytdesinfektion.
Labbrock, handskar, samt munskydd anvéndes vid hanteringen av froerna for att
undvika kontaminering. Ett falconrér med fréer anvédndes i taget, froembryona
delades upp i sju 6 cm petriskalar fyllda med /2 LP medium. Max tre embryon
fordelades jamnt per petriskal. Petriskalarna forslots med tva varv parafilm och
marktes upp enligt systemet 1.1, 1.2, 1.3... 5.1, 5.2 (Figur 2).

De forseglade petriskdlarna lades (sorterade per tridd) i fem icke genomskinliga
plastlador med tétforslutande lock. Lddorna mirktes upp med tradnummer 1 — 5
(Tabell 1), datum och vilken person som utfort processen. Ladorna stilldes i
rumstemperatur och kontrollerades veckovis for att uppticka eventuella mogel-
och bakteriekontaminationer.



Figur 2. 20 fréembryon fran testomgang 2 uppdelade pa sju stycken 6 cm petriskalar.
Petriskélarna ar uppmérkta med nr 3.1, 3.2...3.7.

2.3 Initieringsexperiment

2.3.1 Forvaring av kottarna

Grankottarna fran klonarkiven i Ekebo och Maltesholm forvarades i ett kylrum
med en stadig temperatur pa +3 °C (+/- 2 °C). De levererades i kylboxar dar
kottarna fran varje trad lag i uppmarkta plastpésar. For att forhindra att miljon
blev for fuktig och riskera mogel/svampangrepp (se Wennstrom 2009) sa flyttades
kottarna dver till papperspasar. Var trids kottar lades i varsin uppmarkt
papperspase med information om tridets ID-nummer och bedomd mognadsgrad.
Darefter placerades pasarna i dppna stora plastlador.

Ungefar hélften av kottarna hade inte uppnatt en hog anatomisk mognad och dessa
trad mérktes upp med “omogen”. Skillnaden mellan mogen och omogen
bestimdes okuldrt utifran hur mycket kottfjallen hade 6ppnat sig (Figur 3).
Kottens firg gav inte en bra indikation gillande den anatomiska mognaden, grona
kottar kunde ha betydligt storre embryon och uppvecklade kottfjéll 4n bruna
kottar. Embryoutvecklingsstadiet kontrollerades pd froembryon fran kottar som
bedomts vara omogna. Fem olika trdd kontrollerades genom att froer fran en kotte
per trdd studerades. Resultatet visade att omogna kottar i majoritet hade embryon i
stadie 2 — 3 (Figur 4), vilket ej var dnskvirda stadier i denna studie. Darefter
faststélldes att enbart froembryon fran mogna kottar skulle anvéndas.



Figur 3. Ovre kotten (a) bedémdes att vara “omogen” och den undre (b) “mogen”.

2.3.2 Isolering av froembryo

Tvé kottar anvindes som standard per trdd. Kottarna skrubbades forst av med
diskmedel och diskborste under rinnande kallt vatten. De placerades sedan i en
bégare och skoljdes under kallt rinnande vatten 1 20 minuter (Bilaga 1). Varje
trads kottar holls alltid separerade under arbetets gang for att inte riskera att
blandas ihop. Efter skoljningen plockades cirka 25 froer per kotte ut enligt
metoden 1 Bilaga 1 Rengdring av kottar, och lades 1 en petriskél som stingdes
med tva varv parafilm. Pa petriskdlen skrevs det givna petriskdlnumret samt
datum. Petriskélen forvarades sedan i1 kylskap. Information fran varje trad skrevs
ner for hand i ett formulér under arbetets ging (Tabell 2).

Tabell 2. Exempel pa information som samlades in for varje trdd under forsta stadiet av
embryoarbetet. Informationen fordes dérefter in i UPSC:s Excelfil. Under anteckningar kunde
aven kottarnas status beskrivas vid behov, om de drabbats av mogel/bakterier/jédstsvampar eller var
fulla med insekter som kunde ha inverkan pd embryot.

ID Petriskalnr Hanteringsvecka | Kotte/sterilisering | Fréer/sterilisering
S21K8322202 37 31 2-aug 3-aug
Fréembryoisolering | Antal sparade Embryostadium Mediumbatch Anteckningar
fréer
3-aug 37 4-5 29-jul Embryotest - 1
st5&3st4 &
1 st tom.




Innan steriliseringsprocessen av froerna paborjades sé utfordes ett embryotest for
varje trad. Detta implementerades for att effektivisera processen da det visat sig
att vissa av traden haft for sma embryon for att de skulle kunna hanteras 1 SE-
processen. Embryotestet utfordes genom att ta fem froer ur varje trads petriskal
och 6ppna upp dessa under en stereolupp for att se vilket stadium de var 1, samt
om det fanns helt tomma froer. Visade det sig att majoriteten av de fem testade
fréerna var 1 stadium 2, 3 eller tomma sa kasserades resten av froerna och tradet
testades om igen senare med dess resterande kottar (Figur 4).

Figur 4. Langst till vinster syns embryostadium 2 — 3. I mitten stadium 4 dir kotyledonerna ej
framtrader och embryot dr betydligt mindre dn dess suspensorcell. Langst ut till hoger syns
stadium 5 dér embryot &r av betydande storlek och suspensorcellen dr mindre.

Efter embryotestet utférdes steriliseringen av froerna. Steriliseringen skedde enligt
Sterilisering av fréer 1 Bilaga 1. Da omogna froer ej ska ligga 1 blot efter
steriliseringen sa kunde de anvdndas omgaende. Om tid ej fanns for direkt fortsatt
arbete sd overfordes de fran falconrdret till en steril petriskdl mérkt med givet
petriskdlnummer samt datum for utford sterilisering och forvarades darefter 1
kylskap.

Isolering av froembryo utfordes enligt instruktioner i Bilaga 1. Totalt 10 embryon
per trad plockades ut och lades med fem embryon 1 varje 9 cm petriskal.
Petriskdlen mirktes upp enligt systemet petriskdlnummer.1 eller .2, till exempel
6.1 och 6.2. Datum for utford froembryoisolering skrevs bredvid. Om embryot var
1 stadium 4 sd ritades ett kryss pd undersidan av petriskdlen, rakt under embryot.
Skalarna forslots med tva varv parafilm och forvarades i icke genomskinliga
plastlador, en plastldda per hanteringsvecka. Processen for froembryoisolering
skedde uteslutande i sterilbank. Verktygen doppades i etanol och brandes av
mellan varje fré och under arbetet bars munskydd, handskar och labbrock.

De fréer som blev kvar efter den utférda froembryoisoleringen sparades i en 5 ml
eppendorfror med skruvlock. Roret marktes med petriskalnumret och forvarades
dérefter 1 en 1ada 1 kylrummet.

2.3.3 Kontroller

Varje vecka kontrollerades alla 1ador med petriskalar for att se om de angripits av
mogel, jastsvamp eller bakterier. Vid mogelangrepp sldngdes hela petriskalen. Om
en petriskdl drabbats av jastsvamp eller bakterieangrepp kunde icke angripna
embryon forflyttas till en ny petriskél, om inte ett embryo i sig var angripet eller
for nira det infekterade mediet. Vid forflyttning till en ny petriskal méarktes skalen



om med ett nytt nummer, skél x.1 blev x.3 och x.2 blev x.4 samt
forflyttningsdatum.

Efter tre veckor pd odlingsmediet utfordes en initieringskontroll. Vid observerad
initiering ritades en rod ring runt embryot. Om ett embryo pévisade en start av
initiering men ej var fullbordad sé ritades ett rott fragetecken bredvid embryot.
Vid 6-veckorskontrollen ritades en gron ring runt nya observerade initieringar.
Initieringarna funna vid tre och sex veckor skrevs in i olika kolumner i1 protokollet
for att ej blandas ihop. Det totala antalet initieringar per trad sammanstélldes
sedan och gav ett podngresultat utifran initieringar/antal embryon.

2.4 Datahantering

2.4.1 Datainsamling

Under vecka 24 — 25 (2022) genomfordes testomgang 2 med frysta froer.
Experimentet med de férska kottarna skedde vecka 29 — 34 (2022). Resultatet fran
de frysta froer fran Sévar (Tabell 1) observerades efter tre samt sex veckor frén
det att froembryona lagts pa odlingsmedium. Initieringsresultatet fran de farska
kottarna kontrollerades efter tre samt sex veckor, kontroll av en kulturetablering
s.k. “capture” skedde fyra veckor efter att en initiering hittats. All data som
samlades in under arbetet i laboratoriet skrevs kontinuerligt ner i tva Excelfiler,
vilka var underlaget for det fortsatta arbetet i UPSC:s forskningsprojekt. En
Excelfil var grunden for rapporten och inneholl tabeller samt en sammanfattning
av det dagligt pagaende arbetet. Den andra Excelfilen innehdll all information frén
tabellerna men i formatet kolumner for smidigare datahantering och denna
skickades sedan till UPSC for vidare analyser.

Anteckningar om arbetet i laboratoriet samt uppkomna anomalier som kunde ha
en inverkan pé resultatet fordes dagligen i ett Worddokument. Information
gillande embryotestning, hur ldnge froer 1ag 1 kylen under arbetet, samt andra
mojligtvis paverkande faktorer noterades i Excelfilerna kopplat till varje enskilt
trad.



3. Resultat

3.1 Initieringar

3.1.1 Initieringsresultat

I huvudforsoket testades 101 trddindivider for att undersdka deras enskilda
initieringsforméga och skillnader i initieringsfrekvens. Resultatet for 86 trad fran
Maltesholm, 10 trdd fran Ekebo och de fem trdden fran Sdvar med frysta froer
redovisas i tabellform i Bilaga 3. Traden i huvudforsoket valdes slumpmissigt ut
frdn de utsorterade triden med “mogna kottar”. Tidsméssigt tog forsoket cirka 8
veckor av laborationstid med efterfoljande kontroller av initieringsfrekvensen var
tredje och sjétte vecka. Resultaten som redovisas i Bilaga 3 dr uppdelade per
vecka da de enskilda triaden testades, for att enklare fa en dverblick av resultatet.
Totalt initierades 66 trdd av de 101 som ingick i forsoket. Uttryckt i procent
motsvarade detta 65 procent, se Figur 5.

@ Initierade OFEj initierade

Figur 5. Andel (%) av 101 testade trdd som pavisade initiering (initierade) samt inte pavisade
initiering (ej initierade). Sammanlagt 86 trdd frdn Maltesholm, 10 trdd frdn Ekebo samt fem trad
med frysta froer (Tabell 1) ar inkluderade. n=101.

Vecka 29 startades huvudforsoket. Hanteringen samt processen med isolering av
froembryo gick langsammare forsta veckan jamfort med de andra veckorna. Totalt
hanterades 10 trad under huvudforsokets forsta vecka (Bilaga 3, Tabell 6). Av
dessa pavisade fyra triad initieringar. Under vecka 29 paborjades arbetet med att
sortera in kottarna i kategorierna “mogna” samt “omogna” (Figur 3). Samtidigt
paborjades arbetet med isolering av froembryo och diarfor hamnade vissa trdd som
inkluderades i projektet under kategorin “omogna kottar”. Fyra trdd av de forsta
10 som gick igenom processen hade omogna kottar, ett trdd hade okand
mognadsgrad dé systemet med att médrka upp mognadsgraden ej var
implementerat vid denna tidpunkt. Av de fyra trdden med omogna kottar
uppvisade tre trdd initiering. Embryostadiet noterades inte for dessa trdd da den
informationen borjade samlas in senare under projektet. Vecka 29 kan betraktas
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som ett experiment 1 att fa fram det optimala arbetsséttet samt faststdlla vilken
information som maste samlas in fran varje trad.

Under vecka 30 hanterades 16 trad (Bilaga 3, Tabell 7) och information géllande
mognadsstadiet pa embryot antecknades. Steget med att utfora embryokontroll
innan steriliseringsprocessen implementerades. Trad med f6r sma embryon for att
kunna hanteras i processen lades undan for att kunna testas om senare. Detta
gjordes med forhoppningen om att de skulle fortsétta sin fysiologiska mognad
(Wennstrom 2009). Av de 16 trdd som hanterades under vecka 30 pavisade 8
initiering. Tva trdd hade for sm& embryon och fick ldggas undan for omtestning
vid ett senare tillfille.

Totalt 16 trad hanterades under vecka 31 med lyckade initieringsresultat frén 11
trad (Bilaga 3, Tabell 8). Trdd nummer 12 testades bade vecka 29 och 31. D4 bara
fem embryon plockades forsta gangen togs fem nya embryon ut vecka 31 for att
ha 10 embryon fran trdd 12. Detta var dock en engangsforeteelse da det skulle ta
for lang tid att gd igenom alla trdd igen dir malet med 10 embryon ej uppfylldes
av olika anledningar.

100%

90% I~
w 80%
£
S 70%
=
£ 60%
°
£ 50%
T
© 40%
=3
2 30%
[
< 0%
10%
0%
29 30 31 32 33 34
Forsoksvecka

Figur 6. Andel trdd med initiering (%) per forsoksvecka. Antalet trdd med lyckade initieringar
dividerat med antalet trad som totalt testades varje forsoksvecka. Vecka 32 var den mest lyckade
forsoksveckan med 90 procent lyckade initieringar. Vecka 24 — 25 dr inte medréknat i tabellen
eftersom det ej var farskt forsoksmaterial som testades dessa veckor. Mer utforliga tabeller med
information kan ses i Bilaga 3. Vecka 29: n=10, vecka 30: n=16, vecka 31: n=16, vecka 32: n=10,

vecka 33: n=23, vecka 34: n=22.
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Vecka 32 hanterades 10 trdd, 9 trdd av dessa visade initiering (Bilaga 3, Tabell 9).
Vecka 32 var den mest lyckade
veckan gillande initierade trdd av de
trdd som testades, se Figur 6. Ett
missdde med en batch odlingsmedium
gjorde att alla embryon som hanterats
vecka 31 fick flyttas till nya
petriskalar vecka 32.
Odlingsmediumplattorna frdn vecka
31 hade drabbats av jéstsvamp och
bakterieangrepp. Darfor blev det farre
trdd som genomgick processen med
isolering av fréembryo vecka 32.

Under vecka 33 anstilldes en person
for att enbart skota processen med att
tvétta/sterilisera kottar samt att plocka
ut froerna. Detta snabbade upp
arbetstempot och material fran 23 trad
hanterades denna vecka (Bilaga 3,
Tabell 10). Av dessa pavisade 19 trad
initieringar. Trad nummer 61 hade

misstinkt grankotterost (Thekopsora Figur 7. Kotte med miSStf:i.I.lkt grankotterost
areolata) (Figur 7) och fick kasseras (?‘ hekopso.ra areolata). Trad med kottar
helt (Thekopsora areolata (cherry liknande bilden kasserades.

spruce rust) 2022).

Vecka 34 var den sista veckan géllande processen med isolering av froembryo.
Under denna vecka hanterades de kvarvarande 22 trdden (Bilaga 3, Tabell 11). Av
dessa pavisade 15 trdd initieringar. Denna vecka hittades ytterligare tvé trdd med
missténkt grankotterost (Figur 7) som fick kasseras. Trad 98:as froer hade valdigt
varierande embryostadier frén stadium 2 till 4 (Figur 4), darfor kunde endast tre
embryon isoleras pa en platta med odlingsmedium fran det tradet.

3.1.2 Initieringsfrekvens

Efter 6-veckorskontrollen antecknades den totala méngden initierade embryon per
totala antalet embryon som lyckats extraherats fran respektive trads kotte. Efter att
alla de 101 trdden genomgatt sin 6-veckorskontroll kunde det konstateras att det
totalt fanns atta olika “’kategorier” av initieringsfrekvens (rdknat pé trid som
pavisat initiering). Det vanligaste utslaget totalt blev en initieringsfrekvens pa 30
— 40 procent. Totalt hamnade 24 trdd hir, se Figur 8. I kategorin 10 — 20 procent
hamnade 20 trad. I gruppen med en initieringsfrekvens éver 40 procent hamnade
22 trad. Trad nr 63 (Bilaga 3, Tabell 10) var det enda tridet 1 forsoket som fick 10
av 10 embryon initierade, en hundraprocentig initiering.
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Antal trad
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Andel initierade embryon

Figur 8. Initieringsfrekvens for de 66 trdd av 101 testade som pévisade initiering. X-axeln visar de
olika initieringsfrekvenskategorierna (%) som berdknats genom att dividera antalet embryon med
initiering med totala antalet testade embryon och y-axeln visar totala antalet tréd i varje
initieringsfrekvens-kategori. Flest trdd fanns i kategorin 30 — 40 procent initieringsandel
(orangemarkerad).

Efter att kottarna fran ett trid genomgatt hela processen med embryotest och
isolering av fréembryo kontrollerades varje embryo efter tre veckor och sedan
efter sex veckor. Vid varje kontroll noterades antalet initierade embryon i1 en egen
kolumn i Excelfilen s4 att initieringsfrekvensen kunde foljas. Resultatet for de 66
trdd som gav initiering visade att 13 trdd visade initiering efter tre veckor, men
ingen ny initiering vid 6-veckorskontrollen. Totalt 15 trdd visade tvédrtom bara
initieringar vid 6-veckorskontrollen och ej nagra initieringar vid den forsta
kontrollen. De resterande 38 traden visade bade initieringar vid 3-veckors- samt 6-
veckorskontrollen (Figur 9).

13 st.

38 st. 15 st.

O3v O6v @3&6vV

Figur 9. Antal trdd som pavisade initiering endast efter 3 veckor, endast efter 6 veckor eller efter
béde 3 och 6 veckor. n=66.
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Vid jamforelse av de trdd som endast pavisade initieringar vid 3-
veckorskontrollen (Tabell 3) och de trdd som endast pavisade initieringar vid 6-
veckorskontrollen (Tabell 4) fanns skillnader 1 initieringsfrekvensen. De trdd som
endast visade ett resultat efter tre veckor hade ofta en ldgre initieringsfrekvens, 6
trdd av 13 totalt fick endast ett initierat embryo. I kategorin trdd som endast visade
initieringar efter sex veckor var motsvarande siffra 5 trdd av 15 totalt. I procent
motsvarade det 46 procent i treveckorskategorin och 33 procent i
sexveckorskategorin. Skillnad syns dven géllande initieringsfrekvensen 6 av 10
embryon (60 procent) (Figur 8) diar denna kategori ej aterfanns bland de trdd som
endast pavisade initieringar vid 3-veckorskontrollen. I sexveckorskategorin hade
tre trdd en initieringsfrekvens pa 6 av 10 embryon (60 procent).

Tabell 3. Trid som endast pavisade initieriniar vid 3-veckorskontrollen.

11 3 3/10
13 1 1/10
18 1 1/5
29 2 2/5
31 1 1/5
50 1 1/10
57 1 1/5
59 1 1/10
68 4 4/10
69 2 2/10
71 2 2/5
76 2 2/10
95 3 3/10
Tabell 4. Triad som endast pavisade initieringar vid 6-veckorskontrollen.

17 1 1/10
20 1 1/5
39 1 1/10
40 1 1/9
43 6 6/10
46 2 2/5
49 6 6/10
54 3 3/5
56 4 4/10
67 3 3/10
73 2 2/10
82 2 2/10
98 1 1/3
100 4 4/10
101 6 6/10
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3.2 Ej initierade trad

Av de 101 trdd som testades sa uteblev initieringsresultat fran 35 trdd. For 13 av
de 35 trdden berodde detta pa att de antingen maste testas om eller att trdden var
tvungna att kasseras. Anledningarna for omtestning och kassering &skadliggors i
Figur 10. Storsta kategorin for omtestning var tomma fréer pa 11 procent, en
annan orsak for omtestning var for sma embryon och i denna kategori hamnade 9
procent av tridden. 8 procent hade drabbats av grankotterost (Thekopsora areolata)
och maéste kasseras.

Uttorkade froer
3%

Ej initierat utan

utan uppenbar

paverkande faktor
63%

F6r sma embryon
9%

Figur 10. Trad som ej pavisat initieringar, 35 av 101 testade trdd. 63 procent pavisade ej initiering
utan paverkande faktor som stort processen. 13 trdd har behovts kasseras eller testas om pa grund
av olika faktorer.

Av de 35 trdd som ej visade initieringar var 22 trdd (63 procent) sidana som inte
hade lagts at sidan for omtestning eller behovts kasseras. De fem traden med
frysta froer (Tabell 1) pavisade ej initiering. Omogna froer har oftast en hogre
initieringsformaga (Egertsdotter 2019), mognadsgraden pa de frysta fréerna var
okind (Bilaga 3, Tabell 5). Virt att notera var ocksa att dessa froer varit lagrade
under en langre tid (exakt tid okdnd) medan resten av materialet 1 huvudforsoket
bestod av froer fran kottar som samlades in i mitten av juli. Vissa embryon fran
trdd 1 — 5 (Tabell 1) utvecklade globuléra strukturer som liknar meristemoider
(Figur 11). Meristemoider dr odifferentierade celler som vixer genom celldelning
(Pillitteri et al. 2011)
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Figur 11. Globuléra strukturer som vid litteratursdkningar liknar meristemoider (se pil) fran trad 3,
se Bilaga 3 (Tabell 5).

Trad 9 och 10 som hanterades vecka 29 (Bilaga 3, Tabell 6) pavisade ej
initieringar. Trad 10 hade okdnd mognadsgrad pa kotten d& den informationen ej
var med i rutinen vid det stadiet. Trdd 9 hade omogna kottar. Detta kan stillas i
kontrast med trdd 13, 14, och 15 fran samma hanteringsvecka som ocksé hade
omogna kottar men pavisade initieringar.

Vecka 30 hanterades trdad 25 (Bilaga 3, Tabell 7) som var det forsta tradet som
visade tecken pa grankotterost. Kottarna fran tradet hade lagrats i cirka tva veckor,
en vecka i plastpédse och en vecka i1 papperspase. Den uppmiitta luftfuktigheten 1
kylrummet var 58 procent med en temperatur pa + 3,9 °C. Luftfuktigheten 1
papperspasarna var pa 63 procent. Fem embryon plockades frén detta trdd och
lades pd en odlingsmedieplatta for att se om det &nda kunde uppsta initiering.
Resultatet fran trdd 25 var ej pavisad initiering. Resterande kottar fran trad 25
kasserades.

Fro fran trdd 32, 33, och 34 (Bilaga 3, Tabell 8) forvarades i kylskép tvé dagar
innan sterilisering. Efter steriliseringen extraherades embryon frén trdd 32 inom
20 timmar. Trad 33 och 34:as froer forvarades steriliserade i kylskap tva dagar
innan extraktion. Inget av dessa tre trad pavisade nagon initiering. For trad 70
(Bilaga 3, Tabell 10) var det ocksé tvéa dagars forvaring av de steriliserade froerna
1 kylskép innan extraktion. Trad 70:s kottar var d&ven angripna av enstaka larver.
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3.3 Larver, mogel, jastsvampar, och bakterier

I flera av kottarna hittades larver som hade itit sig in i kottarna och forsvarade
arbetet med att fa ut hela fréer att anvédnda 1 initieringsforsoket. Den ena
larvsorten forblev oidentifierad, se Figur 12. Den andra av larvsorterna (Figur 13)
var troligtvis av arten Mayetiola piceae, som ir en typ av Gallmygga (O’Donnell
& Russel 2011).

Figur 12. Angripen kotte med okénd art Figur 13. Larv troligen av arten
av larv. Tydliga spar av var larven itit sig Mayetiola piceae som angripit en kotte.
in genom kottfjéllen.

I arbetet med isolering av fréembryon var det
av yttersta vikt att den sterila miljon bibeholls.
Vid misslyckat sterilarbete kunde
odlingsmediumplattorna drabbas av
bakterieangrepp, jastsvampangrepp, eller
mogelangrepp. Ett mégelangrepp (Figur 14)
kunde oftast observeras 1 — 2 veckor efter att
embryona lagts pa odlingsmediumplattan.
Hade ett mogelangrepp intriffat behovde hela
petriskélen kasseras da petriskalen ej fick
Oppnas pa grund av risken att mogelsporerna
skulle spridas i den sterila miljon.

Jastsvamp- och bakterieangrepp orsakade
jamfort med mogel ett ndgot mildare angrepp
pa sa sitt att det oftast inte krévdes att hela
plattan kasserades. Om det var en liten bit av

Figur 14. Embryo pé en
odlingsmediumplatta som drabbats
av ett kraftigt mogelangrepp.
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mediet som hade drabbats
kunde petriskédlen Gppnas
och embryona flyttas till en
ny odlingsmediumplatta.

Jastsvampar visade sig som
roda flackar, antingen pa
mediet eller direkt pa ett
embryo (Figur 15). Bakterier
visade sig som gula flackar
som med tiden spred ut sig i
plattan. Det kunde ocksé
uppsta direkt pa ett embryo

och bilda en tjock pulakti KRR S o

hinna (Figur 16). Om Figur 15. Jistsvampangrepp (rdd ring) pa ett fros
jastsvampar eller bakterier megagametofyt, frdembryot syns bredvid.

direkt hade angripit ett

embryo var det embryot forlorat. Resterande embryon i petriskdlen kunde dock
oftast rdddas och forflyttas. En noggrann veckovis kontroll av petriskélarnas skick
var ddrmed av storsta vikt for att kunna rddda embryon i petriskilar dir dessa
angrepp hade intréffat.

Figur 16. Kraftigt bakterieangrepp pa ett embryo.
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4. Diskussion

Syftet med denna pilotstudie var att ta reda pa om det fanns skillnader mellan
olika tradindividers forméga till somatisk embryoinitiering hos gran (Picea abies).
Arbetet resulterade i att fr6 fran 101 trdd undersoktes varav 66 trad uppvisade SE-
initieringar. Av de 35 trdden som inte hade initieringar var den vanligaste orsaken
att froerna var tomma eller att embryona var for smé for att kunna hanteras
optimalt. Detta stoder hypotesen att det finns skillnader géllande
initieringsfrekvens hos olika trddindivider av Picea abies. 1 det fortsatta arbetet
vid UPSC kommer det undersokas om dessa skillnader kan kopplas till vissa
genmarkorer.

Andelen trdd med pavisade initieringar jimfort med mangden testade trdd/vecka
(det frysta materialet frdn Sdvar vecka 24 — 25 ej medriknat) 6kade for varje
laborationsvecka med en topp pa 90 procent lyckade initieringar vecka 32 (Figur
6). Efter vecka 32 gick procenten for initierade trdd marginellt nerat. Skillnaden
pa andelen initierade trdd innan vecka 32 jamfort med efter vecka 32 dr signifikant
(p <0,05), enligt berdkningar i Bilaga 4. Orsakerna for denna skillnad kan
potentiellt besta 1 att vart arbetssétt med tiden blev mer precist och med detta sa
skadades férre embryon i hanteringsprocessen. Vecka 33 borjade en ny person
som lardes upp gillande arbetet for isolering av fréembryon, vilket kan indikera
den marginella minskningen i initierade trad frén vecka 33 och framét. Froernas
kylférvaring kan dven ha bidragit till mer lyckade initieringsforsok ju langre tiden
gick. Enligt en studie av Nielsen et al. (2022) s& kan kylbehandling leda till battre
groningsresultat (ett senare stadium i1 SE-processen). Eftersom fréerna som
hanterades de senare laborationsveckorna ocksa foljaktligen lagrats ldngre i
kylrummet sa kan detta mojligtvis ha spelat en roll i resultatet.

Embryonas initieringsfrekvens kontrollerades tre och sex veckor efter extrahering
fran granfroerna och placering pa odlingsmediet i1 petriskdlarna. Mélséttningen var
att 10 embryon skulle kontrolleras fran varje tradindivid. Det uppstod dock
variationer i antalet pa grund av orsaker som mogelangrepp eller att embryon fran
vissa trad var 1 ett for tidigt utvecklingsstadium (Figur 4). Initieringsfrekvensen
baserades pa antalet embryon som pavisade initiering i relation till antalet
extraherade embryon. Den vanligaste initieringsfrekvensen i denna undersokning
var 30 — 40 procent och endast ett trdd hade en initieringsfrekvens pé 100 procent
(Figur 8). Av de 66 trdd som hade pavisad initiering hade 13 trdd enbart initiering
vid treveckorskontrollen medan 15 enbart hade initiering vid
sexveckorskontrollen. Resterande 38 trdd pavisade initieringar bade vid tre- och
sexveckorskontrollen. Vi noterade en dverrepresentation av trad med generellt
lagre initieringsfrekvens bland de trdd som enbart pavisade initieringar vid
treveckorskontrollen.
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4.1 Associations-studie for forekomst av mojliga
molekylara markorer for SE initiering

Denna studie av embryoinitieringsfrekvens hos utvalda plustrdd av Picea abies ar
som namnts en del av ett storre projekt med syfte att undersoka om det gér att
koppla tradindividers molekyldra markdrer till lyckad SE initiering genom en
’Genome-Wide Association Study’. Tidigare genomforda undersdkningar pa
samma granmaterial som i denna studie har visat att molekyldra markdrer
kopplade till bland annat vedegenskaper (Baison et al. 2019, 2020) och resistens
mot rotréta (Elfstrand et al. 2020) kunnat identifieras. Det indikerar att det finns
goda mojligheter till att &ven kunna koppla genmarkérer till SE-initiering. Detta
daven om en studie av Hogberg et al. (1998) rapporterade en forhallandevis svag
genetisk kontroll av SE-initiering i det undersokta granmaterialet jimfort med vad
Park et al. (1993) rapporterat for vitgran.

SE-processen ir en tids- och kostnadskriavande metod. For att 6ka
initieringsformagan vill man kunna vélja ut trdd som pé forhand identifierats med
molekyldra markorer som ldmpliga for denna metod. Arbetet inom projektet
kommer att inkludera ytterligare tradindivider for att fa ett tillrackligt stort
underlag for att kunna leta efter markorer. Resultatet av detta arbete kan leda till
ett mer tidseffektivt arbete. Det bor om mojligt undvikas att tid ldggs pé insamling
av kottmaterial, sterilisering av froer, undersokning av embryoutveckling samt
embryoextraktion for trdd som har lag sannolikhet f6r god initieringsfrekvens.

4.2 Metodutveckling under arbetets gang

Den forsta fasen av laboratoriearbetet gick langsammare och dokumenterades inte
lika utforligt som under de efterfoljande veckorna. Detta pa grund av att ett tydligt
arbetssitt inte kunde implementeras direkt fran start. Ny information framkom
under arbetets gang som gjorde att arbetet fick pausas medan arbetsgdngen
uppdaterades. En aspekt som tillkom 1 arbetet var att forsoka undersoka om det
baserat pa kottens fysiologiska mognadsgrad gick att avgora i vilket
mognadsstadie embryot befann sig. Embryon 1 ett visst tidigt utvecklingsstadium
ger en battre initieringsfrekvens dn vad mer utvecklade embryon gor vilket dven
en studie av Park et al. (1993) pa vitgran (Picea glauca) pavisade. Dir gav
embryon i ett tidigare stadie tre ganger fler SE-initieringar &n ett fullt utvecklat
embryo. Embryostadierna 4 — 5 1 vér studie (Figur 4) gav bést initieringsfrekvens,
ndgot som dven stdds av tidigare studier, se Pullman & Buchanan (2003).

En kontroll av embryostadiet hos tradindividernas kottar innan arbetet med
sterilisering och embryoextraktion paborjades gjorde att arbetet blev mer effektivt.
Detta pa grund av att man pé forhand inte visste status gédllande embryots
utvecklingsstadium och huruvida froerna frén vissa av trdden kunde anviandas. En
annan aspekt som fick undersdkas under arbetets ging gillde lagringsmiljon for
kottarna. Detta eftersom delar av kottmaterialet maste forvaras under flera
mdnader i véntan pd behandling, varfor mogel- och torkrisken maste minimeras.
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4.3 Felkallor

Arbetet med SE i labbmiljo var mer tidskravande dn vad vi och véra projektledare
hade riaknat med. Initialt var planen att vi skulle hinna undersdka
initieringsfrekvensen pé 200 trdd. Detta dndrades under arbetets gang till 100 trad
pa grund av att det var ett stort och komplicerat projekt pa ett for &ndamalet
obeprovat laboratorium. For att underlétta arbetet skulle vi ha ordnat med ett
battre och tydligare protokoll och arbetsmetod frén start. Vissa felkéllor som
orsakat systematiska avvikelser i resultaten kan ha funnits gillande
initieringsfrekvensen hos embryona. Resultaten kan ha paverkats av att vi var tva
personer som arbetade i labbet, trots att vi foljde samma instruktioner kan vi ha
hanterat froer och embryon olika. Ett exempel pa detta &r hur det exponerade
embryot placerades pé odlingsmediet vilket kan paverka hur lyckad
embryoinitieringen blir.

En annan mojlig felkélla skulle kunna vara hur kottarna forvarades under arbetet
och hur de forvarades innan arbetet med embryoextraktionerna paborjades. For att
sprida ut riskerna gidllande mogelangrepp och uttorkade kottar forvarades kottarna
1 tva separata kylrum dér vi kunde ha uppsikt pa temperatur och luftfuktighet.
Larver som lever 1 och av kottarna (Figur 12 och 13) forsvéarade arbetet att hitta
froer med intakta embryon, men om det paverkade initieringsfrekvens resultatet ar
oklart. Detsamma giller forekomsten av svampangrepp sa som grankotterost.
Svampangreppen forsvarade ocksd arbetet genom att tidskrdvande
forsiktighetsatgérder fick vidtas for att forebygga spridningen av angreppet till
nérliggande kottar. Av traden som inte pavisade ndgon initiering testades 26
procent igen vid ett senare tillfdlle. For att sdkerstdlla att inte nagon av
ovanstaende felkillor paverkat resultaten for dessa trdd borde kanske alla trad dér
initiering misslyckats ha testats om. Detta kunde inte genomforas pa grund av
tidsbrist men kan vara en erfarenhet att ta med till framtida liknande projekt.

4.4 Erfarenheter gallande forvaring av kottar

Att plocka kottarna vid rétt antal dygnsgrader ar viktigt for att embryona ska vara
1 ratt mognadsstadium och ha sé goda forutséttningar som mojligt for att lyckas
med SE-initieringen. Det ar dven viktigt att forvara kottmaterialet pa ett lampligt
satt for att inte materialet ska ga forlorat pa grund av mdgel eller uttorkning.
Kottarna ska inte forvaras for varmt eller for fuktigt for att riskera mogelangrepp,
men inte heller for torrt. Regelbundna kontroller av kottarna &r dérfor att
rekommendera di man tidigt kan uppticka angrepp av mogel och forhindra
spridning till Gvrigt material. Vart material forvarades som litteraturen
rekommenderar angaende luftfuktighet (Wennstrom 2009), ddremot forvarades de
inte vélventilerat utan 1ag kompakt packade i plastbackar med lock den forsta
tiden. Detta borde ha forhindrat uttorkning men 6kat risken for spridning av
mogel da luftfuktigheten kan ha hallits for hog i ladorna. Dock sa kunde vi
konstatera efter tre manaders forvaring 1 kylrummen att kottarna 4ndé& hade torkat
ut (Figur 17), och de fick dérefter kasseras.
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Figur 17. Sam otte fotograferad efter forvaring i kylrum med tre ménaders mellanrum. Efter
tre manader var fromaterialet inte langre lampligt att anvanda for SE.

Vissa kottar drabbades av mdgelangrepp, detta kan ha varit en bidragande faktor
till misslyckade initieringar. Kottmaterialet togs fran tva klonarkiv, Maltesholm
samt Ekebo. En jamforelse mellan klonarkiven visade att Ekebo hade 40 procent
lyckade initieringar medan Maltesholm visade 72 procent lyckade initieringar.
Maltesholm hade dven det storsta urvalet av kottmaterial med 86 trad, fran Ekebo
anvindes endast 10 trdd. Skillnaden i lyckade initieringar mellan klonarkiven
beror med stor sannolikhet pa att kottarna plockades vid olika tidpunkter vilket
gor att temperatursumman som paverkar mognadsgraden pa embryona skiljde sig.

Utover detta kan det geografiska laget for klonarkiven samt var pa tradet kottarna
togs ha paverkat mognadsgraden. Ekebokottarna drabbades i storre utstrackning
av mogel dn vad kottarna fran Maltesholm gjorde. En faktor som kan ha paverkat
resultatet av langtidsforvaringen dr omsténdigheterna vid insamlandet av
materialet och hur det forvarades den forsta tiden innan materialet kom till
laboratoriet. Nér kottarna frdn Maltesholm plockades var véidret soligt och torrt
medan det regnade nér kottarna frén Ekebo samlades in. Detta kan ha bidragit till
att det uppstod mer mogelangrepp péd Ekebomaterialet. Samplet skiljer sig for
mycket mellan de olika klonarkiven for att man ska kunna dra nagra sékra
slutsatser om huruvida de skiljer sig at.

4.5 Slutsatser

Var hypotes om att det skulle finnas skillnader mellan tradindivider av gran
géllande initieringsfrekvensen bevisades. Ett arbete av den hdr magnituden, med
sda manga individuella trid att testa, har ej genomforts tidigare och de tidskravande
momenten i arbetet med SE blev tydliga. For att effektivisera det operationella
arbetet dr det av stor vikt att vélja trdd med garanterad initieringsformaga. Vart
arbete kommer forhoppningsvis ligga till grund for identifiering av vissa
genmarkorer kopplade till lyckad SE-initiering. Att arbeta med sma outvecklade
embryon forsvéarade avsevért extraktionsprocessen, darfor dr det viktigt att plocka
materialet vid det mest optimala antalet dygnsgrader samt undersdka en kottes
embryoutveckling innan start av arbetet. En grundsten i arbetet var sjidlva
forvaringen av kottarna dér brist pa kunskap géllande optimala
forvaringsmojligheter gjorde att det uppkom problem med mogel och uttorkning.
Detta har paverkat den totala méngden datamaterial da vissa kottar fick kasseras.

For att optimera framtida arbete med SE har dven foljande forslag utifrdn gjorda
erfarenheter tagits fram.
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Om mdjligt, planera insamlingen av kottar till dagar med fint véder,
undvik regn for att minska fukt vid langtidsférvaring.

Forvara inte kottmaterialet 1 plastpasar utan 1 papperspasar.
Flytta materialet skyndsamt fran klonarkiv till kylférvaring.

Kottarna bor forvaras vilventilerat, ej for kompakt, s& rena som mojligt
(barr och grenar bor vara bortplockat), en luftfuktighet 6ver 50 procent och
en temperatur mellan + 5 °C till +15 °C.

Skapa en noggrann struktur pa arbetet och en tydlig uppmérkning av
materialet och petriskdlarna. Anvind olika symboler for att mérka upp
embryostadiet samt for att indikera vid vilken kontroll (tre eller sex veckor
efter start) initieringarna hittades.

Om flera personer jobbar samtidigt sa bor den insamlade informationen
skrivas ner i olika pappersprotokoll och en person far ansvaret att fora Gver
denna information 1 digital form.

For dagliga laborationsanteckningar 6ver arbetet, detta underléttar ndr den
insamlade informationen ska sammanstéllas och om frdgor uppstar
géllande vissa resultat.

Arbetet med embryoextraktion kan vara pafrestande for kroppen och
huvudet pé grund av den arbetsstillning och koncentration som kravs.
Inplanerade pauser och ett rotationsschema om flera arbetar ar viktigt.

Dokumentera och fotografera mycket och ofta.

En planering géllande tillverkning av odlingsmediet &r att rekommendera,
arbetet avstannar och virdefull tid férloras om plattorna med
odlingsmediet tar slut.
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Nedan finns en beskrivning for hur man startar kulturer av somatiska embryon
fran granfro-embryo. Metoden ar ndgot annorlunda beroende pa om man startar
med torkade froer (metod A) eller farska froer fran omogna kottar (metod B). Har
beskrivs metoden for omogna kottar (metod B).

Det ar viktigt att noga dokumentera vilken frékalla som anvands i experimenten!
Lampligen gors en lista med fro-ursprung dvs korsningar dar varje korsning far
ett nummer som sedan kan skrivas pa petriskalen med de isolerade embryona.
Datum for start av initieringen skall ocksa skrivas pa petriskalen.

Metod B for froer fran omogna kottar

Utrustning och material:

= Firska omogna kottar plockade vid rekommenderad temperatursumma
for optimal SE-initiering

= Sterilt vatten

* Falcon-ror 50 ml

= 96% etanol

= Tween 20

= 30% vateperoxid — OBS! Handskar och skyddsglaségon vid hantering!

Forbered for sterilt arbete genom att sterilisera nddvandig utrustning och vatten.
Autoklavera foljande:

= 300 ml avjonat vatten helst i droppsaker glasflaska. Rdkna med 100 ml
vatten per froé-sort.

= Tesilar (en for varje fro-sort eller for varje 100 fro)

= Pincetter och skalpell for embryo-isoleringen
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= Satt pa sterilbanken som skall anvandas dagen fore. VYtsterilisera
sterilbdnken med 70% etanol eller motsvarande ytsteriliserings-vatska,
satt pa och lamna pa over natten.

Dag 1:

Forberedelser for isolering av fro-embryo for SE-isolering

1. VYtsterilisera sterilbanken.

2. Klipp till Parafilm-strimmor som racker till att vira runt
petriskalen tva ganger. Lamnas inom rackhall utanfor
sterilbanken.

3. Forbered dissekerings-arbetet i sterilbanken genom att stalla i
ordning: 96% etanol, pincetter, skalpell-hallare, skalpell-blad,
autoklaverade glaspetriskalar, Falconrér med steriliserade fréer
och det antal odlingsmediumplattor som behovs for
morgondagens arbete. Se till att det finns en bra arbetsplats dar
allt som behovs for dissekeringsarbetet ar inne i sterilbanken
och placerat i mojligaste man sa att inte luftflodet blockeras.

4. Ytsterilisera en lupp och stéll in i sterilbdnken som lamnas pa
Over natten.

Dag 2:

Rengoring av kottar

Arbeta vid diskho med tillgang till rinnande vatten. _

5. Rengor kottarna med diskmedel och en mjuk borste eller trasa

6. Skolj under rinnande vatten i 20 min

.Légg kottarna som skall nyttjas for initiering inom nagra dagar i
plastpase i +4C. Kottar som skall sparas laggs | papperspése.

8. Kottarna laggs i en stor petriskal (15 cm) och ’fjallen” med froer
avlagsnas fran kotten med hjalp av en skalpell och pincett.
Fréerna avfjallas och plockas sedan till ett - Falconror
(sterilbank); 1agg 5060 froer fran varje modertrad per
Falconror
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Sterilisering av froer

9. Tillsatt 13 ml 96% etanol (sterilbank) till Falconréret med froer
fran kotten, skruva pa locket, skaka for hand under 1 min (ej
sterilt, nar locket ar pa kan Falcon-roret flyttas utanfor steril-
banken).

10.Avlagsna etanolen med hjalp av tesil, pipettera bort eller hall av
i sterilbank. Etanolen halls sedan ut i avloppet.

11.0BS! Handskar och skyddsglaségon! Tillsatt 13 ml 30%
vateperoxid och 1 droppe Tween20i sterilbank. Skruva pa locket
och stall Falcon-roret i provrorsstallet pa skakbordet (skall rora
om bland fréerna) och Ilamna pa skakning under 20 min. Det kan
behovas langre tid beroende pa hur ‘rent’ fréet ar. Om
embryona pa odlingsmedie-plattan inte har blivit infekterade
med svamp eller bakterier efter nagra dagar sa racker det med
20 min sterilisering. Om det ar mycket infektion kan man prova
med 30 min istallet.

12.0BS! Handskar och skyddsglasogon Avldgsna vateperoxiden
med hjalp av tesil, pipettera bort eller hall av i sterilbank.
Anvand vateperoxid samlas i flaska for destruktion.

13.Tillsatt 20—25 ml sterilt vatten (sterilbank), skruva pa locket, stall
pa skakbordet under 7 min.

14.Avlagsna vattnet med hjalp av tesil, pipettera bort eller hall av i
sterilbank.

15.Upprepa steg 13 och 14 totalt tre ganger.

16. Hall froer som skall dissekeras i en tom petriskal och separera
froerna, lagg tillbaka locket pa petriskdlen. Forslut petriskalen
med parafilm och stall in i kylskap om isolering av froembryo
sker nastkommande dag.

Isolering av froembryo for start av somatisk embryo-kultur
(sterilbank)

1. Torka av luppen som redan star i sterilbdnken. Ldgg en del av en
glaspetriskal pa dissektionsplattan.

2. Satt i ett skalpellblad i skalpellen, dippa skalpellen och
pincetterna i etanol och flambera, ldmna for avsvalning pa
hallaren.

30



. Med hjalp av de flamberade pincetterna, flytta 6ver nagra froer
till glaspetriskalen under luppen.

. Med hjalp av pincetterna och skalpellen, avlagsna froskalet och
den underliggande hinnan.

. Skar sedan ett langsgaende snitt i det vita fr6-amnet som finns
under hinnan. Tank pa att embryot finns i fro-amnet sa skar bara
till knappt halften av fro-amnets tjocklek fran olika hall for att
inte skada embryot. OBS- skada pd embryot kan pdverka SE-
induktionen! Oppna fré-embryot genom att vika ut det i tva
delar medan det fortsatt sitter ihop med embryos och den andra
halvan. Lagg embryots tillsammans med de tva delarna av fro-
amnet pa odlingsmediet i petriskalen (se bild nedan).

. Lagg max tre embryon per 6 cm petriskal och max 5 per 9 cm
petriskal, lagg embryon pa tva rader.

. Vira tva varv av parafilm runt petriskdlen med embryo och
odlingsmedium.

. Stall skalen i rumstemperatur i morker.
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2. Beskrivning for tillagning och recept for
odlingsmedium (%2 LP) for initiering av somatiska
embryon fran gran

Beskrivning for tillagning och recept for odlingsmedium | Issued: 17.06.2022; updated

(% LP) for

01.08.2022; 31.08.2022
Ulrika Egertsdotter; Josefine

initiering av somatiska embryon fran gran Bjors

3 sidor

Nedan beskrivs tillverkning av 1 L % LP medium.

Volymen kan anpassa proportionellt till andra volymer, se tabellen pa s.
2.

Den kemiska sammansattningen av mediet finns pa s. 2 (stamldsningarna)
och s. 3 (pulversammansattning).

Beskrivning for tillagning av 1 L 2 LP gran SE odlingsmedium for
initiering och proliferering av somatiska embryo.

1.

10.

11.

12

13.

14.

Tag ut fran frysen for att tina ett provror vardera av 2,4 D, BAP och
glutamin (om inte farskt glutamin ska anvandas). Glutaminet stalls i
sterilbank och tillsatts sterilt efter autoklavering.

Tillsdtt 500 ml avjonat vatten till en 1 L glasbagare. Satt till en magnet och
stall pd omrorning pa magnetomroraren.

Vag upp 1,9 g fardigblandat pulver for 1/2LP (Duchefa) och tillsatt till
bagaren pa omrorning.

Vag upp 10 g sucrose och tillsatt.

Tillsatt ett tinat ror av 2,4D och ett av BAP (kan tinas i jlummet vatten). Se
volym och koncentration i tabellen nedan.

Nar allt ar |6st, fyll pa avjonat vatten till 980 ml.

stall pH till 5.8 med 0.1 M NaOH.

Tag fram tva stycken 1000 ml DURAN/SCHOTT flaskor eller motsvarande
behallare som ar lamplig for att autoklavera 500 ml vatska och sedan
halla upp mediet i petriskalar fran.

Vag upp 1.75 g gelrite till vardera 1000 ml DURAN/SCHOTT flaska.

Hall 6ver 490 ml av odlingsmediet fran 1 L bagaren till vardera 1000 ml
flaskan. Skruva pa locken 16st. Tryck fast en bit folie 6ver korken och en
bit ner pa flaskan.

Autoklavera vid 121 °C under 20 min vid 1.1 bar.

. Skruva till korken latt efter autoklavering och viss avsvalning. Ta mediet

till sterilbanken.

Vid anvandning av farskt glutamin sa tillsatt 450 mg (for 1 L medium
enligt tabell nedan) glutamin till 10 ml avjonat vatten i en bagare. Satt till
en magnet och stall pa omrérning pa magnetomroraren.

Nar glutaminpulvret ar 16st ta med bagaren till sterilbank.
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15. Dra upp glutaminlésningen med en 10 ml spruta och satt fast ett sterilt
sprutfilter.

16. Tillsatt steril glutaminlosning (fryst steril 16sning eller sterilfiltrera
nygjord) efter autoklavering ndr mediet svalnat till ca 50-55 °C. Se volym
och koncentration i tabellen nedan.

17. Blanda genom att rotera flaskan.

18. | sterilbdnk: 6ppna en ny pase med sterila petriskalar (9 cm eller 6 cm)
och ta ut skalarna i sterilbdanken. Placera ut en rad av petriskal i bakre
delen av sterilbdanken. Hall ca 20 ml medium per 9 cm petriskal. Stang
locket pa petriskalen direkt efter att mediet har hallts i.

19. Lat mediet svalna och stelna nagot innan det staplas och skjuts till ena
sidan av sterilbdanken. Upprepa till allt medium hallt upp. Nar alla plattor
ar avsvalnade och stelnade ldggs de i staplar och petriskalarnas
originalpasar tras pa staplarna.

20. Lat plattorna vila i rumstemp under minst 2-3 dagar i sterilbank under
orginalpasarna. Om inget bakterieangrepp kan synas sa delas staplarna
upp i mindre staplar om 6 — 8 petriskalar och plastas in med plastfolie.

21. Stall de inplastade staplarna upp och ner i kylskap.

Tillverkning av olika volymer av % LP medium

Volume: 2L 1L 05L Stamlosning
Y% LP* 3.8¢g 19¢ 095¢ -
2,4-D 4 ml 2 ml 1ml 1.105 mg/ ml
BAP 20 ml 10 ml 5ml 0.1 mg/ml
Sucrose 20¢g 10g 5g -—--
Gelrite 78 35g(1.75gin 1.75¢g
500 ml)
900 mg 450 mg (10 mlav | 250 mg (5 ml 45 mg/ ml
staml6sning) av

* Duchefa DU 1420, UPSC Medium 3.

Stamlosningar for % LP medium

1. 2,4-D (Dichlorophenoxyacetic acid)

stamldsning)

Stock preparation: 221 mg of 2,4-D dissolve in 1-2 ml 1 M NaOH and add 200 ml

MQ H,0 and store at 4 °C.
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2. BAP (6-Benzylaminopurine)

Stock preparation: 50 mg/500 ml. Dissolved in 1 ml 1 M NaOH and add MQ H,0
and store at 4 °C.

3. L-Glutamine

Stock preparation: 900 mg / 20 ml H,O (microwave to dissolve) is filter-sterilized
and added into 2 | of autoclaved medium, solid or liquid, after temperature has gone
down some, approx. 1 h for 2 liters.

Mediumsammansattning i fardigblandat pulver:
Duchefa DU 1420, UPSC Medium 3
% LP medium is used for Norway spruce somatic embryogenesis (SE) induction and

proliferation of embryogenic cultures (% LP medium modified from: von Arnold &
Erikson, 1981, Can. J. Bot. 59: 870-874).

Composition of 3.5 g powder (Duchefa DU 1420, UPSC Medium 3) mediumin 11
Concentration
Macro Elements g/l
KNO; 0.95¢g
NH4NO3 03g
MgS0..7H,0 0.185¢g
KH,PO, 0.17 g
CaCl,.2H,0 0.22¢g
Micro Elements mg/|
ZnS04.7H,0 2.35mg
Kl 0.375mg
H3BOs 0.315mg
MnSQO4.H,0 0.845 mg
Na;Mo00.2H,0 0.0125 mg
CuS04.5H,0 0.00125 mg
CoCl,.6H,0 0.00125 mg
Vitamins mg/I
Pyridoxine (B6) 0.5mg
Nicotinic acid (B9) 1mg
Thiamine-HCI (B3) 2.5mg
Myo-Inositol 225 mg
Fe-EDTA mg/|
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FeS04.7H,0

6.95 mg

Na.EDTA

9.31mg
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3. Initieringsresultat

Tabell 5. Initieringsresultat for trdd som hanterades v.24 — 25. Initieringarna &r sorterade efter om
de observerades vid 3-veckorskontrollen eller 6-veckorskontrollen. Den totala mangden
initieringar/antal embryon syns i kolumnen "totalt”.

ID Trad 3 veckor |6 veckor Totalt Annat
$23X1520777 1 Frysta froer
$23X1520386 2 Frysta froer
$23X1520479 3 Frysta froer
$23X1520300 4 Frysta froer
$23X1520637 5 Frysta froer

Tabell 6. Initieringsresultat for trdid som hanterades v.29. Initieringarna 4r sorterade efter om de
observerades vid 3-veckorskontrollen eller 6-veckorskontrollen. Den totala méngden
initieringar/antal embryon syns i kolumnen totalt”.

ID Trad 3v 6v Totalt Annat
S21K8320761 6
S21K8320832 7
S21K8420379 8
S$21K8320801 9 Omogna kottar

Okand mognadsgrad pa

S21K8322230 10 kotten
S21K8320726 11 3 3/10
S21K8322231| 12.1 Bara 5 embryon plockade
S21K8322102 13 1 1/10 Omogna kottar
S21K8322233 14 1 1 2/10 Omogna kottar
S21K8322237 15 3 1 4/10 Omogna kottar
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Tabell 7. Initieringsresultat for triid som hanterades v.30, ID markerat i lila visar trid frdn Ekebo.
Initieringarna dr sorterade efter om de observerades vid 3-veckorskontrollen eller 6-
veckorskontrollen. Den totala méngden initieringar/antal embryon syns i kolumnen “totalt”.

ID Trad 3v 6V Totalt Annat

S$21K8320991 | 16 1 1 2/10
S$21K8320911 17 1 1/10
S$21K8220143 18 1 1/5 Bara 5 embryon plockade

1 embryo blev angripet av
S21K8220121| 19 1 2 3/9 bakterier

1 platta drabbades av mogel
S21K8322115 20 1 1/5 och kasserades
S21K8320732 21 Testas om, f6r sma embryon
S$21K8420347 | 22
S21K8420143 23 Testas om, f6r sma embryon

S21K8322344 | 24

Bara 5 embryon plockade
fran en kotte, grankotterost

S$21K8420216| 25 pa resterande kottar.
S21K8420345| 26
S21K8320793 | 27 2 2 4/10

S21K8420378 | 28

1 platta drabbades av mogel
S21K8420015| 29 2 2/5 och kasserades
S21K8220813 | 30

1 platta drabbades av mogel
S21K8320992 31 1 1/5 och kasserades

Tabell 8. Initieringsresultat for trdd som hanterades v.31. Initieringarna ar sorterade efter om de
observerades vid 3-veckorskontrollen eller 6-veckorskontrollen. Den totala méngden
initieringar/antal embryon syns i kolumnen ’totalt”.

1D Trad 3v 6V Totalt Annat
S21K8322231 | 12.2 5 embryon plockade
S$21K8220693 32
S$21K8420213 33
S21K8320924 34
S$21K8320939 35 1 2 3/10

Ska testas om, for sma

S21K8322326 36 embryon
S$21K8322202 37 1 2 3/10
S$21K8320821 38 1 5 6/10
S$21K8320972 39 1 1/10
S21K8322323 | 40 1 1/9
S21K8320696 | 41 2 3 5/10
S21K8420342 | 42 1 5 6/10
S21K8320830 | 43 6 6/10
S21K8320954 | 44 1 3 4/10
S21K8320695 | 45 1 2 3/10
S21K8420325 | 46 2 2/5
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Tabell 9. Initieringsresultat for trdd som hanterades v.32. Initieringarna &r sorterade efter om de
observerades vid 3-veckorskontrollen eller 6-veckorskontrollen. Den totala méngden
initieringar/antal embryon syns i kolumnen totalt”.

1D Trad 3v 6V Totalt Annat
S$21K8320733 47 1 4 5/10
S$21K8320729 48 4 5 9/10
S$21K8322114 49 6 6/10
S$21K8420376 50 1 1/10
S$21K8320952 51 3 6 9/10
S$21K8322234 52 1 2 3/10
S$21K8320925 53 2 4 6/10
S$21K8320978 54 3 3/5
Uttorkade froer, trad ska
S$21K8220650 55 testas om
S$21K8320823 56 4 4/10

Tabell 10. Initieringsresultat for trdd som hanterades v.33, ID markerat i lila visar trdd fran Ekebo.
Initieringarna &r sorterade efter om de observerades vid 3-veckorskontrollen eller 6-
veckorskontrollen. Den totala méngden initieringar/antal embryon syns i kolumnen “totalt”.

ID Trad 3v 6V Totalt Annat
S$21K8220346 | 57 1 1/5
$21K8320947 | 58 3 4 7/10
S$21K8220700| 59 1 1/10
Tomma froer, trad ska testas
S$21K8220127 | 60 om
$21K8420330| 61 Grankotterost. Trad kasseras
S$21K8320755| 62 1 4 5/10
S$21K8320693 | 63 3 7 10/10
S21K8322236| 64 4 1 5/10
S$21K8320937 | 65 1 3 4/10
S$21K8320740| 66 1 4 5/10
S$21K8320914 | 67 3 3/10
S$21K8322235| 68 4 4/10
S$21K8320827 | 69 2 2/10
S$21K8322124| 70
$21K8420341| 71 2 2/5
Tomma froer, trad ska testas
$21K8420352 | 72 om
S$21K8322250| 73 2 2/10
S$21K8320969 | 74 2 1 3/10
$21K8320880 | 75 1 1 2/10
$21K8320818 | 76 2 2/10
S$21K8320970 | 77 1 4 5/10
$21K8320908 | 78 6 1 7/10
$21K8320814 | 79 1 1 2/10
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Tabell 11. Initieringsresultat for trdd som hanterades v.34, ID markerat i lila visar trdd fran Ekebo.
Initieringarna dr sorterade efter om de observerades vid 3-veckorskontrollen eller 6-
veckorskontrollen. Den totala méngden initieringar/antal embryon syns i kolumnen “totalt”.

ID Trad 3v 6V Totalt Annat
S21K8320774 80 1 3 4/10
S$21K8320874 81 3 7/10
S$21K8320776 82 2 2/10
S$21K8322243 83 5 3 8/10
Tomma froer, trad ska testas
S$21K8320877 84 om
$21K8320879 85 2 2 4/10
S21K8220803 86 Grankotterost, trad kasserat
$21K8420263 87 6 2 8/10
$21K8320813 88 2 2 4/10
S$21K8322364 89 5 3 8/10
$21K8320945 90 1 1 2/10
$21K8320730 91 1 1 2/10
Mogliga kottar, larver. Trad
S21K8220191 92 kasserat
Tomma froer, trad ska testas
S21K820118 93 om
S21K8220807 94 Grankotterost, trad kasserat
S$21K8320940 95 3 3/10 Mycket larver i kottarna
S$21K8322229 96
$21K8420008 97 3 1 4/10
S21K8220094 98 1 1/3 Mogel, larver, uttorkade kottar
Mogliga kottar, tomma fréer.
$21K8220122 99 Trad kasserat
S21K8220427 100 4 4/10 Mycket larver i kottarna
S$21K8220422 101 6 6/10 Mycket larver i kottarna
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4. Hypotesprovning

Tabell 12. Antal trdd (n) som testades varje vecka och hur manga trdd som pévisade initiering.

Vecka n: Antal trid med pavisade
initieringar
29 10 4
30 16 8
31 16 11
32 10 9
33 23 19
34 22 15

Hypotes: Andel trdd med pavisad initiering dr samma innan vecka 32 som efter

vecka 32.
Mothypotes: Andel trdd med pavisad initiering dr hogre efter vecka 32 dn innan

vecka 32.

n4 = Antal trdd med pévisade initieringar vecka 29 till 31
ng = Antal trdd med pavisade initieringar vecka 33 till 34

Hy:mqa=mp
Hi 4 7np

P.=23/42
Pz =34/45

Formel:

P,—P,— (%, -m,)

nP +nP,
Z= =— dir P=——1—22

1 1 n, +n,
Pl—-P) —+—
M Ey
Z=-2,039
Dubbelsidigt test:
P % zZ
5% 1,64
1% 2,58
0,1 % 3,09

Slutsats: Ho kan forkastas pa 5 % signifikansniva. Detta innebar att mothypotesen
H, ar sann med 95 % sidkerhet. Det finns alltsd en signifikant skillnad i
initieringsgrad 1 datamaterialet, med en hogre grad av initiering under den senare
tidsperioden.
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Publicering och arkivering

Godkénda sjdlvstandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU publiceras
elektroniskt. Som student dger du upphovsritten till ditt arbete och behover
godkénna publiceringen. Om du kryssar i JA, s& kommer fulltexten (pdf-filen)
och metadata bli synliga och sokbara pa internet. Om du kryssar i NEJ, kommer
endast metadata och sammanfattning bli synliga och s6kbara. Fulltexten kommer
dock i samband med att dokumentet laddas upp arkiveras digitalt.

Om ni &r fler 4n en person som skrivit arbetet sa géller krysset for alla forfattare,
ni behdver alltsd vara overens. Lds om SLU:s publiceringsavtal hér:
https://www.slu.se/site/bibliotek/publicera-och-analysera/registrera-och-

publicera/avtal-for-publicering/.

JA, jag/vi ger hdrmed min/var tillatelse till att foreliggande arbete publiceras
enligt SLU:s avtal om Gverlatelse av rétt att publicera verk.

(1 NEJ, jag/vi ger inte min/var tillatelse att publicera fulltexten av foreliggande
arbete. Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och sammanfattning
blir synliga och sokbara.
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