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Sammanfattning

Syftet med denna uppsats ar att undersoka hur odlingsavstandet mellan olika
accessioner av bona, Phaseolus vulgaris paverkar sannolikheten for inkorsningar.
Phaseolus vulgaris klassas som en i huvudsak sjalvpollinerande gréda men studier
har visat att inkorsningar i P. vulgaris, kan forekomma i upp till 10% av plantorna
vid odling av olika accessioner i narheten av varandra. Rekommendationer kring
hur langt avstandet mellan bon-accessioner ska vara skiljer sig emellertid markant
at och tidigare studier har rekommenderat att det bor hallas pa allt fran 0,5 km till
att inget avstand behdver tillampas 6éverhuvudtaget. Odlare av P. vulgaris,
vaxtféradlare, genbanker och alla som odlar i bevarandesyfte kan dra stor nytta av
en mer gedigen kunskap om sannolikheten for inkorsningar i bodna och
rekommendationer kring sakra odlingsavstand. Med den kunskapen kan bevarandet
av karaktérer och egenskaper i olika accessioner underlattas och i férlangningen
bevarandet av genetisk mangfald. Med anledning av denna foreliggande risk for
inkorsning mellan bonor utformade Nordiskt Genresurscenter (NordGen) en
pilotstudie som innefattade ett odlingsforsok pa tre olika platser i Norden: Alnarp,
Skane; Landvik, Norge och Gnesta, Sérmland. | den har uppsatsen redogors for och
diskuteras de groningsforsok och efterféljande analyser som utférdes pa de bonor
som skordades i odlingsférsoken. Resultatet av denna pilotstudie visade att det inte
forekom nagra inkorsningar mellan de anvanda bonsorterna av P. vulgaris och att
risken for korsbefruktning, enligt denna pilotstudie, var obefintlig vid 0,25 m —30,5
m odlingsavstand. Ytterligare studier behovs dock for att utforska
odlingsavstandets betydelse vidare och for att kunna faststalla inverkan av andra
miljofaktorer som tros paverka inkorsningsfrekvensen i bona, P. vulgaris.

Nyckelord: korsbefruktning, inkorsning, genetisk mangfald, genbank, NordGen, fréuppforékning



Abstract

The aim of this essay is to investigate how cultivation distance between different
accessions of common bean (P. vulgaris) affect the probability of cross-pollination.
Phaseolus vulgaris is considered to be a mainly self-pollinated crop, but studies
have shown that outcrossing can be found in up to 10% of the plants of different
accessions cultivated close to each other. Recommendations regarding the distance
kept between accessions of common bean differ from 0,5 km to no distance at all.
Growers of P. vulgaris as well as plant breeders, genebanks and anyone who grows
beans for conservation purposes, can greatly benefit from the knowledge of
outcrossing-frequencies in common bean and recommendations regarding safe
growing distances. With this knowledge the conservation of typical characteristics
in different accessions can be facilitated and with that the conservation of genetic
diversity. Because of this prevalent risk of outcrossing between common beans, the
Nordic Genetic Resource Center (NordGen) designed a pilot study in three
different, Nordic locations: Alnarp, Scania; Landvik, Norway and Gnesta,
Sérmland. In this report the germinations and following analysis of the harvested
beans from each study site, are explained and discussed. The results of this pilot
study showed that no outcrossings occurred between the accessions of P. vulgaris
used in the study and that the risk of cross-pollination, according to this pilot study,
was nonexistent at 0,25 m — 30,5 m distance. However further studies are needed
to investigate the importance of cultivation distance and to determine the effect of
other environmental factors that are believed to influence the outcrossing-frequency
in common bean, P. vulgaris.

Keywords: outcrossing, genetic diversity, genebank, NordGen, pilot study, seed multiplication
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Tabellforteckning

Tabell 1: Sammanstallning av tidigare studier som, med hjélp av en morfologisk
markor, bestamt en procentuell inkorsningsfrekvens mellan accessioner av P.
vulgaris pa olika avstand.

Tabell 2: Sammanstéllning av erhallna data fran odlingsforséket i Alnarp. Totalt
antal skordade och grodda bonor utan angrepp samt andelen grodda och
angripna/icke grodda bonor.

Tabell 3: Sammanstallning av erhallna data fran odlingsforsoket i Gnesta,
Sormland. Tabellen redogor for det totala antalet skordade bonor, grodda bdnor
utan angrepp samt andelen grodda och angripna/icke grodda bonor.

Tabell 4: Sammanstallning av erhallna data fran odlingsforsoket i Landvik, Norge.
Tabellen redogor for det totala antalet skdrdade bonor, grodda bénor utan angrepp
samt andelen grodda och angripna/icke grodda bénor. Arm A = Nord, B = Ost, C =
Soder, D = Vast. X = inget vaxtmaterial kunde skordas.

Alla tabeller i uppsatsen (Tabell 1, Tabell 2, Tabell 3 och Tabell 4) ar skapade av
Anne Schultz 2023.



Figurforteckning

Figur 1. Martin & John, N. (1875). Stages in the development in Common Bean
seedling. [Hllustration].https://www.flickr.com/photos/internetarchivebookimages/
20559970880 (CCO0 1.0) [2023-02-22].

Figur 2. och Figur 3. NordGen (2022) Schematiska bilder dver odlingsforsoket.
Anvinds med upphovspersonens tillstand.

Figur 4 — 11. Schultz, Anne. (2023). Groningar av bonor [fotografier].


https://www.flickr.com/photos/internetarchivebookimages/20559970880
https://www.flickr.com/photos/internetarchivebookimages/20559970880

1. Inledning

Froodling och vaxtforadling har bedrivits av manniskan sedan jordbrukssamhallets
borjan for ca. 12 000 ar sedan. Véxter, med de for manniskan mest formanliga
egenskaperna, har valts ut och dver tid har vilda vaxter, genom detta urval, mer och
mer anpassats efter hennes énskemal och behov (Genetiknamnden 2020).

Vid vaxtforadling valjer man bort, eller minskar inverkan av egenskaper som for
manniskan och i synnerhet dagens jordbruk av olika anledningar &r oonskade eller
inte av intresse. Manga av de jordbruksgrodor som odlas mest i Sverige och stora
delar av varlden idag &r starkt foradlade och baseras oftast pa vaxtmaterial med en
smal genetisk bas. Detta innebar att vissa grodor lattare kan slas ut av svarare
klimatforhallanden eller vaxtsjukdomar. En bredare genetisk bas medfor en storre
anpassningsformaga hos vaxter och i forlangningen ett mer resilient och hallbart
jordbruk (NordGen 2023). Egenskaper som sjukdomsresistens eller karaktarer som
kan vara fordelaktiga vid exempelvis torka eller 6kad nederbord, kan man bland
annat hitta hos vilda kulturvaxtslaktingar, alltsa vildvéxande narbeslaktade arter till
idag kultiverade grodor, men aven hos mindre vanligt odlade &ldre sorter eller hos
lantsorter (ibid.). En lantsort & en population av en groda som inte genomgatt
traditionell vaxtforadling utan anpassat sig genetiskt till en lokal miljo dar den
odlats under manga ar. Genom att manniskan gjort urval har med tiden de basta
individerna selekterats och pa sa vis har vaxtmaterialet anpassats till bade det
geografiska omradet och manniskans behov (Gerhardt 2022).

Forutom att lantsorter och kulturvéaxtslaktingar bidrar till den genetiska och
biologiska mangfalden bér de ofta pa ett stort kulturellt varde. Genom att bevara
dessa bevaras samtidigt deras historia och med den en forstaelse och anknytning till
exempelvis en plats eller ménniskorna som levde dér (Foreningen Sesam 2014).
Eftersom dessa aldre sorter och lantsorter oftast inte odlas inom jordbruket i ndgon
storre utstrackning idag, och de vilda kulturvéxtslaktingarna inte alls, finns det en
risk att deras gynnsamma egenskaper och historia gar forlorade. For att motverka
detta maste de bevaras, nagot som gors pa bland annat genbanker runt om i varlden
(NordGen 2023). For att beskriva ett distinkt froprov av olika sorter, distinkta arter
och populationer som exempelvis insamlat vilt material eller lantsorter, som
forvaras i bevarandesyfte pa till exempel en genbank anvands begreppet accession
(FAO 2023). Eftersom fron av olika accessioner i genbanker forlorar sin grobarhet
Over tid och tappar i antal vid anvandandet av dem, behdver de uppforokas med
jamna mellanrum (NordGen 2023). Vid uppforokningen dar det viktigt att
accessionen i fraga behaller sina typiska karaktéarer och egenskaper och att det inte
sker nagra inkorsningar. Detta eftersom egenskaperna riskerar att ga forlorade nar
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olika accessioner korsar sig med varandra genom pollinering (Foreningen Sesam
2014).

I denna uppsats diskuteras mer specifikt hur karaktarer och egenskaper i olika unika
accessioner av bona, Phaseolus vulgaris, kan bevaras genom att anpassa avstandet
mellan accessionerna vid uppforokning.

Phaseolus vulgaris klassas som en i huvudsak sjélvpollinerande gréda men tidigare
studier har rapporterat om att korsbefruktning mellan individer kan férekomma i
upp till 10% (lbarra-Perez et al. 1997). En viktig faktor som paverkar sannolikheten
for korsbefruktning &r odlingsavstandet mellan accessioner (Ferreira et al. 2006).
For att forhindra detta och déarmed en potentiell risk att for accessionerna typiska
egenskaper gar forlorade, maste odlingsavstandet anpassas till ett avstand dar man
vet att risken for korsbefruktning ar férsumbar. Kunskapen om risken for
korspollinering i bonor &r bristfallig och fa studier om amnet har utforts i Norden
(Ibarra-Perez et al. 1997). Den senaste skandinaviska studien i &mnet gjordes 1921
av Kristoffersson i Lund. Rekommendationer for avstanden skiljer sig dessutom
betydligt at i olika studier (Ferreira et al. 2006, Delaplane et al. 2000). Det finns
darmed ett behov av vidare forskning inom omradet vilket denna uppsats gor
ansprak pa.
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1.1. Bakgrund

Korsbefruktning i bona, P. vulgaris, kan forekomma till upp emot 10% men
miljofaktorer samt karaktdrer och egenskaper i accessionen &r avgodrande for
sannolikheten for inkorsningar (Ibarra-Perez et al. 1997). Odlingsforsok liknande
det som beskrivs i denna uppsats ar fa till antalet i Norden (ibid.) och kunskapen
om sannolikheten for korsbefruktningar mellan specifika bon-accessioner ar
bristfallig (Ibarra-Perez et al. 1997). Kunskap av denna typ ar mycket relevant och
av stor vikt for det praktiska arbetet bade for vaxtforadlare och genbanker samt
odlare av P. vulgaris. Med battre kinnedom om detta kan avstand mellan bonsorter
i framtiden anpassas pa ett battre satt och val avvagda beslut kan tas med hansyn
till sannolikheten for korsbefruktning. Pa sa vis kan genbanker lattare sakerstélla
att karaktarer och egenskaper bibehalls i de bon-accessioner som uppfordkas och
vaxtforadlare kan halla sina foradlingslinjer rena.

Under sommaren 2022 paborjades ett pilotprojekt pa Nordiskt Genresurscenter
(NordGen), i syfte att undersdka i hur stor utstrdckning bona, P. vulgaris,
korsbefruktas. Hypokotylfargen (Se Figur 1.) anvandes som morfologisk markor
for att kunna identifiera om en korsbefruktning mellan olika bdn-accessioner
forekommit eller inte. Hypokotylfargen syns inte pa ett moget fro utan kan forst
bestdimmas efter en groning av fréna. Tre olika bonsorter med antocyanfargad
hypokotyl planterades i mitten av ett fyrkantigt falt. Tva sorters bonor med gron
hypokotyl planterades pa olika avstand fran de antocyanfargade bonorna i mitten.
Parcellerna med bonsorterna med gron hypokotyl placerades pa varje sida av mitt-
parcellen for att tdcka upp for fyra olika riktningar. Sorter med varierande
blomningstid hade valts for att 6ka sannolikheten att det samtidigt fanns sorter i
blom av bade de med fargad hypokotyl och de med ofargad.
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Figur 1. Bilden visar P. vulgaris morfologi och utveckling under tidigt utvecklingsstadium.
Hypokotylen ar utmarkt med h (Martin & John 1875).

1.2. Syfte och fragestéllning

Syftet med uppsatsen &r att oka kunskapen om avstandets betydelse for
korsbefruktning i bonor P. vulgaris. En litteraturstudie har ocksa gjorts i syfte att
forklara den bakomliggande teorin till det ovan ndmnda odlingsforsoket. Genom att
studera hur manga korsbefruktningar som skett pa respektive avstand kan
procentuell inkorsningsrisk beréknas och rekommendationer ges kring sakra
avstand vid odling av olika bon-accessioner.

Fragestallningen lyder: Hur langt ifran varandra bor tva olika bdn-accessioner
planteras vid en uppforokning for att minimera risken for korsbefruktning?

13



2. Metod och material

Uppsatsens metoder bestar av en litteraturstudie samt en beskrivning av
odlingsforsoket som ligger till grund for uppsatsen och anvént vaxtmaterial. Vidare
redogors &ven for anvanda metoder for troskning och groning av béna (P. vulgaris)
liksom tillampade avgransningar.

2.1. Litteraturstudie

Arbetets teoretiska ramverk har byggts upp genom en litteraturstudie dér
grundlaggande forskning samt tidigare faltstudier om korspollinering i béna (P.
vulgaris) sammanstallts. Syftet med litteraturstudien &r att sammanfatta
bakgrunden till upplagget av féltstudien. Sokningar gjordes i databaserna Web of
science, Google scholar, Primo samt i facklitteratur.

2.2. Odlingsforsok

Under sommaren 2022 pabdrjades ett pilotprojekt pa NordGen, Alnarp i syfte att
undersoka i hur stor utstrackning bona (P. vulgaris) korsbefruktas pa olika avstand.
Forsoket utfordes daven pa tva andra platser, i Landvik, Norge och i Gnesta,
Sormland.

Infor odlingsforsoket pa Alnarp sdddes bénorna i véxthus den 1 juni och planterades
ut i falt den 21 juni 2022. Sadden forsenades nagot pa de tva andra lokalerna dar
bonorna saddes under den tidigare halvan av juni. Tilliggas bor att bonorna i
faltforsoket i Landvik, Norge direktsaddes pa félt. | samtliga tre forsok ingick
samma tre bonsorter med antocyanférgad hypokotyl som placerades i en ruta i
mitten av forsoksfaltet dar de fungerade som ténkbara pollengivare. Sorterna var
'Delinel’, 'Gotlandsk brun bona' och 'Gotlandsk svart bona'. Bonsorterna utan
antocyanfargad hypokotyl, 'Hannahs strimmiga’ och 'Bonita’, planterades i parceller
pa foljande avstand fran mittparcellen: 0,25 m, 0,5 m, 0,75 m, 5m, 5,25 m, 5,5 m,
15 m, 15,25 m, 15,5 m, 24 m, 24,25 m och 24,5 m i fyra olika riktningar (Se Figur
2 och 3). | faltforsoken i Landvik, Norge och Gnesta, S6rmland planterades bonorna
pa samma avstand forutom att parcellerna med 24 — 24,5 m avstand fran mitt-
parcellen var beldgna pa 30 m - 30,5 m avstand fran mitt-parcellen i stéllet.
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Figur 2. Schematisk ritning &ver forsoksfaltet. Mittparcellen med sorter med
antocyanfargad hypokotyl illustreras hédr av den réda cirkeln i mitten. De numrerade rutorna
forestaller parcellerna med bonsorterna utan antocyanfargad hypokotyl som placerades pa
varje sida av pollengivar-parcellen i fyra olika riktningar. Ruta 1 visar avstanden 0,25 —
0,75m, ruta2 =5-5,5m, ruta 3 = 15— 15,5 m och ruta 4 = 24 — 24, 5 m alternativt 30 —
30,5 m (Landvik och Gnesta).

‘ABC DEF

11761 Gotlandsk svart bona 4012 Bonita
11762 Gotlandsk brun bdéna [ 17813 Hannas strimmiga
[ Delinel ABC Avstand1=0,25m,2=0,5m,3=0,75m

DEF Avstand4=5m,5=5,25m,6=5,5m
Figur 3. Faltuppldgget vid forsoket i Alnarp. Bilden visar hur bonor med antocyanférgad
hypokotyl, 'Gotlandsk svart bdna', 'Gotlandsk brun bdna' och 'Delinel' placerades i
mittparcellen. Varje ruta representerar en planta. Parcellerna dar bénsorterna med gron
hypokotyl, 'Hannas strimmiga’ och 'Bonita’, placerades illustreras har genom en av de fyra
riktningarna och de sex forsta avstanden: 0,25 m, 0,5 m, 0,75 m, 5m, 5,25 m och 5,5 m.
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Marken runtom parcellerna hélls bar under odlingsforséket i Alnarp och
forsoksfaltet 1ag i narheten av ett falt med honungsfacelia, Phacelia tanacetifolia. |
Landvik saddes bonorna i en forstadrsfroang for grasfroproduktion dar varvete
anvandes som sekundar gréda. | forsoket i Gnesta omgavs bonorna av olika
gronsaker, framfor allt mordtter och sallat. Samtliga odlingsforsok kontrollerades
regelbundet under sdsongen och vattnades samt ogréasrensades vid behov.

Kort efter planteringen av bonplantorna angreps odlingen av en hare som skadade
och at upp bonplantor fran ett fatal parceller. P4 grund av detta tilltogs
sakerhetsatgarder och nat sattes upp runt parcellerna for att undvika ytterligare
skadegorelse i odlingen. Né&ten runtom parcellerna var av sorten elstangselnat med
en hojd pa 90 cm och 130 x 175 mm i maskstorlek. Efter ett ytterligare angrepp
sattes dven fagelnat med en maskstorlek pad 50 x 50 mm upp for att ticka
parcellernas ovansida.

| september 2022 paborjades skorden av de mogna bonorna och samtliga
bonplantor skordades fran varje parcell. Bonorna skordades dock pa nagot olika sétt
pa de tre olika forsoksorterna. | Gnesta, Sérmland skérdades bonorna tillsammans
fran samtliga riktningar men med varje avstand och sort for sig. Till skillnad fran
odlingsforsoket i Gnesta skordades bonorna fran férsoken i Alnarp, Skane och
Landvik, Norge med varije riktning, avstand och sort for sig. | odlingsforsoken i
Gnesta och Landvik skordades daremot alla bonor frdn samma parcell utan att
sarskilja mellan avstanden i den. Till exempel sa skordades bénorna fran avstanden
5m, 5,25 m och 5,5 m tillsammans i en pase i stallet for att varje avstand skordades
separat. Under skorden av bonorna i Alnarp holls dessa avstand isar. Bonplantor
fran mittparcellen, dvs pollengivarna, skérdades daremot tillsammans oberoende
av sort.

2.2.1. Viaxtmaterial

Bonsorterna till odlingsforsoket valdes baserat pa karaktarerna hypokotylfarg
och blomningstid. En forutséattning var ocksa att det fanns tillrackligt med fro i
genbanken att tillga av respektive sort. Information om sorternas karaktarer hittades
i databasen Nordic Baltic Genbanks Information Systems (GENBIS).

Tidigare morfologiska bedomningar, som registrerats i GENBIS, av sorterna
'‘Bonita’ och 'Hannas strimmiga’ visade att sorternas hypokotyl helt saknade
antocyanfarg. Sorterna tillhér Kokbona-Gruppen och &r lagvaxande buskbonor
(SKUD 2023, GENBIS 2023). Bdnsorten 'Bonita’ & en korsning mellan en brun
bona (spontanous cross) och brytbonan Flageolete och kom ut pa marknaden som
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namnsort 1964. Sortens fron ar sma och ljust bruna i fargen. Blomningstiden for
sorten 'Bonita’ &r klassad som medium (GENBIS 2023). Sorten 'Hannas strimmiga’
ar en kulturvaxt som donerades till NordGen 2007. Den hade dessforinnan odlats
sedan 1938 av fritidsodlaren Hanna Biljer som &ven gett sitt namn at sorten.
Blommor och baljor &r rosa och efter en period av mognad blir baljorna strimmiga.
Frona ar avlanga med ett rott och sprackligt monster varav vissa bonor ar helt roda.
Blomningstiden for 'Hannas strimmiga’ &r klassad som tidig (GENBIS 2023). Fron
av sorten '‘Bonita’ &r betydligt mindre an de av sorten 'Hannas strimmiga’.

Tre sorter med antocyanfargad hypokotyl behdvdes som potentiella pollengivare i
forsoket. Tva sorter, 'Gotlandsk brun bona' och 'Gotlandsk svart bona' fanns
tillgangliga pa NordGen och hittades med hjélp av sokresultat fran tidigare
morfologiska beddmningar dokumenterade i GENBIS. Blomningstiden for sorten
‘Gotléandsk brun bona' ar klassad som sen medan blomningstiden for 'Gotlandsk
svart bona' ar klassad som medium (GENBIS 2023). Den tredje bonsorten,
'Delinel’, med antocyanfargad hypokotyl hittades i den tjeckiska genbanken efter
sokning i deras databas (GRIN Czech). Fron av denna sort bestélldes fran den
tjeckiska genbanken. Blomningstiden for sorten 'Delinel’ &r klassad som medeltidig
(GENBIS 2023).

Innan odlingsforsokets borjan i juni 2022 utfordes testgroningar i borjan av maj, for
att sakerstalla sorternas hypokotylfarg. Testgroningarna gjordes enligt NordGens
standardmetod (Metod 1) for groningar av bodna (P. vulgaris) och sorternas
hypokotylfarg analyserades. En tydlig antocyanfarg i hypokotylen patraffades efter
10 dagar av groning i sorterna 'Delinel’, ‘Gotlandsk brun béna' och 'Gotlandsk svart
bona'. Inga tecken pad antocyanfargad hypokotyl upptacktes i sorterna 'Hannas
strimmiga’ och 'Bonita'.

2.2.2. Troskning

Troskningen av bonor utfordes i NordGens tréskrum. Bénorna troskades for hand i
en plastbalja och blastes sedan i en frorensare for att avlagsna smuts. Déarefter
raknades bonorna med hjalp av en partikelrdknare. Bénorna lades i pasar markerade
med tillhérande sortnummer och parcellbeteckning, och forvarades i
rumstemperatur tills groningsstudier paborjades. Antalet bonor for varje parcell
dokumenterades.
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2.2.3. Groningar

Groningar av bonorna utfordes pa NordGens frolaboratorium enligt tva metoder for
groning av P. vulgaris. Samtliga bénor fran varje parcell groningstestades. Antalet
bonor per parcell varierade med avstand, sort och odlingslokal men lag mellan 0 —
400 bonor.

Tva groningsmetoder anvandes for groningar av bénorna. Den forsta metoden,
Metod 1, utfordes pa foljande satt: 50 bonor i taget placerades pa fuktat art-papper
av sorten Munktell Ahlstrom, 4b, 110x580 mm. BoOnorna tacktes sedan med
ytterligare fuktat art-papper, etiketterades, viktes ihop och placerades pa hogkant i
en plastlada med lock. | botten pa plastladan placerades ett galler for att mojliggora
avrinning samt forhindra att bonorna stod for bl6tt under groningstiden. Da ért-
pappret av ovan ndmnda sort tog slut anvandes for resterande boénor en annan
groningsmetod, Metod 2, som utfordes pa foljande satt: 50 bonor placerades pa ett
fuktat filterpapper av sorten Munktell Ahlstrom 44017, 220x400mm, tacktes sedan
med ett torrt groningspapper av sorten Munktell Ahlstrom 146000, 400x190mm,
etiketterades, rullades ihop och placerades i en plastpdse som &ven den
etiketterades. Nagra av dessa plastpasar med groningsrullar forberedda enligt
Metod 2 lades i plastlador medan andra stod lutade mot fonstret i groningsrummet
eller mot plastladan.

Bonor fran parceller med bonsorterna 'Hannas strimmiga’ och 'Bonita’ analyserades
ett avstand i taget. Detta innebar alltsd att groningarna av bonorna fran de fyra
parcellerna pa 0,25 m, gjordes forst och darefter de som planterats pa 0,5 m avstand
och sa vidare. Groningar gjordes och analyserades under en period pa tre veckor.
Eftersom tidsramen for detta arbete var begransad analyserades bénorna fram till
15 meters avstand fran mittparcellen i forsoket som utférdes pa Alnarp. Fran
faltforsoken i Landvik, Norge och Gnesta, S6rmland analyserades dock bonor fran
samtliga avstand raknat fran mittparcellen (t.o.m. 30,5 m). Bdnorna fran
odlingsforsoken i Landvik, Norge och Gnesta, Sormland skickades till NordGen
och groddades enligt Metod 2 och analyserades efter 12 dagar.

Vid varje groningsomgang lades 50 frén av pollengivar-sorterna 'Delinel’,
'Gotlandsk brun bona' och 'Gotlandsk svart béna', pa groning som referens for att
kunna sékerstalla att antocyanfargen i hypokotylen i dessa blivit tillrackligt
framtradande for att kunna identifiera en eventuell forekomst av samma karaktar i
bonsorterna 'Hannas strimmiga’ och 'Bonita’ i fallet att en inkorsning skett. En tydlig
antocyanfarg i hypokotylen utvecklades efter nio dagar efter groningsstart i fron
fran pollengivarna som beretts enligt Metod 1, saledes kunde aven bénsorterna
'Hannas strimmiga’ och 'Bonita’ som grotts enligt samma metod analyseras efter
denna tidsperiod. Groningar som beretts enligt Metod 2 utvecklade en tydlig
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antocyanfarg i hypokotylen i pollengivarna efter 11 dagar, men hypokotylen
utvecklades tillréckligt for avlasning forst efter 11-13 dagar for 'Hannas strimmiga’
och 'Bonita’. FOr att sékerstélla att en potentiell korsbefruktning kunde identifieras
analyserades darfor 'Hannas strimmiga’ och 'Bonita’ vid 11 — 13 dagar.

Groningarna vattnades efter behov for att sakerstélla att de skulle behalla fukten
under groningstiden. Groningarna som beretts enligt Metod 2 torkade ut fortare och
behdvde darfor vattnas oftare &n de som beretts enligt Metod 1. Nagra groningar
Oppnades efter sju dagar for att kontrollera hur mycket bénorna grott. Under en
kontroll av grodda fron fran pollengivarna upptacktes att antocyanfargen av
hypokotylen var mindre framtradande &n vid den tidigare testgroningen. Detta
harleddes till att groningarna hade statt for morkt och att antocyanfargen darfor inte
utvecklats tillrackligt. En studie av Su et al. (2016) visade att ansamlingen av
antocyaner i hypokotyler av sojabdna, Glycine max, 6kade vid exponering av UV-
A stralning. Detta ar en tankbar forklaring till varfér antocyanfargen i hypokotylen
hos P. vulgaris i detta forsék utvecklades senare i groningarna av fron fran
pollengivarna, da de under den fdrsta groningsperioden inte var sarskilt
ljusexponerade. Groningarna placerades darefter i ett lage med mer ljus genom att
satta upp tva bygglampor som ytterligare belysning. Bygglamporna var tanda under
dagen mellan ca. kl. 06 — 17, fem dagar i veckan. Efter att bygglamporna sattes upp
steg temperaturen i groningsrummet till 23°C under dagtid, vilket var ett par grader
hogre &n tidigare i rummet.

Bongroddarna analyserades en och en for att identifiera en potentiell
antocyanfargning av hypokotylen. Antalet mogliga bonor, icke-grodda bonor samt
antalet bonor med antocyanfargad hypokotyl dokumenterades.

2.3. Avgrinsningar

Det forekommer en rad olika faktorer som kan paverka att en korsbefruktning
intraffar mellan accessioner. Miljofaktorer som véderlek, plats, tid for plantering,
forekomst av pollinatérer men dven kompatibiliteten mellan accessioner kan spela
in (Ibarra-Perez et al., 1997). Utifran den data som insamlades vid forsoket ar det
omojligt att utlasa alla miljofaktorer som kan ha paverkat potentiella inkorsningar
under forsokets gang. Arbetet ar darfor avgransat till att undersoka i vilken man
avstandet fran parcellen i mitten paverkar sannolikheten for korsbefruktning.

Detta forsok ror ett begrénsat antal sorter av arten P. vulgaris och &r dven avgréansat
i den man att endast en morfologisk markor, hypokotylfargen, anvands for att
faststalla potentiell korsbefruktning. Molekyladra markorer anvands exempelvis
inte.
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3. Teori

3.1. Bona, Phaseolus vulgaris

Bona, Phaseolus vulgaris, aven kallad tradgardsbéna ar en genom historien
valanvéand och uppskattad groda. Den anses idag vara den nést viktigaste baljvaxten
I vérlden efter sojabdnan, Glycine max (Kavas et al. 2022). Arten tillhor familjen
Fabaceae och har sitt ursprung i Mesoamerika dar domesticeringen tros ha borjat
for ca. 8000 ar sedan ((POM 2006). Troligtvis harstammar den fran den vilda
baljvéxten Phaseolus aborgineus som fortfarande kan hittas vildvaxande i Brasilien
och Argentina. Bonan kom till Europa i borjan pa 1500-talet och anvandes da som
hdgvéxande prydnadsvaxt innan den i huvudsak bérjade anvandas som livsmedel
(POM 2006). Emellertid odlas P. vulgaris i hela vérlden, med Indien som storsta
producentland (Wikipedia 2022).

Inom arten P. vulgaris ryms en rad véalk&dnda bongrupper och sorter som exempelvis
Brytbona-Gruppen, Kokbona-Gruppen, dar bland annat den 6l&dndska bruna bonan
ingar, Skarbéna-Gruppen och Vaxbona-Gruppen (SKUD 2023). Nagra av dessa,
narmare bestdmt 144 olika sorter av P. vulgaris &r bevarade hos NordGen i Alnarp
(personlig kommunikation, Carlson-Nilsson 2023). | Sverige finns en lang tradition
av bonodling, inte minst pd Oland dar odlingen av bruna bonor borjade for mer an
hundra ar sedan (Fogelberg 2008). Manga sorter av P. vulgaris har en lang
odlingstradition och bar pa ett stort kulturellt vérde. Forutom att bevara
accessionerna pa grund av deras historiska och kulturella varden, bevaras ocksa den
genetiska mangfalden vilket gor att de egenskaper och karaktarer som
accessionerna besitter, i framtiden kan bli anvindbara inom vaxtforadling
(Svensson 2004). Detta innebar att det ligger i bade véxtforadlares och genbankers
intresse att behalla véardefulla bon-accessioner karaktarstypiska.

3.2. Sjilv- och korspollinering 1 bona

Phaseolus vulgaris &r i huvudsak en sjalvpollinerande gréda. Tidigare studier har
dock pavisat att korsbefruktningar i béna kan férekomma via insektspollinering
(Delaplane et al. 2000). Graden av inkorsningar som redovisas i litteraturen varierar
daremot avsevart, med varden fran mindre an 1% upp till 10% (Ferreira et al. 1999).
Den stora variationen mellan rapporterade varden (Se 3.3, Tabell 1) indikerar att
vidare studier behdvs for att undersoka sannolikheten for inkorsningar i bona.

Korsningar mellan olika accessioner av P. vulgaris kan forekomma eftersom de
tillhér samma art och kan ge en livskraftig och fertil avkomma (Ferreira et al. 2006).
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For att ett genflode ska kunna ske forutsatter det dock att blomningstiderna for
respektive bonaccession Overlappar samt att avstanden mellan accessionerna &r
inom rackhall for pollinatorer (ibid.). Ett genflode mellan accessioner kan orsaka
en forandring i groédans genuppsattning vilket kan leda till en svarighet att bevara
typiska karaktarer och egenskaper av dessa (Ferreira et al. 2006).

For att en lyckad pollinering ska kunna intréffa i en blomma behover pistillen vara
mottaglig for pollen. Om ett mottagligt pistillmarke kommer i kontakt med pollen
sa vaxer pollenslangen ned till embryosacken dar den sedan befruktar aggcellen
(Taiz et al. 2014). | vanliga fall intr&ffar pollineringen i P. vulgaris nar blomman
fortfarande ar sluten, men en kort tid innan den Oppnas. P& sa vis kan en
sjalvpollinering och paféljande befruktning i de flesta fallen sékerstéllas (Delaplane
et al. 2000). Om det mottagliga pistillmarket kommer i kontakt med pollen fran en
annan accession av P. vulgaris sa finns det dock en risk att en korsbefruktning
intraffar. Det tar mellan 8 — 9 timmar for pollenslangen att véxa ned och befrukta
froamnet i bona (ibid.). Under det tidsfonstret ar det mojligt for pollinatorer att
besdka blomman och korspollinera den. Pistillen och pistillmérket i en bonblomma
kan dessutom i vissa fall sticka fram ur blomman, exempelvis pa grund av tyngden
av en pollinator, vilket gor den tillganglig for pollinering. Det &r &ven mojligt att
blomman Gppnas innan en sjalvbefruktning agt rum (Delaplane et al. 2000). Sadana
morfologiska karaktérer i blommans reproduktiva strukturer har delvis visat sig
bero pa milj6 och klimatfaktorer och dessa kan darmed paverka sannolikheten for
korsningar (Ibarra-Perez et al. 1997). Om blomman blivit befruktad, med for den
frammande pollen, vaxer pollenslangen oftast snabbare &n med det egna pollenet.
Foljaktligen ar en korsning sannolik nér en bonplanta av arten P. vulgaris
korspollinerats (Delaplane et al. 2000).

3.3. Tidigare studier om avstandets betydelse

Phaseolus vulgaris reproduktion har studerats sedan lange. Att korsbefruktning
forekom i1 bona blev dokumenterat redan 1858 av Darwin som faststallde att P.
vulgaris i de flesta fallen &r en sjalvbefruktande vaxt men att spontana korsningar
kan forekomma (lbarra-Perez et al. 1997). Yttre omstandigheter som klimat, plats,
samt forekomsten av pollinatorer &r bidragande faktorer for att en naturlig
korsbefruktning intraffar (ibid.) Tidigare studier har daven behandlat hur faktorer
som planteringsdatum, kompatibiliteten mellan bon-accessioner, avstandet mellan
bonplantor samt storleken pa fron paverkar sannolikheten for inkorsningar i P.
vulgaris (Ibarra-Perez et al. 1997).

Manga av de studier som utforts inom amnet har redogjort for vitt skilda frekvenser
av inkorsningar och det verkar vara svart att dra nagra generella slutsatser fran
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manga av de publicerade forskningsresultaten. Enligt Ibarra-Perez et al. (1997) kan
detta bero pa att manga studier endast bedrivits under en odlingssasong och, eller
pa en plats. Vidare har i flertalet studier endast fa stickprov av en stor population
utvarderats for inkorsningar, nagot som enligt forfattarna kan ha paverkat resultaten
och minskat deras trovardighet. Ett stort antal potentiella inkorsningar kan da ha
forbisetts och resulterat i felaktiga slutsatser. Forfattarna rekommenderar darfor att
farre bonplantor analyseras men att all dess avkomma evalueras (ibid.). De flesta
studier som utforts pavisar dock en inkorsningsfrekvens pa lite under 2% vid 0,5 m
avstand och mindre (Ferreira et al. 2006).

| odling av olika bon-accessioner tros avstandet mellan dem spela en viktig roll i
frekvensen av inkorsningar (lbarra-Perez et al. 1997, Ferreira et al. 2006). Daremot
rader det inte konsensus kring hur langt avstandet ska vara mellan accessioner under
odling i bevarandesyfte, dvs. da man vill bevara for accessionen typiska egenskaper
och karaktérer, eller under vilka forutsattningar som inkorsningar sker mer
frekvent. Nedan redogors darfor resultat och rekommendationer, fran tidigare
studier och litteratur, for avstandet mellan sorter i bonodling. En sammanstéllning
av denna redogorelse finns i Tabell 1.

Som tidigare namnts innebér korsbefruktning mellan olika accessioner av P.
vulgaris en risk for bevarandet av dessa och kan darmed bli ett problem for saval
vaxtforadlare som genbanker (Ibarra-Perez et al. 1997). For att minska risken for
oonskade korsningar rekommenderas i boken Crosspollination by bees, skriven av
Delaplane och Mayer (2000), att olika accessioner och varieteter av P. vulgaris ska
hallas pa minst 2-4 m avstand och separeras av en skiljevagg som exempelvis en
lahack. Vidare beskrivs hur vissa yrkesodlare valjer att separera sérskilt vardefulla
accessioner med upp till 0,5 km.

Eftersom ett flertal yttre faktorer paverkar sannolikheten for inkorsningar i bona
anser Ibarra Perez et al. (1997) att P. vulgaris inte bor ses som en dvervagande
sjélvpollinerande gréda. | studien uppdagades att korspollinering kan férekomma
frekvent, sarskilt i miljoer med mycket pollinatérer, i synnerhet humlor. Forfattarna
menar darfor att P. vulgaris snarare kan ses som en véxt med en kombination av
reproduktionssatt i specifika odlingssituationer och att avstandet mellan
accessioner av P. vulgaris maste anpassas darefter.

I manga av de tidigare genomforda studierna aterfinns de hogsta vardena av
korsbefruktning i bonplantor som planterats mindre an en meter fran pollengivaren
med en inkorsningsfrekvens pa ca. 2% (Ferreira et al. 2006). | en studie av Ferreira
et al. fran 2006 var till exempel vardena for inkorsningar hogre vid avstand mellan
0 - 1 m mellan accessionerna men sjonk markant efter 3,25 m. Vardena vid kortare

22



avstand an 3,25 m pavisade inkorsningar i lite mer an 1% av de analyserade bénorna
och pavisade darmed att risken for inkorsningar &r lag i P. vulgaris (Se Tabell 1)
(Ferreira et al. 2006). | andra studier med erhallna resultat som indikerar en lag risk
for korspollinering varierar rekommendationerna for vilka atgarder som ska tilltas.
Ferreira et al. (1999) havdar att inga sérskilda forsiktighetsatgarder maste tilltas for
att undvika korsbefruktningar. Det framgar dock inte ifall studien riktar sig till
bonodling i bevarandesyfte. Royer et al. (2002) menar i stallet att fréodlare bor
vidta forsiktighetsatgarder i form av avstand, pollenburar eller lahackar mellan bon-
accessioner. Vidare rekommenderar Chaves-Barrantes et al. (2014) ungefar 5 m
avstand mellan bon-accessioner for att garantera att oonskade korsningar uteblir,
men menar dven att 3 m i de flesta fall ar tillrackligt. | studien av Chaves-Barrantes
et al. (2014) pavisades en inkorsningsfrekvens pa ca. 1% dar bonorna var belagna
1 m fran pollenkallan. Efter 4 m avstand patraffades inga tecken pa korsbefruktning
i bénorna (Se Tabell 1)

Andra studier har pavisat att korsbefruktning ar mer frekvent férekommande an
ovan namnda studier indikerat. Barrons et al. (1939) fann att korspollinering
forekom i 8% av de analyserade bonorna som planterats 1 m fran pollengivaren. |
bonplantor belagna 8 m fran pollenkallan férekom inkorsningar i ca. 3% av bénorna
(Se Tabell 1). Studien utfordes pa en plats med mycket pollinatorer, som enligt
forfattarna kan vara en bidragande faktor till den hoga inkorsningsfrekvensen.
Vidare undersokte Sarajevos genbank i Bosnien och Hercegovina i vilken
utstrackning lantsorter av P. vulgaris behdvde isoleras for att forhindra korsningar.
Resultaten uppgav att korspollinering forekom i ca 5% av de analyserade bénorna
och forfattarna rekommenderade anvandandet av pollenburar vid odlingen av olika
bon-accessioner (Se Tabell 1) (Grahic et al. 2013).

Tabell 1. Sammanstéallning av tidigare studier som, med hjélp av en morfologisk markor,
bestamt en procentuell inkorsningsfrekvens mellan accessioner av P. vulgaris pa olika
avstand

Morfologisk Plats Avstand  Inkorsningsfrekvens Kalla

markor

Blomférg Vicosa, <3,25m ca. 1% Ferreira et al.
Brasilien 2006

Hypokotylférg Alabama, USA 1m 8% Barrons et al.

1939

?.” ” 8m 3% -

Froskalsfarg Sarajevo, 0-2m 5% Grahic et al.
Bosnien och 2013

Hercegovina

23



Hypokotylférg California, USA  Anges* 4 -10% Ibarra-Perez et

inte al. 1997
Hypokotylférg Valle Central, 1m 1% Chaves-
Costa Rica Barrantes et al.
2014
v ”_” 4m 0% 7

*| studien av Ibarra-Perez et al. 1997 undersoktes inte avstandets betydelse utan varierande
genetik och miljofaktorers inverkan pa inkorsningsfrekvens i P. vulgaris.

3.2 Hypokotylfarg som morfologisk markor

I odlingsforsoket som beskrivs i denna uppsats och i manga liknande odlingsforsok
har hypokotylfargen anvants som morfologisk markdr for att kunna identifiera att
en korspollinering intraffat. Aven karaktirer som blommans och froskalets farg har
anvants som morfologiska markdérer i andra studier. Froskalets farg nedarvs fran
maternell vavnad. Detta gor att en eventuell inkorsning inte kommer till uttryck i
de bonor som skordas fran de plantor dar korsningen skett. Darfor maste bonorna
odlas i tva generationer om froskalets karaktar ska utgéra en morfologisk markor i
ett odlingsforsok dar korsbefruktning undersoks (Ferreira et al. 1999).

Hypokotylfargen lampar sig bra som markor da hypokotylen harstammar fran
embryonell vavnad, och identifiering av en korspollinering kan goras i ett tidigt
stadie genom att gro de skdrdade bénorna direkt efter odlingen. Inga nya plantor
behover dras upp for skord av andra generationens bonor (Ibarra-Perez et al. 1997).
Dessutom &r karaktaren tydlig, dominant och stabil och paverkas inte av
miljofaktorer (Royer et al. 2002). Ett genetiskt locus, Pip, kontrollerar
hypokotylfargen i bona. Forutom férgen i hypokotylen kontrollerar det &ven
pigmenteringen i bladnerver och kotyledoner (lbarra-Perez et al. 1996). Den
homozygota recessiva genotypen (pp) ar gron eller ofargad medan den homozygota
dominanta (PP) och heterozygoter (Pp) har antocyanfargade hypokotyler (Ibarra-
Perez et al. 1996). Antocyaner &r vattenlésliga pigment som ger hypokotylen och
andra vaxtdelar en lila-aktig och ibland rod farg (Su et al. 2016). Ett flertal gener &r
involverade i syntesen och ackumuleringen av antocyaner i hypokotylen som ger
upphov till fenotypen. Dessa gener kontrollerar ocksa antocyaninhalten i froskal,
kotyledoner och blommor i P. vulgaris (Gantet et al. 1992).
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4. Resultat

For att besvara fragestallningen i hur stor utstrackning inkorsningar forekommit
mellan bénsorterna och i sa fall pa vilket avstand, utfordes faltforsok pa tre orter
dar sorter utan antocyanfargad hypokotyl planterades pa olika avstand till sorter
med antocyanfdargad hypokotyl. Ddarefter genomfordes groningstester av de
skordade bonorna och genom att granska den nya plantans hypokotylfarg kunde
man utlasa om en korsbefruktning agt rum eller inte. Genom att bénorna fran varje
avstand undersoktes separat kunde man fa en uppfattning om betydelsen av
avstandet mellan pollengivare och pollenmottagare.

4.1. Groningar

Under groningsanalyserna dokumenterades det totala antalet skordade bonor,
antalet grodda bonor utan angrepp och andelen bénor som grodde samt andelen
bénor som blivit angripna av mogel eller som inte hade grott alls vid analystillfallet.
Samtliga data, samt fordelningen av analyserade fron mellan de olika sorterna kan
ses i Tabell 2 for forsoket i Alnarp, Tabell 3 for forsoket i Gnesta och Tabell 4 for
forsoket i Landvik. Skorden blev dessvarre mycket lag fran forsoken i Gnesta och
Landvik. Detta berodde till storsta del pa att bonorna inte hann mogna i tid pa grund
av sen sadd. Fran vissa parceller saknas skordade bénor helt (Se Tabell 3 och Tabell
4). Ett mycket storre antal bonor analyserades darfor fran forsoket i Alnarp (11 363
st) an fran forsoken i Landvik (132 st) och Gnesta (96 st). En stor andel av bonorna
fran Landvik och Gnesta angreps av mogel och kunde av den anledningen inte
analyseras (Se Tabell 3 och Tabell 4). Till skillnad fran groningarna av bénor fran
faltforsoken i Landvik och Gnesta angreps endast en liten andel av bénorna fran
Alnarp av mdgel och en storre andel grodde (Tabell 2).

Tabell 2. Sammanstallning av erhallna data fran odlingsforsoket i Alnarp. Totalt
antal skordade och grodda bonor utan angrepp samt andelen grodda och
angripna/icke grodda boénor

Plats: Alnarp, SE Arm* | Avstand Totalt Aptal grodda Apdel
(m) antal bdnor utan bénor som
skordade angrepp (st) grodde (%)
bdnor (st)
Sort: 'Bonita’ A 0,25 237 230 97
A 0,5 392 379 97
A 0,75 283 281 99
A 5 33 31 94
A 5,25 113 104 92
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0,5
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0,5
0,75

5,25
55
15
0,25
0,5
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186
165
95

156
401
233
218
335
146
197
347
284
351
206
261
204
351
367
316
210
210
254
336
69

217
244
69

134
124
86

86

172
218
138
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*Fyra ”armar” (A, B, C och D) utgick fran varje sida av mitt-parcellen i fyra olika riktningar

(Se Figur 2).

5,25
55
15
0,25
0,5
0,75
5
5,25
55
15

152
201
256
75

111
307
264
189
241
167
135

138
197
192
75

111
302
230
185
240
167
135

91
98
75
100
100
98
87
98
100
100
100

Tabell 3. Sammanstallning av erhallna data fran odlingsforsoket i Gnesta, Sormland.
Tabellen redogor for det totala antalet skdrdade bonor, grodda bdnor utan angrepp samt
andelen grodda och angripna/icke grodda bénor

Plats: Gnesta, SE Avstand  Totalt antal
(m) skordade
bonor (st)
Sort: 'Bonita’ 025-075 12
5-55 6
15-155 24
30-30,5 57

Sort: "Hannas strimmiga' 0,25-0,75 7

5-55
15-155
30-30,5

3
15
38

Antal grodda = Andel
boénor utan

angrepp (st)

5
2
19
29

0
10
24

N

o O o N

Andel angripnalej

bénor som

grodde (%)

42 58
33 67
79 21
51 49
100 0

0 100
67 33
63 37

Tabell 4. Sammanstéllning av erhallna data fran odlingsforsoket i Landvik, Norge.
Tabellen redogdr for det totala antalet skdrdade bonor, grodda bénor utan angrepp samt
andelen grodda och angripna/icke grodda bonor. Arm A = Nord, B = Ost, C = Séder, D =
Vast. X = inget vaxtmaterial kunde skordas.

Plats: Landvik, NO Arm*

Sort: 'Bonita’

T @ > > > >

Avstand

(m)

0,25-0,75
5-55
15-155
30-30,5
15-155
5-55

Totalt antal

skordade
bdnor (st)

N RN RN

27

Antal grodda

bénor utan

angrepp (st)

=R

Andel
bdnor som
grodde (%)

50
100
100

50
73

grodda bénor (%)

Andel
angripna/ej
grodda
bénor (%)

50
0

0
100
50
27
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*Fyra “armar” (A, B, C och D) utgick fran varje sida av mitt-parcellen i fyra olika

vaderstreck (Se Figur 2).

Groningarna av bonorna fick varierande resultat beroende pa anvand
groningsteknik. En del av bdnorna groddades enligt Metod 1 (Se Figur 4).
Groningarna som lades enligt denna metod var redo for analys efter nio dagar och

15-155
30-30,5
0.25-0,75
5-55

15-155
30-30,5
0,25-0,75
5-55

15-155
30-30,5
0,25-0,75
5-55

15-15,5
30-30,5
0,25-0,75
5-55

15-15,5
30-30,5
0,25-0,75
5-55

15-15,5
30-30,5
0,25-0,75
5-55

15-15,5
30-30,5

efter vattning vid behov (Se Figur 5).
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Figur 4. Bilden visar 50 bonor av sorten 'Bonita’ vid groningsanalysens start utstrodda pa
art-papper av typen Munktell Ahlstrom, 4b, 110x580 mm.

Figur 5. Plastlada med groningspaket av art-papper innehallande bénsorten 'Bonita’ och
'Hannas strimmiga’ efter nio dagars groningstid.

Resterande bonor groddades enligt Metod 2. Bénorna som groddades enligt denna
metod behovde vattnas oftare och grodde langsammare. Efter nio dagar hade manga
av bonorna annu inte utvecklat en hypokotyl och kunde darfor inte analyseras (Se
Figur 6). Forst efter 11 dagar kunde bonor av sorten 'Bonita’ och som beretts enligt
den andra groningsmetoden analyseras (Se Figur 7). Bonor av sorten 'Hannas
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strimmiga’ behdvde daremot en langre groningsperiod for att majoriteten av
bonorna i groningsrullarna skulle utveckla en hypokotyl och analyserades forst efter
13 dagar (Se Figur 8).

Figur 6. Bonor av sorten 'Hannas strimmiga’ som efter nio dagar borjat gro men annu inte
utvecklat en hypokotyl.

Figur 7. Grodda bonor av sorten 'Bonita’ efter 11 dagars groning.
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Figur 8. Bilden visar bonor av sorten 'Hannas strimmiga’ efter 13 dagar av groning.

Ingen antocyanfargad hypokotyl patraffades under analysen av sorterna 'Hannas
strimmiga’ och 'Bonita’. For att kunna sakerstalla att eventuell antocyanférg i
hypokotylen hunnit utvecklas tillrackligt for att kunna identifieras i bonsorterna
med ursprungligt grén hypokotyl sa groddades fron fran pollengivare i samband
med varje groningsstart. Dessa groningar visade tydligt antocyanfargade
hypokotyler i pollengivarsorterna, och fungerade som er for att konfirmera att
utvecklingstiden var tillrackligt lang i den anvanda groningsmetoden (Se Figur 9).
En tydlig skillnad kan &ven ses mellan pollengivare med antocyanfargad hypokotyl
och hypokotylen av sorterna 'Hannas strimmiga’ och 'Bonita’ (Se Figur 10).

4

9

i

Figur 9. Bilden visar tva pollengivare med antocyanfargad hypokotyl.
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k |
Figur 10. Bilden visar tva bongroddar. | nedre delen av bilden syns en bongrodd med grén
hypokotyl och i 6vre delen syns en pollengivare med antocyanfargad hypokotyl.

| vissa fall misstanktes en antocyanfargning av hypokotylen i sorterna 'Hannas
strimmiga’ och 'Bonita’. Jamforelser gjordes darfor under mikroskop och det som
misstanktes vara tillstymmelser av antocyanfarg visade sig vara skador eller tecken
pa sjukdomsangrepp (Se Figur 11).

Figur 11. Jdamforelse mellan en pollengivare (utmarkerad med svart pil i mitten av bilden),
en béngrodd med gron hypokotyl (6vre hdgra hornet) och tva bonor av sorten '‘Bonita’ (till
vanster). Hypokotylen pé de tva bonorna till vanster visar tecken pa skador i form av bruna
prickar och roten &r &ven markbart skadad.

Utifran de data som erhallits efter odlingsforsoken som genomfordes i Alnarp, i
Gnesta och Landvik och efter groddandet och analys av bénorna fran respektive
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odlingsforsok kunde sammantaget inga antocyanfargade hypokotyler hittas i
sorterna 'Hannas strimmiga’ och 'Bonita’. Saledes uppticktes inga tecken pa
korsbefruktning. Studien visar darmed pa en inkorsningsfrekvens pa 0% och enligt
denna pilotstudie &ar risken for korsbefruktning obefintlig vid 0,25 m — 30,5 m
odlingsavstand.
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5. Diskussion

Syftet med denna uppsats var att 6ka kunskapen om avstandets betydelse for
korsbefruktning i bonor, P. vulgaris. Med hjélp av NordGens pilotstudie som
beskrivs i uppsatsen och de odlingsforsok som i denna utfordes pa tre platser i
Norden, var malséattningen att kunna ge tydligare rekommendationer om sakra
odlingsavstand till vaxtféradlare, genbanker och odlare av P. vulgaris. Dessa
rekommendationer skulle pd sa vis underlatta arbetet med att bevara typiska
karaktarer och egenskaper i olika bon-accessioner och i forlangningen den
genetiska mangfalden. Som tidigare namnts sa visade funna studier att inkorsningar
mellan bon-accessioner kunde forekomma i upp till 10% (Ibarra-Perez et al. 1997).
| detta arbete presenteras resultat fran groningsstudier av de skérdade bénorna fran
NordGens pilotstudie. 1 motsats till studierna gjorda av lIbarra-Perez (1997)
pavisade resultatet av detta arbete att det inte forekom nagra inkorsningar mellan
bonsorterna med antocyanférgad hypokotyl (‘Delinel’, 'Gotldndsk brun boéna,
'Gotléandsk svart bona’) och de med gron hypokotyl ('Hannas strimmiga, '‘Bonita’). |
forhallande till tidigare forskning och kunskap om sannolikheten for
korshefruktning i P. vulgaris &r resultatet nagot forvanande. De flesta tidigare
studier, dar liknande avstand mellan bénsorter anvants i faltforsék, har rapporterat
om en inkorsningsfrekvensen pa runt 2% vid avstand pa 0,5 m eller mindre (Ferreira
et al. 2006). Lagre varden har ocksa inrapporterats bland annat i en studie av
Ferreira et al. (2006) dar olika bon-accessioner planterades pa 1 meters avstand fran
varandra och visade pa en inkorsningsfrekvens pa ca. 1%. Ingen tidigare studie har
hittats som gett total avsaknad av inkorsningar mellan bon-accessioner.

Det ar onekligen sa att miljofaktorer som temperatur, vaderlek, forekomst av
pollinatérer och odlingsplats med mera spelar in 1 sannolikheten for
korsbefruktning mellan accessioner av P. vulgaris (Ibarra-Perez et al. 1997). Under
pilotstudien pa NordGen i Alnarp forekom en rad miljofaktorer som kan ha
paverkat resultatet. Till att borja med var det avsedda faltet for odlingsforsoket
beldget sa att en del av det var mer skuggat pa grund av omkringliggande vegetation
och vaderstreck. Detta resulterade i att odlingsforutsattningarna pa faltet varierade
nagot. | férlangningen innebar detta att bonplantorna pa ena sidan av faltet, i tva av
de fyra riktningarna, var mer skuggade &n i resterande parceller. I synnerhet
bonorna i parcellerna mellan 15 m och 24,5 m var skuggade. En langre tid av
skuggning kan innebéra att blomningstiden forsenas (Hadi et al. 2006) och kan pa
sd vis ha resulterat i att bonor i dessa parceller inte hade en samtidig blomningstid
som pollengivarna i mittparcellen och pa sa vis forhindrat risken for en
korsbefruktning mellan dessa. A andra sidan noterades ingen inkorsning i de
parceller som lag i det mindre skuggade omradet heller. Tillaggas bor att sorterna
som anvandes under odlingsforsoket valdes delvis pa grund av en éverlappande
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blomningstid, dock dokumenterades inte om eller hur ldnge dessa blommade
samtidigt under odlingsforsoket. En dokumentation av bénsorternas blomningstid i
mitt- och omkringliggande parceller skulle gett en battre uppfattning om under
vilket tidsfonster som en korspollinering var méjlig mellan sorterna, ndgot som
skulle kunna vara till hjalp i liknande, framtida odlingsforsok.

Tidigare studier har visat att vissa bon-accessioner ar mer benégna att korsas med
varandra och att karaktarer som frostorlek paverkar kompatibiliteten i accessioner
(Ibarra-Perez et al. 1997). Desto mer lik frostorlek mellan accessioner desto hégre
inkorsningsfrekvens har dokumenterats (Ibarra-Perez et al. 1997). Innan
odlingsforsoket utfordes gjordes inte nagot test for att se om sorterna med
antocyanféargad hypokotyl som anvandes verkligen kunde korsas med sorterna med
gron hypokotyl. Frostorleken varierade ocksa mellan sorterna och sorten 'Hannas
strimmiga’ med gron hypokotyl hade en storre frostorlek &n samtliga pollengivare.
Sorten 'Bonita’ hade ddremot en liknande frostorlek jamfort med pollengivar-
sorternas. Mot den bakgrunden skulle det valda vaxtmaterialet ha kunnat paverka
det erhallna resultatet. | kommande studier kan det vara en fordel att undersoka
kompatibiliteten mellan bonsorterna innan utforandet av ett odlingsforsok.

| denna studie anvéandes hypokotylfargen som morfologisk markér. Karaktaren ar
dominant och stabil (Royer et al. 2002) och har anvants som morfologisk markor i
ett flertal tidigare studier (Chaves Barrantes et al. 2012, Barrons et al. 1939, Ibarra-
Perez et al. 1997) (Se Tabell 1). Eftersom karaktaren & dominant innebar det att
homozygota dominanta (PP) samt heterozygota (Pp) genotyper har en
antocyanfargad hypokotyl medan den homozygota recessiva genotypen (pp) har en
gron hypokotyl (Ibarra-Perez et al. 1996). | denna studie undersoktes inte ifall
bonsorterna 'Delinel’, 'Gotlandsk brun bona' och 'Gotlandsk svart bona' som agerade
pollengivare var homozygota eller heterozygota for karaktaren. En korsning mellan
en heterozygot och en homozygot recessiv genotyp kan resultera i 50% avkomma
med homozygot recessiv genotyp (pp) (Genetiknamnden u.d.). Detta innebér att det
finns en mojlighet att korsningar trots allt har forekommit mellan pollengivar-
sorterna och bonsorterna '"Hannas strimmiga’ och 'Bonita’ med gron hypokotyl, men
att de inte har varit identifierbara med hjalp av hypokotylfargen. Infor framtida
studier bor denna faktor undersokas for att sakerstéalla att endast homozygota
dominanta genotyper anvands bland pollengivar-sorterna.

En ytterligare faktor som kan ha paverkat studiens resultat ar att samtliga parceller
tacktes med nat saval runtom som 6ver pa grund av ett harangrepp. Maskstorleken
pa bada typer av nat som anvandes bor ha varit mer an tillracklig for att tillata
pollinatorer att kunna flyga igenom och mojliggéra en potentiell pollinering.
Daremot sa kan det diskuteras ifall naten gjorde bonorna nagot mer svaratkomliga
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och bonblommorna mindre synliga &n om de inte anvants och att man i framtiden i
stéllet kan finna en annan lésning for att undvika angrepp. Kanske hade det till
exempel varit battre att inhdgna hela forsoksfaltet an samtliga enskilda parceller.

Aven omgivningarna runt forsoksfaltet pd Alnarp kan ha varit en bidragande
faktor till studiens erhallna resultat. Marken runt samtliga parceller hélls bar och
forsoksfaltet angransade till ett falt med honungsfacelia, Phacelia tanacetifolia.
Marken holls medvetet bar runt parcellerna da man befarade att en annan
blommande groda hade kunnat konkurrera med bénblommorna om pollinatorer.
Med det erhallna resultatet i atanke kan fragan stallas om detta beslut hade motsatt
effekt och om en blommande groda, atminstone pa delar av ytan mellan
bonparcellerna, hade lockat fler pollinattrer till platsen och i stéllet okat
pollineringen av bénblommorna. Det angréansande faltet med honungsfacelia, P.
tanacetifolia kan ocksa ha bidragit till att antingen locka pollinatérer narmare
forsoksfaltet eller haft en motsatt effekt genom att det varit mer inbjudande for
pollinatorer &n bonfaltet. I liknande, framtida studier kan det darfor vara intressant
att anvéanda sig av en passande blommande gréda mellan parcellerna, som kan
locka till sig pollinatorer som exempelvis humlor, som &r de huvudsakliga
pollinatérerna av béna (Delaplane et al. 2000). Omgivningarna vid de tva andra
forsoken skiljde sig fran de i Alnarp. | Landvik saddes bonorna i en
forstaarsfroang for grasfroproduktion dér varvete anvandes som sekundar groda. |
forsoket i Gnesta omgavs bonorna av olika gronsaker, framfor allt morétter och
sallat. Da skorden fran dessa tva forsok, som tidigare namnts, blev mycket l1ag och
flera av bonorna dessutom angreps av mogel vid groningen och inte kunde
analyseras kan dessvarre inga slutsatser dras kring hur dessa andra typer av
omgivningar kan ha inverkat pa antalet pollinatorer.

Under groningar av bénorna anvéandes tva olika groningsmetoder. Metod 2 innebar
att ett gronings- och filterpapper rullades ihop och resulterade i en langsammare
groning av bonorna. Detta ledde till att manga av bonorna inte utvecklat en
hypokotyl eller endast en del av en sadan efter nio dagar. Analysen av
hypokotylfargen kunde déarmed inte genomforas och bonorna som lagts pa groning
pa detta satt fick ligga under en langre tidsperiod, mellan 11 — 13 dagar, i stallet for
nio dagar som de bonor som groddats enligt Metod 1. Med anledning av en langre
groningsperiod fanns ocksa en storre risk for mogel eller annan smitta att spridas i
bonorna och dérmed reducerades férmodligen antalet analyserade bdnor. Vidare
resulterade groningar enligt Metod 2 i en ojamnare utveckling av bonorna da fukten
I gronings- och filterpapper bevarades samre &n i art-papper. En lardom som kan
dras av detta forsok ar darfor att Metod 1 &r att foredra framfor Metod 2 vid
groningar av P. vulgaris.
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Under en kontroll av grodda fron fran pollengivare upptacktes att antocyanfargen
av hypokotylen var mindre framtraddande an vid den tidigare testgroningen som
utfordes i maj 2022. Detta harleddes till att groningarna hade statt for morkt och de
placerades darfor i ett ljusare lage. Antocyanfargen i de grodda pollengivarnas
hypokotyler blev darefter mer framtradande. Denna upptackt var ovéntad da
hypokotylfargen enligt tidigare forskning ar en dominant och stabil karaktar som
inte paverkas av miljofaktorer som till exempel ljusexponering (Royer et al. 2002).
| en studie av sojabona, Glycine max, upptécktes daremot att ansamlingen av
antocyaner i hypokotylen 6kade vid en exponering av UV-A stralning (Su et al.
2016). Inga liknande studier kunde dock hittas for ljusets inverkan pa
hypokotylfargen i bona, P. vulgaris. Testgroningarna utférdes under maj manad, en
tid pa aret da dagarna ar langre och UV-stralningen starkare an i februari
(Stralsakerhetsmyndigheten 2021), da groningarna av bénorna utfordes. Troligtvis
var alltsd groningarna mer ljusexponerade under testgroningen i maj an under
groningarna i februari, vilket skulle kunna vara en mdjlig forklaring till varfor
antocyanfargen i pollengivarnas hypokotyler inte var lika framtradande da. Studier
om miljofaktorers inverkan pa P. vulgaris hypokotylfarg behdvs for att karaktaren,
med stOrre sdkerhet, ska kunna anvandas som morfologisk markor i liknande studier
som denna i framtiden.

Bdnor som skickades fran odlingsforsoken i Landvik, Norge och Gnesta, Sérmland
var betydligt farre i antalet an de som skordats efter odlingsforsoket pa NordGen,
Alnarp. En forklaring till detta kan vara att sddden i bada odlingslokalerna, av olika
anledningar, blev forsenad. Gnesta och Landvik ligger i nordligare omraden dar
odlingssésongen ar kortare &n i Alnarp vilket med stor sannolikhet kan ha bidragit
till en minskning i skord, da bénorna inte hann mogna. En del av dessa bonor kunde
dessutom inte analyseras pa grund av mogel och sjukdomsangrepp som dessvarre
spridits i groningsrullarna. Data fran odlingsforsoken i Landvik, Norge och Gnesta,
Sormland bor darfor tolkas med forsiktighet pa grund av den begransade mangden
material som analyserats. Antalet analyserade bonor fran odlingsforsoket pa
NordGen, Alnarp var betydligt hogre och resultatet pa sa vis mycket mer
tillforlitligt.

De erhdllna resultaten av denna pilotstudie tyder pa att sannolikheten for
inkorsningar mellan accessioner av P. vulgaris ar lag och att inga sérskilda
forsiktighetsatgarder gallande odlingsavstand mellan dem skulle behova tilltas.
Detta utgor ett betydelsefullt tillagg till forskningen om avstandets betydelse for
sannolikheten for korsbefruktning i bona. Med hansyn till de yttre faktorer som
paverkar sannolikheten for korsbefruktning mellan bon-accessioner (lbarra-Perez
et al. 1997) och de potentiella felkéllor som férekom under odlingsférsok och
groningar ger dock dessa resultat, som helhet betraktat, inte tillrackligt stod for att
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rekommendera specifika odlingsavstand mellan boén-accessioner for att sakert
undvika korsbefruktning. Ytterligare studier & noédvandiga for att med sékerhet
fastsla avstandets betydelse for sannolikheten av korsbefruktning i bona. Tidigare
studiers varierande resultat antyder &ven att sannolikheten for korsbefruktning
mellan accessioner av P. vulgaris dnnu ar oférutsagbar och foranderlig beroende pa
en rad miljofaktorer. Det ar, forutom avstandets betydelse, dven vasentligt att i
framtida studier undersoka miljofaktorer som till exempel vaderlek, férekomst av
pollinatorer och plats och dess inverkan pa inkorsningsfrekvensen i bona. Pa sa vis
kan ytterligare pusselbitar laggas och bilden for vad som paverkar
inkorsningsfrekvensen i P. vulgaris kan bli tydligare.

5.1. Slutsats

Syftet med denna uppsats var att undersoka hur avstandet mellan accessioner av
bona, P. vulgaris, paverkar inkorsningar. En pilotstudie utfordes dar tva bonsorter
med gron hypokotyl planterades pa olika avstand fran en mittparcell dar tre
bonsorter med antocyanfargad hypokotyl planterades. Hypokotylfargen anvéndes
som morfologisk markor for att identifiera om en korsbefruktning &gt rum eller inte.
De i studien framkomna resultaten visade att inga inkorsningar férekom mellan
bonsorterna for avstanden 0,25 — 30,5 m och att risken for korsbefruktning, enligt
denna pilotstudie, var obefintlig vid 0,25 m. Det bor dock belysas att man i denna
studie inte analyserade Ovriga miljéfaktorer an avstandets betydelse for
korsbefruktning i béna och att de i diskussionen namnda felkallorna kan ha paverkat
studiens resultat. Nya studier av detta slag behovs for att utforska avstandets
betydelse ytterligare och aven for att faststélla inverkan av andra miljofaktorer som
tros paverka inkorsningsfrekvensen. Medan denna studie inte kunde konstatera
sakra odlingsavstand for att forhindra risken for korsbefruktning av P. vulgaris,
bekraftade den dock delvis tidigare studiers resultat om att inkorsningsfrekvensen
mellan bon-accessioner ar lag.
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